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Theme : Détermination de mode de liaison de la thymoquinone et ses

dérivées contre la xanthine oxydoréductase avec la simulation informatique

Résumé

Notre travail, entre dans le cadre de la réalisation du mémoire de master, s’inscrit dans
le courant de la recherche in silico des nouveaux inhibiteurs potentiels de la xanthine
oxydoréductase (XOR) ; cible thérapeutique validée pour le traitement de la maladie de la
goutte. Le logiciel de docking moléculaire Surflex-dock permet de simuler les interactions
entre une cible enzymatique et différents ligands. Avec un pourcentage de 85% des valeurs de
RMSD inférieures ou égales a 2 A, on peut dire que Surflex-dock est assez performant et on

peut I'utiliser en toute confiance pour étudier profondément le mécanisme d’inhibition de la

XOR.

Dans cette étude, nous avons réalisé un docking basé sur la structure de la cible
enzymatique avec le programme Surflex-dock d’une collection de 193 similaires de la
thymoquinone issus de la PubChem ; afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs potentiels de
I’enzyme XOR plus affins et plus sélectifs que la TEI et la thymoquinone, inhibiteurs
précédemment connu. Deux similaires: CID_ 129829816 et CID_132131050 avec des
affinités égales a 6.96 et 6.82 M™ respectivement, sont considérés comme les meilleurs

inhibiteurs potentiels de la XOR.

Enfin, I’application de la régle de Lipinski nous informe de maniére positive sur les

propriétés physicochimiques de ces deux inhibiteurs.

Mots clés : Xanthine oxydoréductase, la goutte, docking moléculaire, Surflex-dock,
RMSD, regle de Lipinski.



Theme: Determination of thymoquinone binding mode and its derivatives

against xanthine oxidoreductase with computer simulation

Summary

Our work is part of the master's thesis, is part of the current in silico search for new
potential xanthine oxidoreductase inhibitors (XOR); therapeutic target validated for the
treatment of gout disease. The software of molecular docking Surflex-dock makes it possible
to simulate the interactions between enzymatic target and different ligands. With a
percentage of 85% of RMSD values less than or equal to 2 A, we can say that Surflex-dock
Is quite efficient and we can use it with confidence to study deeply the mechanism of XOR

inhibition.

In this study, we performed a docking based on the structure of the enzymatic target
with the Surflex-dock program from a collection of 193 thymoquinone similars from
PubChem; to discover new potential inhibitors of the XOR enzyme more affine and more
selective than TEI and thymoquinone, inhibitors previously known. Two similars:
CID 129829816 and CID 132131050 with affinities equal to 6.96 and 6.82 M™

respectively, are considered the best potential XOR inhibitors.

Finally, the application of Lipinski's rule informs us positively about the

physicochemical properties of these two inhibitors.

Keywords: Xanthine oxidoreductase, gout, molecular docking, Surflex-dock, RMSD,

Lipinski rule.
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Introduction

INTRODUCTION

La goutte est I’arthrite inflammatoire la plus fréquente chez ’homme aprés ’age de
quarante ans. Aussi bien son incidence que sa prévalence a plus que doublé durant les trente
derniéres années. Cette augmentation est certainement liée a I'accroissement de 1’obésité et du
syndrome métabolique, probablement suite a 1’effet stimulant de 1’insuline sur la réabsorption
de I’acide urique dans le tubule proximal [1]. L’hyperuricémie est constatée comme le
facteur de risque le plus sérieux dans la maladie de la goutte dont 1’acide urique est le
résultat final du métabolisme des purines [2]. Ces purines sont dégradées par une série de
réactions biochimiques réalisée par une enzyme appelée xanthine oxydoréductase (XOR).
Cette enzyme catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine ou de la xanthine en acide
urique [3]. Bien que plusieurs médicaments diminuent les taux d'acide urique, ils provoquent
des effets indésirables graves. Par conséquent, plus d'efforts sont nécessaires pour trouver de
nouveaux inhibiteurs de la XOR avec moins d'effets secondaires.

De nos jours, les études in silico correspondent a la modélisation de phénomenes
biologiques, telle que I’interaction entre plusieurs molécules. Ces études utilisées pour
faciliter la découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique, lorsque les méthodes

chimiques classiques ont atteint leurs limites [4].

Le docking moléculaire ou amarrage est le nom donné aux simulations dans lesquelles
différentes approches sont combinées pour prédire et étudier les modes d’interaction entre
deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur le plus souvent une protéine

(cible enzymatique) et d’une petite molécule (ligand) [4].

Dans cette étude, la méthode de docking moléculaire a été utilisée pour étudier I'effet
inhibiteur de la thymoquinone et ces dérivées sur l'activité de la XOR, dans le but de
découvrir de nouveaux inhibiteurs potentiels de cette enzyme. Cette recherche aidera a la
recherche de nouveaux candidats médicaments pour cibler la maladie de la goutte.

Nous présenterons ce travail en cing chapitres :

Dans le premier chapitre de ce travail, nous avons donné un apercu général sur la
maladie de la goutte. Le deuxieme chapitre présente un descriptif détaillé de notre cible
enzymatique, la xanthine oxydoréductase. Tout en citant les différents inhibiteurs déja connus

de la XOR. Le troisiéme chapitre est consacré a 1I’étude bibliographique de I’application du

1



Introduction

docking moléculaire et les divers concepts théoriques sur lesquels se base. Le quatriéme
chapitre, intitulé « matériel et méthodes », décrit de fagcon approfondie les outils utilisés pour
réaliser notre travail. Le dernier chapitre renferme les principaux résultats obtenus au cours de
cette étude en comparaison avec les recherches précédentes. Nous terminons par une

conclusion suivie par quelques perspectives.



CHAPITRE I :
LA GOUTTE




Chapitre | La goutte

I. La goutte

La goutte est la manifestation clinique d’une maladie métabolique liée a la précipitation
de cristaux d’urate mono-sodium (CUM). Lorsque les tissus sont saturés a 1’exces, dans
certaines conditions, 1’urate précipite sous forme de cristaux dans les articulations (cartilage,

synoviale et tissus de proximité) ainsi que dans le tissu sous-cutané [5].

La goutte est une maladie rhumatologique le plus fréquent a 1’échelle mondiale. Elle
touche une ou plusieurs articulations ; I'articulation de I'orteil est la plus atteinte, mais celle de
la cheville, du poignet, du genou, du coude ou de la main peuvent étre concernées. La maladie
goutteuse est caractérisée par la survenue de poussees inflammatoires articulaires appelées «
crise de goutte » [6].Cette affection se caractérise par une inflammation intense des
articulations qui engendre en général une tres forte douleur. Le facteur principal de la crise de
goutte est le taux élevé de I’acide urique dans le sang (au-dessus de 7,0 mg/ dl). Cette

molécule provoque une réaction inflammatoire et une douleur intense [7].

La fréquence de la goutte a pratiquement doublé ces derniéres années pour des raisons
multiples : augmentation de D’espérance de vie, augmentation de l’obésité et de ses
complications (maladies cardiovasculaires), augmentation des maladies rénales chronigues,

alimentation non équilibrée, utilisation de nombreux médicaments [8].

Crise de goutte au gros orteil

Articulation enflammee

Gonflement

Depot diactde urigue

Figure 1.1. Schéma d'une crise de goutte au gros orteil [9].
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Il. Epidéemiologie

La goutte est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires de I'nomme adulte et
cette fréquence semble avoir encore augmenté dans les dernieres décennies dans les pays
occidentaux. Le vieillissement des populations, I'augmentation de I'utilisation des diurétiques
en particulier comme traitement de I’hypertension artérielle, et surtout les changements
alimentaires et « I'épidémie d'obésité » semblent les principaux facteurs expliquant cette

augmentation [10].

Les hommes sont nettement plus touchés que les femmes par la goutte, puisque 80% du
patient goutteux sont de sexe masculin. Chez ’homme, la maladie se déclare généralement
apres 40 ans et son incidence augmente avec 1’age. Les femmes sont protégées de la goutte
jusqu’a la ménopause, grace aux hormones féminines, et sont touchées plus tardivement par la

maladie, apres 65 ans [11].

I11. Les causes et les facteurs favorisants

Les facteurs de risque de la goutte sont multiples. Ils peuvent étre génétiques, liés a
I’4ge ou encore aux comportements alimentaires et/ou sédentaires, voire étre en lien avec une

autre maladie ou la prise de certains médicaments :

o Prédisposition génétique et goutte : les facteurs génétiques peuvent expliquer un
certain nombre de gouttes primitives. 25 a 30% des patients atteints de la goutte ont un
de leurs parents hyperuricémique et 40% ont un de leurs parents également goutteux
[12, 13].

o Hyperuricémie : I’hyperuricémie est le principal facteur de risque de la goutte, mais il
n’engendre pas nécessairement des crises chez les patients. L hyperuricémie est un
trouble sanguin défini par une trop grande concentration d’acide urique dans la
circulation [14]. Chez la femme supérieur a 360 micromoles par litre (60 mg/ I), et
supérieur a 420 micromoles par litre (70 mg/l) chez I’homme. Les hyperuricémies
découlent soit d’un excés de production, soit d’un défaut d’élimination rénale, soit de
I’association ces deux phénomeénes. Elles sont d’origine primaire (atteintes primaires du
métabolisme des purines ou de I’élimination urinaire de 1’acide urique) ou d’origine
secondaire (suite 1’alimentation, a I’administration de xénobiotiques ou suite a des

pathologies ayant des conséquences sur le métabolisme de 1’acide urique) [15].
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o Age et sexe de la personne : avant 65 ans, la goutte est 4 fois plus fréquente chez
I’homme que chez la femme et 3 fois plus fréquente apres 65 ans. Chez la femme, les
cestrogénes ont un effet uricosurique protecteur mais avec 1’age et avec la ménopause la
fréquence de la goutte augmente. La goutte apparait donc plus tardivement chez la
femme expliquant que les femmes goutteuses sont plus agées que les hommes goutteux.
Les valeurs d’uricémie sont bien plus faibles chez les enfants en comparaison aux
adultes. Cependant, au cours de ces 20 derniéres années, la fréquence de la goutte a
doublé chez les femmes. En général, la goutte débute 10 ans plus tard chez la femme
que chez I’homme et survient aprés la ménopause [13, 16].

o L'alimentation et alcool : I’alimentation est depuis longtemps reconnue comme un
facteur de risque de goutte, considérant cette derniere comme « la maladie des rois »,
des bons vivants. Donc, une alimentation riche en viandes rouges, abats, charcuterie, et
en certains poissons (sardine, anchois, hareng, saumon, carpe...) augmente
significativement 1’incidence de la maladie goutteuse [17]. De plus, parmi les boissons
alcoolisées, la biere est celle qui entraine la plus grande augmentation du risque. La
consommation de sodas et d'aliments additionnés de fructose a aussi été liée a une
augmentation de I'incidence de la goutte [18].

o Maladies chroniques : certaines maladies favorisent 1’apparition de la goutte telle que :
I’insuffisance rénale, le syndrome métabolique et 1’obésité, I’hypertension artérielle, le
diabéte, ’hyperlipidémie. La goutte peut aussi étre favorisée en cas de renouvellement
acceléré des cellules comme par exemple, en cas de cancer du sang ou de psoriasis [13].

o Médicaments : un certain nombre de médicaments peuvent augmenter le risque
d’hyperuricémie et de goutte. C’est notamment le cas des diurétiques thiazidiques (tel
que I’hydrochlorothiazide) et des diurétiques de I’anse (comme le furosémide). La prise
de diurétiques dans la prise en charge de I’hypertension artérielle augmente le risque de
goutte incidente : le risque relatif de goutte incidente est de 2,39 chez la femme et de
3,41 chez I’homme et le risque relatif de crise de goutte est de 1,77 sous diurétique[19,
20].De plus, I’acide acétylsalicylique (aspirine) a faible dose est a I’origine d’une
rétention de I’acide urique et devient donc un facteur de risque de goutte alors que des

fortes doses ont un effet uricosurique [21, 22].
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V. Les différentes phases de la goutte

On peut diviser les affections goutteuses en trois étapes (figure 1.2) :

- 1% ¢tape : hyperuricémie asymptomatique ;
- 2°™gtape : goutte aigue (crises de gouttes) ;

- 3 M gtape : goutte chronique.

Périodes intercritiques Périodes intercritiques
asymptomatiques symptomatiques (tophi, douleur

lére crise i L i imcwe

1. Hyperuricémie 2. Phase aigué 3. Phase
asymptomatique chronique

Figure 1.2. Les différentes phases de la goutte [23].
IV.1. Hyperuricémie asymptomatique

Premier stade de la goutte, I’hyperuricémie asymptomatique est par définition sans
manifestation clinique apparente. On peut la qualifier de maladie silencieuse car la formation
des cristaux d'urate monosodique (UMS) et leur accumulation dans les tissus se font
cependant durant cette phase mais de fagon silencieuse. Il s’agit donc du stade précoce et

d’une condition ubiquitaire a la maladie de la goutte [24, 25].
IV.2. La phase de goutte aigué

L'acces aigu d'arthrite goutteuse, aussi appelée crise de goutte, résulte d'une réaction
inflammatoire causée par les dépots de cristaux d’UMS au niveau de l'articulation. Elle peut
aussi toucher les tendons et les bourses sereuses péri articulaires. La crise céde sans séquelles
en quelques jours méme sans traitement. Entre les crises le patient est asymptomatique,
environ 50% des patients goutteux feront leur deuxieme crise pendant la période de 6 mois a 2

ans suivant la premiere [23].
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Figure 1.3. Accés de goutte interphalangienne [24].

Une crise de goutte aigué est caractérisée par l'apparition rapide (en 6 a 12 heures
maximums) de douleurs intenses au niveau d'une articulation, souvent du membre inférieur
(dans 85 a 90 % des cas) et d'une hypersensibilité au moindre contact. L'articulation présente
alors les signes classiques de l'inflammation : tuméfaction intense et douloureuse, chaleur
locale et érytheme marqué pouvant étre accompagné de fiévre. Les crises de gouttes peuvent
étre précédées de prodromes, comme des paresthésies ou une sensation générale de malaise
ou d'irritabilité [26].

L'absence de traitement de la goutte aigué entraine une augmentation de la durée des
crises, de leur fréquence et du nombre d'articulations touchées. Sur le long terme, elle risque
d'évoluer vers la goutte chronique (dans les cing ans pour 30 % des patients ayant fait des

crises de goutte non traitées) [27].

Figure 1.4. La crise de la goutte [28].
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IV.3. La phase de goutte chronique

La goutte chronique ne se manifeste généralement qu’apres une phase d’arthrites aigués
récidivantes. Elle se caractérise par une atteinte polyarticulaire avec minimes manifestations

inflammatoires et peut aller jusqu’a des destructions articulaires [29].

Le patient entre en phase de goutte chronique lorsque les périodes inter critiques ne sont
plus indolores. Les douleurs articulaires persistent entre les crises et celles-ci sont plus
fréquentes. De plus, on observe des dépbts de cristaux au niveau de I'hypoderme, des
muqueuses, des structures articulaires et para-articulaires ainsi qu'au niveau des tendons et des

0s. On appelle ces dépdts des tophi (au singulier, tophus) [23].

L’apparition de tophi est une des caractéristiques de cette goutte chronique, d’ou le
terme de goutte tophacée. Les tophi sont des dép6ts sous-cutanés d’urate de sodium. On les
retrouve fréquemment au niveau du pavillon de I’oreille, des coudes, des mains, du tendon

d’Achille...etc. [30, 31].

Tophi au niveau de l'articulation interphalangienne distale

Figure 1.5. La phase de goutte chronique [29-31].
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V. Quelles sont les symptdmes de la maladie ?

La goutte commence généeralement au niveau des membres inférieurs, le plus souvent a
I’articulation de la base du gros orteil (podagre), suivie du genou et de la cheville.
L’articulation touchée est fortement tuméfiée, rouge et extrémement douloureuse. Une crise
peut s’accompagner de fievre. Les gaines tendineuses, bourses et tissus mous sont souvent

aussi touchés. L’inflammation peut traverser la peau et peut simuler un érysipéle [31].

La crise de goutte ne dure genéralement que quelques jours. Il reste ensuite une peau
squameuse. Avec le temps, les intervalles entre les crises deviennent plus courts et le nombre
d’articulations touchées augmente. Chez les personnes agées et les femmes, la goutte est
moins inflammatoire initialement et souvent oligo- a poly- articulaire. Les articulations des

mains sont aussi plus souvent concernées [31].

La crise de goutte apparait de fagon trés brutale et est trés douloureuse. L’articulation
touchée est gonflée et rouge. A la longue et sans traitement adapté, la persistance d'un taux
d’acide urique trop élevé dans le sang entraine la formation d’amas indolores, appelés tophus,

au niveau des articulations et sous la peau.

La premiére crise de goutte n’atteint le plus souvent qu’une seule articulation du
membre inférieur. 1l arrive que plusieurs articulations soient touchées en méme temps, on
parle alors de polyarthrite goutteuse. D’autres articulations peuvent étre concernées les mains,
les poignets, les coudes, exceptionnellement la colonne vertébrale. Ces dépots qu’ils soient
visibles ou non, s’observent environ 10 a 20 ans apres la premicre crise. Les problemes
rénaux, et en particulier les calculs, sont également fréquents chez les personnes souffrant de

goutte non traitée [8].

V1. Comment diagnostique-t-on la goutte ?

Le diagnostic définitif de la goutte repose sur 1’identification directe des cristaux
d’UMS dans le liquide synovial et sur I’exclusion d’une arthrite septique. Il convient donc, si
la situation le permet, de ponctionner I’articulation douloureuse. Le liquide synovial est
inflammatoire avec une prédominance de polynucléaires neutrophiles. Les cristaux d’UMS,
intracellulaires ou extracellulaires, sont visibles au microscope optique en lumiere polarisée.
Comme une crise de goutte aigué et une arthrite septique peuvent coexister dans la méme

articulation [32].
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VI.1. Les radiographies conventionnelles

Présentent peu d’intérét, notamment au stade précoce ou elles ne montrent que des
signes peu spécifiques (gonflements et épanchements aspécifiques), les lésions osseuses
n’apparaissant qu’aprés 5 a 10 ans d’évolution. A un stade avancé, elles permettent en
revanche de constater des érosions goutteuses définies comme une rupture corticale avec

marge sclérotique et bord saillant formant la classique image en « hallebarde » [33].

Figure 1.6. Radiographie de la main d'un patient atteint de goutte tophacée sévere et montrant

I'érosion osseuse au niveau de la phalange proximale [34].

V1.2. L’échographie

Permet en revanche de détecter précocement les lésions goutteuses. L’évolution
échographique de la maladie est caractérisée par |’apparition successive de trois signes
spécifiques : agrégats, double contour 1i¢ au dépdt de cristaux d’urate a la surface du cartilage

puis tophi [33].

Figure 1.7. Echographie transversale de la styloide ulnaire montrant un aspect en double
contour (fleche) [33].
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V1.3. La tomodensitométrie

Peut étre utile pour évaluer les dommages structuraux et mettre en évidence des opacités
rondes et ovales avec une densité moyenne de 160 unités Hounsfield ; au stade de tophi, les

dépdts calciques secondaires sont également visibles [33].

VII. Traitement de la maladie

Cest le traitement symptomatique qui doit étre énergique et précoce. Il comprend le

repos, le régime et les médicaments.

VII.1. Le repos

C'est un repos au lit, l'articulation malade étant protégée du poids des draps par un
arceau et une vessie de glace pouvant étre placée a son contact pour calmer la douleur (les
baumes calmants ont généralement moins d'efficacité). Ce repos durera tant que les

manifestations douloureuses ne seront pas calmees [2].

VI1.2. Le régime

Il comporte une alimentation légére a base de légumes, de fruits, d'hydrates de carbone
avec 2 litres d'eau minérale par jour, dont 1/2 litre d'eau de Vichy pour alcaliniser les urines,
avec interdiction de l'alcool et également les tous premiers jours, interdiction des graisses et
de la viande (les grandes regles du régime général de la goutte devant bien entendu étre

respectées durant la période) [2].

VI11.3. Les médicaments

Les médicaments antigoutteux agissent soit en inhibant les réactions inflammatoires,
soit en réduisant la concentration d'acide urique. Les médicaments hypouricémiants tels que

I'allopurinol, un inhibiteur XOR, sont largement utilisés pour le traitement de la goutte [35].
VI1.3.1. Traitement de la crise aigue

VI11.3.1.1. Les anti-inflammatoires non steroidiens (AINS)

Etant donné les symptomes tres douloureux, une dose d’emblée optimale mérite d’étre
initiée, plutdt qu’adopter des doses progressives. Plusieurs anti-inflammatoires non

stéroidiens (AINS) ont montré leur efficacité, mais seul le profil de sécurité doit conduire le

11
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choix du traitement. Certains préféreront les inhibiteurs de la cyclooxygénase 2 (COX-2) aux
Les anti-inflammatoires non stéroidiens classiques, avec une attention particuliére concernant
le terrain cardiovasculaire et la fonction rénale. Chez les personnes a risque, la coprescription

d’inhibiteurs de la pompe a proton (IPP) mérite d’étre considérée [5].
VI1.3.1.2. La colchicine

La colchicine, isolée en 1884, est extraite des graines de Colchicumautumnalis, le
colchique d'automne. Cette plante est utilisée depuis des siecles pour traiter les accés de
goutte. C'est le traitement spécifique de la goutte. Son effet se manifeste en 10 & 24 heures en
moyenne sur les douleurs et elle aboutit a la disparition totale de la crise en 3 a 4 jours en
général [2, 36, 37].

VI11.3.2. Traitements Hypouricémiants

Il existe 3 catégories d’hypouricémiants : les inhibiteurs des synthéses puriniques
(allopurinol, fébuxostat), les uricosuriques (probénécide, benzbromarone, fénofibrate,
losartan) et enfin les uricases. Seuls I’allopurinol et le fébuxostat ont recu l'autorisation de

mise sur le marché pour le traitement de la goutte [38].

VI11.3.2.1. Allopurinol

Inhibiteur non spécifique de la xanthine oxydase a longtemps été 1’hypouricémiant de
référence [21]. C’est le traitement de fond de premiére intention. Il est débuté a distance de la
crise de goutte et doit étre pris a doses progressives. Les effets indésirables digestifs (nausées,
vomissements, diarrhées) sont fréquents. Il peut provoquer une toxicité cutanée
potentiellement grave qui impose I’arrét du traitement et contre-indique formellement la
reprise du médicament. La survenue d'une éruption cutanée d’évolution rapide, avec des
Iésions des muqueuses (bouche, yeux) ou de la fievre nécessite I'arrét immédiat du traitement

et un avis médical rapide [39].

V11.3.2.2. Le fébuxostat

Le fébuxostat est commercialisé depuis mars 2010 en France. Le fébuxostat est un
inhibiteur sélectif non purinique de la xanthine oxydase. Sa demi-vie est de 6 heures et son

métabolisme est essentiellement hépatique [38].

12
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Les effets indésirables les plus fréguents sont des nausées, des diarrhées, des maux de

téte, des éruptions cutanées et des anomalies du bilan hépatique. De rares cas de réaction

allergique grave, incluant des éruptions cutanées graves, ont été rapportés [39].

VIII.

Comment éviter la goutte ?

Limiter les apports d’aliments riches en substances puriques car elles sont dégradées
pour produire 1’acide urique ;

Limiter les plats a base d’abats (foie, cervelle, rognons, ris de veau, tripes, langue,
ceeur, charcuteries) ;

Limiter les poissons « bleus » (anchois, hareng, sardine, carpes, brochet ou truite,
saumon, morue, cabillaud, ceufs de poissons) ;

I1 faut bien s’hydrates (1.5 a 2 litre d’eau par jour) ;

Apport en alcool réduit ;

Perdre du poids de fagon progressive.

Arréter les médicaments qui font augmenter le taux d’acide urique dans le sang.
Remplacer les produites laitieres a faible teneur en matiéres grasses par d’autres

aliments.

13



\

\

R

“'/

{V/
%,
"}
1

AN CHAPITRE II
LA XANTHINE
OXYDOREDUCTAR




Chapitre 11 La Xanthine Oxydoreductase

I. Définition

La xanthine oxydoréductase (XOR, EC 1.1.3.22) est un molybdéne flavoprotéine
hydroxylase qui est largement distribuée dans la nature [40]. Appartient a une famille de
molybdo-flavoenzymes trés anciennes et trés conservées. Cette famille comprend l'aldéhyde
oxydase chez les plantes et les animaux et certaines enzymes procaryotes [41]. La xanthine
oxydase (XO, EC 1.1.3.22) et la xanthine déshydrogénase (XDH, EC 1.1.1.204) sont des
formes interconvertibles de la méme enzyme ; xanthine oxydoréductase [42].

La XOR existe dans la plupart des tissus des mammiféres sous forme déshydrogénase et
est généralement reconnue comme une enzyme clé du catabolisme des purines [43, 44].La
XOR est tres répandu chez les différentes espéces, elle a été identifiée dans les organismes
procaryotes ainsi que dans les plantes et les animaux. Chez les étres humains, la XOR est
exprimée de maniére ubiquitaire dans le foie et les intestins affichant donc la plus forte
activité specifique. Elle est exprimée aussi dans les poumons, les reins et le myocarde [45].
Cette enzyme se trouve également dans les fluides biologiques tels que le sang, le lait, le

fluide nasal et la salive [46].
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Figure 11.1. Structure de la xanthine oxydoréductase (XOR) [47].

14



Chapitre 11 La Xanthine Oxydoreductase

I1. Les formes de la XOR

Il existe deux types de la XOR interconvertibles qui différent par leur forme et par leur
mode d’action [48]. Elles peuvent étre soit de type xanthine oxydase (XO), dépendantes de
1’0,, soit de type xanthine déshydrogénase (XDH), dépendantes du NAD". La XO est une
enzyme cytosolique qui catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et la réduction de

O, en O,  selon la réaction :

Hypoxanthine + O, ~ Xanthine + O,"

La xanthine est ensuite oxydée par la XDH en acide urique selon la réaction :
Xanthine + NAD + H,0O Acide urique + NADH

I11. Structure de la XOR

Les XOR sont des enzymes homodiméres d’une masse moléculaires 300kDa
(kilodaltons), constituée de deux sous unités identiques de 150kDa de chacune [49-51].
Chaque sous-unité contient une seule chaine peptidique d'environ 1330 acides aminés, elle est

partagée en 3 domaines [52] :

» Le domaine C-terminale de 85kDa (590-1332 acides aminés) est le molybdo-protéique
(MO).

» Le domaine central de 40kDa (226-531 acides aminés), est une molécule de flavine
adénine dinucléotides (FAD).

» Le domaine N-terminale de 20kDa (1-165 acides aminés) se constitue de deux sous

domaines, avec deux centres (Fe2/S2) combinés jusqu'a quatre résidus de cystéine.

Le gene qui code pour la XOR humaine est composé de 36 exons et 35 introns. Ce géne
est localisé dans la bande p22 du chromosome 2 [53-55]. La séquence de la XOR humaine est
de 1333 acides aminés, elle est de 91% d'homologie avec celle de la XOR de la souris et du
rat [55].

15
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Figure 11.2. Structure cristalline de la xanthine déshydrogénase de rat [56].

1V. Mécanisme d’action de la XOR

La XOR catalyse I'oxydation de I'nypoxanthine en xanthine ou de la xanthine en acide
urique dans la voie métabolique de dégradation des purines chez les animaux supérieurs. Chez
I'hnomme, l'enzyme est la cible de médicaments thérapeutiques contre I'hyperuricémie ou la
goutte [3].

La xanthine est oxydée en acide urique au centre de cofacteur molybdoptérine (Mo-co)
de I’enzyme, et les électrons sont transférés par I’intermédiaire des 2 centres Fe/S vers le
centre FAD ou le NAD" est réduit en NADH pour la forme déshydrogénase (XDH), alors que
pour la forme oxydase (XO) Iaffinité pour le NAD" est diminuée, donc elle est renforcée
pour I’oxygene entrainant ainsi le transfert d’électrons monovalents et divalents a 1’O, pour

générer le O,e- et le H,0,, respectivement [57].
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Figure 11.3. XOR a catalysé l'oxydation de la xanthine et I’hypoxanthine au site Mo et du
NADH au site FAD [58].

V. Implications physiopathologiques liées a la XOR
V.1. Implications physiologiques

La XOR joue un rdle principal dans le catabolisme des purines en acide urique, mais
elle a aussi d’autres fonctions plus larges dans la physiologie de 1’organisme tel que son role
dans I’absorption du Fer au niveau de Dl’intestin et le foie [59, 60]. L’activité XOR est
directement impliquée dans le métabolisme d'un certain nombre de médicaments
antiblastiques et antimétaboliques utilisés contre les néoplasies, les maladies auto-immunes et
les infections virales. La XOR peut également avoir une activité antimicrobienne, comme cela
a été demontré dans le lait, le sang et le foie [41, 61,62]. D’autre part, I’acide urique produit
par la XOR a un r6le comme un antioxydant et un piégeur tres puissant des radicaux libres
[46, 63].

V.2. Implications pathologiques

La XOR a été impliqué dans les Iésions d'ischémie-reperfusion, son l'implication dans
les processus physiologiques normaux a été moins étudiée. Il est argumenté que les ROS
(Reactive oxygen species) et RNS (Reactive nitrogene species) derivés de la XOR jouent un

role dans I'immunité innée, en particulier dans la réponse inflammatoire et dans la défense
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antimicrobienne du tractus gastro-intestinal. De plus, cette enzyme est responsable des
activités pro-inflammatoires et pro-thrombotiques des cellules endothéliales [58, 63-65]. Elle
cause la goutte qui est une maladie inflammatoire due a des concentrations élevées de cristaux
d’acide urique dans le serum [66,67]. D’autre part, les produits oxydants de I’enzyme sont
impliqués dans le développement des maladies cardiovasculaires et métaboliques, qui sont les

principaux facteurs de risque de I’athérosclérose [63,67].
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Figure 11.4. Mécanisme de génération des ROS par la XOR dans les tissus lors du processus

d’ischémie / réperfusion [68].
V.3. La XOR et I’acide urique

La XOR produit I’acide urique, 1’augmentation de la concentration de ce produit
provoque la goutte. C’est une maladie qui se traduit par une hyperuricémie, et aboutissant a
des précipitations uratiques dans différents tissus, en particulier dans les articulations [69].
L’hyperuricémie est due a une insuffisance rénale, donc la quantité d’acide urique éliminé
diminue et il s’accumule dans le sang. Les cristaux d’acide urique se déposent au niveau des
articulations, ce qui provoque une destruction des os avec des douleurs a chague mouvement
[70].
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» Acide urique

L’acide urique est le produit de la dégradation des bases puriques (hypoxanthine et
guanosine sous I’action de la xanthine oxydase) [2]. L’acide urique est un sous-produit de la
décomposition des acides nucléiques (acide ribonucléiqgue, ARN et acide
désoxyribonucléique, ADN) dans les cellules. Il est présent en tres petites quantités dans le
sang, car I’organisme détruit de fagon continue des cellules pour en fabriquer de nouvelles de
méme, |’organisme transforme rapidement les substances présentes dans les aliments,

appelées purines, en acide urique [70].
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Figure 11.5. Métabolisme de I’acide urique [71].

V1. Les inhibiteurs de I’enzyme XOR

L’inhibition de la XOR est de grand intérét, principalement dans le traitement de la
goutte, étant lI'allopurinol, le fébuxostat et le topiroxostat, les plus inhibiteurs XO connus. Les
inhibiteurs de la XOR sont soit des composés purines tels que 1’allopurinol et I’oxypurinol, ou
bien non purines tels que le fébuxostat. Allopurinol et Febuxostat comme médicaments contre
la goutte ou I’hyperuricémie, peut inhiber efficacement la XOR. Une multitude flavonoides a
éteé signalée comme des inhibiteurs naturels de la XOR [72].
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» Allopurinol

Depuis 1963 a ce jour, I’allopurinol est le traitement le plus efficace de la goutte.
L'allopurinol est un uricofreinateur, il empéche la formation d'acide urique. Il inhibe la
xanthine-oxydase, qui est une enzyme catalysant la biosynthese de I'acide urique : il diminue
l'uricémie et 1’uraturie, est un analogue structural de I’hypoxanthine et est rapidement

métabolisé en oxypurinol qui peut se lier & la XO et inhiber donc son activité [73].
» Fébuxostat

Un nouveau médicament fébuxostat (I’acide 2-[3-cyano-4-isobutoxyphenyl]-4-méthyl
thiazole-5-carboxylique) est un inhibiteur non purique spécifique de la XO, et

significativement plus efficace que ’allopurinol [74-76].
> Les flavonoides

Les flavonoides ayant un effet inhibiteur sur la XO pourraient supprimer les lésions
oxydatives causées par 1’ischémie-reperfusion et pourraient étre utilisés pour prévenir la
goutte [77].
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Figure 11.6. Les inhibiteurs de la XOR [78-80].
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VII. La thymoquinone

VI1I1.1. Structure

La thymoquinone (TQ) ou 2-isopropyl-5-méthylbenzo-1,4-quinone [81], est le
composant bioactif de 1’huile volatile de la graine noire de Nigella sativa, Elle est présente
dans la nigelle sous une forme cristalline triclinique [82]. La TQ est le constituant le plus
abondant de I'huile volatile des graines de Nigella sativa. De plus, la plupart des propriétés de
cette plante médicinale sont principalement attribuées a la TQ [83].

O CHs
CHs

H3C
O

Figure 11.7. Structure chimique de la thymoquinone [84].
VI1.2. Propriétés physicochimiques

La thymoquinone est une poudre cristallisée de couleur jaune. Soluble dans les solvants
organiques tels que 1’éther, le chloroforme ou 1’éthanol, mais partiellement soluble dans 1’eau.
Elle posséde un point de fusion de 45-47°C, sa formule moléculaire est C1oH120,, et son poids

moléculaire de 164,2 g/mol [85].

VI11.3. Pathologie

Un certain nombre d'actions pharmacologiques de la TQ ont été étudiées, notamment
des effets anti-oxydants, anti-inflammatoires, immunomodulateurs, antihistaminiques,
antimicrobiens et antitumoraux. Il a également des activités gastroprotectrices,
hépatoprotectrices, néphroprotectrices et neuroprotectrices. De plus, des effets positifs de la
TQ dans les troubles cardiovasculaires, le diabete, les troubles de la reproduction et les
affections respiratoires, ainsi que dans le traitement des complications osseuses ainsi que la

fibrose ont été démontrés. De plus, un grand nombre de données montrent que la TQ a des
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effets indésirables trés faibles et aucune toxicité grave [83]. La TQ permet d’inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses se rapprochant de 1’apoptose. Elle s’est montrée comme
étant efficace pour ralentir le processus de néovascularisation de la tumeur qui ainsi n’est plus

alimentée correctement. De plus c’est également un analgésique et anticonvulsivant [86].
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Figure 11.8. La fonction moléculaire des voies de la thymoquinone [87].
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I. Généralité sur le docking moléculaire

Avec le développement des outils informatiques dans les 20 dernieres années, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire s’est trés vite introduit

dans le domaine de la recherche en biologie [88].

Dans le passé, la méthode expérimentale établie pour la recherche des ligands
interagissant avec une protéine donnée est le criblage a haut débit (HTS ou high-throughput
screening). L’activité (ou plutét D’affinité) d’un trés grand nombre de composés est
systématiquement testée. L’obtention de résultats positifs et leur confirmation conduisent a
I’identification de touches (ou "hits") ou encore composés promoteurs. Il s’agit de composés
interagissant significativement plus que la moyenne des autres composes testés sur la cible
visée. Ces composés promoteurs sont par la suite optimisés en vue d’obtenir des candidats

médicaments, ayant des caractéristiques proches de celles d’un médicament (drug-like) [89].

Cependant, les outils informatiques ont pris place pour traiter le flot de données
produites et optimiser ses avancées. L’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le
terme anglo-saxon "docking") est 1'une des méthodes in silico les plus récentes. La
problématique du « docking », a été de prédire et reproduire des complexes protéine-ligand
par étude I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de la formation de

complexes moléculaires [90].

Les premiers programmes de docking ont été basés sur le concept de la clé-serrure,
introduit par Emile Fisher en 1894. Selon lequel le ligand et la protéine sont considéres
comme des corps rigides capables d’interagir lorsqu’ils présentent une complémentarité
structurale parfaite. Ce concept est aujourd’hui obsolete. Une représentation plus ajustée d’un
tel complexe est celui d’'une main dans un gant (respectivement la molécule organique ou un
ligand dans la protéine ou la cible enzymatique). Chacun peut changer sa forme, favoriser la
complémentarité afin de réduire les interactions génantes et augmenter le confort procuré par

le contact entre les deux molécules [91].
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I1. Définition de docking moléculaire

Le docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire) est une sorte de
modélisation informatique, qui facilite la prédiction de l'orientation de liaison préférée d’une
molécule (ligand) a une autre (récepteur), lorsque les deux interagissent entre eux pour former
un complexe stable. Informations obtenu a partir de l'orientation préférée des molécules liées
peut étre utilisé pour prédire le profil énergétique (comme la liaison libre énergie), force et
stabilité (comme l'affinité de liaison et la liaison constante) des complexes. Cela peut étre fait

en utilisant la fonction de notation de I'amarrage moléculaire.

De nos jours, I'amarrage moléculaire est souvent utilisé pour prévoir I'orientation de
liaison de petites molécules (candidats-médicaments) a leur cible biomoléculaire (comme les
protéines, glucide et acide nucléique) dans le but de déterminer leurs parameétres de liaison
provisoires. Cela établit des données brutes pour la conception rationnelle de médicaments
(développement de médicaments basé sur la structure) de de nouveaux agents avec une

meilleure efficacité et plus de spécificité [92].

L'amarrage moléculaire est I'une des méthodes les plus fréeqguemment utilisées dans la
SBDD (Structure-Based Drug Design) en raison de sa capacité a prédire, avec un degré de
précision substantiel, la conformation des ligands de petites molécules dans le site de liaison
de la cible approprié. Suite au développement des premiers algorithmes Dans les années 1980,

le docking moléculaire est devenu un outil essentiel dans la découverte de médicaments [93].

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 des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels
de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart
des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible
biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [88].
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Figure I11.1. Docking moléculaire protéine-ligand [94].

I11. Principe de docking moléculaire

Le docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site
actif d’une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants :
la prédiction de I’affinit¢é du complexe [ligand- protéine], et la prédiction de la position
correcte du ligand dans le site actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents
ligands de la collection, certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est
liée a la méme molécule de ligand mais dans des orientations différentes [95, 96]. Un
programme de docking doit étre capable de générer les modes de liaison attendus pour des
ligands dont la position adoptée au sein du site actif est connue dans un temps raisonnable
[97].Pour cela une simulation de docking s'accomplit en deux étapes complémentaires : le

docking proprement dit et le scoring.

e Le docking : est une 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,
entretenant que celles qui représentent les modes d’interaction les plus favorables. Bien

gue pouvant étre faite «manuellement», cette étape est le plus souvent exécutée de
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maniére automatisée a 1’aide d’algorithmes de docking ce qui améliore la vitesse et la
précision des simulations [98].

e Lescoring : est une étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité entre le ligand et
la protéine dans chacun des complexes sélectionnés lors de I’étape précédente. Cette tache
est accomplie par des outils informatiques nommees fonction de score. Celles-ci évaluent
d’abord les différentes contributions énergétiques (et parfois entropiques) pour la
stabilisation du complexes, permettant ainsi 1’identification des modes d’interaction les

plus probables. Ce score permet de retenir la meilleure conformation [98].
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Figure 111.2. Schéma du protocole général de docking [99].
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Figure 111.3. lllustration de docking/scoring [100].
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IV. Les outils du docking moléculaire
IV.1. Récepteur

En biologie, le récepteur est une protéine, généralement située a la surface des cellules,
capable de fixer une molécule informative (médiateurs chimiques, neurotransmetteurs,
hormones...) et de convertir ce message extracellulaire en signal intracellulaire, entrainant une
réponse de la part de la cellule [101]. De ce fait, un récepteur est une protéine spécialisée
capable de se lier spécifiquement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. Pour
obtenir un récepteur, nous avons utilisé la structure 3D de la protéine disponible gratuitement

dans la base de données PDB (Protein Data Bank).

IV.2. Ligand

Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
protéine ou acide nucléique, jouant en général un rdle fonctionnel : stabilisation structurale,
catalyse, modulation d’une activité enzymatique, transmission d’un signal [102]. En Docking
moléculaire, le choix du ligand est une étape tres importante. Ce choix doit étre pertinent en
raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des molécules
[103].

IVV.3. Programmes de docking moléculaire

Le docking moléculaire a pour objectif essentielle de prédire la conformation (position
et orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Initié au début des
années 1980, ce domaine s’est développé pour devenir, de nos jours, un outil incontournable
dans la recherche de produits biologiqguement actifs [102]. Au fil des années, on note
I’apparition d’un nombre important de programmes de docking moléculaire avec une grande
diversité des algorithmes de recherche et des fonctions de score. Plus de 30 logiciels de
docking sont actuellement disponibles. Les trois les plus fréguemment cités présentent un
pourcentage de 53 % des totales citations trouvées dans la littérature sont respectivement :
AutoDock (27 %), GOLD (15 %) et FlexX (11 %) [104,105]. La figure Ill. 4 et le tableau

I11.1 ci-dessous présentent les principaux programmes d’amarrage moléculaire.
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Figure 111.4. Comparaison des programmes de docking [105].

Tableau 111.1. Principaux programmes d’amarrage moléculaire [104].

Nom Editeur Site internet
AutoDock Institut de http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
rechercheScripps
Dock Université deCalifornia- http://dock.compbio.ucsf.edu/
SanFrancisco
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/products/glide.html
Gold Centre de données http://lwww.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
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IV.5. Le programme de docking Surflex-dock

Surflex-dock est un algorithme d'amarrage moléculaire flexible entierement
automatique qui combine la fonction de notation du systeme d'amarrage Hammerhead avec
un moteur de recherche qui s'appuie sur une méthode de similarité moléculaire basée sur la
surface comme moyen de générer rapidement des poses putatives appropriées pour les
fragments moléculaires. Il se base sur la construction d’une pseudo-molécule (protomol)
comme cible sur laquelle aligner le ligand par une construction incrémentale de ce dernier. Il
s’agit de fragments de molécules placés dans le site actif de maniere a occuper idéalement et
de maniére redondante celui-ci a partir de criteres morphologiques. Il est important de
préciser que cette pseudo-molécule peut étre construite a partir du ligand dans le site actif, a
condition de bénéficier d’une structure, ou bien a partir du récepteur sans aucun ligand
[106,107]

e Algorithme de docking (construction incrémentale) : le principe général est de couper
le ligand en fragments rigides et flexibles. Entre les points ou des rotations sont possibles,
une ou plusieurs ancres sont définies. Dans un premier lieu, un ou plusieurs fragments qui
doivent étre rigides sont placés au sein du site actif et donc mis en interaction avec la
cible, puis le ligand est reconstruit en plagant les fragments flexibles d’une maniere
successive tout en exploitant les angles de torsion (figure I11.5). Cette méthode a été

incorporée dans plusieurs programmes dont Dock, FlexX et Surflex-dock [108].

29



Chapitre 111 Docking moléculaire

Figure 111.5. La méthode de construction incrémentale [109]. (A) Le ligand est cassé en
plusieurs fragments ; (B) Le fragment d'ancrage est ancré dans le site de liaison de la cible
moléculaire ; (C) Le fragment suivant est amarré aprés le fragment d'ancrage ; (D et E) Les

autres fragments sont ancrés séquentiellement pour construire le ligand entier dans sa
conformation de liaison. Les résidus dans le site actif sont représentés en baton. Les liaisons

hydrogene sont indiquées par des lignes pointillées.
V. Les types de docking moléculaires
V.1. Le docking rigide

C’est le type de simulation le plus proche du modéle clé-serrure décrit préalablement.
Les premieres tentatives de docking étaient de ce genre. Ce type consiste a obtenir la
conformation préférentielle d’un systéme protéine-ligand en considérant que chacune des
deux molécules étant une entité rigide tout en conservant une géométrie interne fixe. Dans ce
cas, la relaxation de la géométrie interne de chague entité, en interaction dans le complexe,

n’est pas prise en compte.

Les algorithmes de docking rigide peuvent étre trés rapides, mais sont souvent peu
utiles car la conformation bioactive du ligand est rarement connue a priori. Cependant, en

combinaison avec un générateur de conformeres, cette stratégie redevient intéressante car le
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principal point négatif est théoriqguement réglé. Cette synergie est employée par les logiciels
de docking FRED et MS-DOCK [110 -113].

V.2. Le 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 premiére étape
correspond a une exploration de 1’espace conformationnel de maniére a retrouver, parmi les
conformations se proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape une
fonction de score évalue ces conformations. Il existe plusieurs types d’algorithmes pour le
traitement de la  flexibilit¢ du ligand : les méthodes systématiques
(fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et les méthodes de simulation

(dynamique moléculaire) [114].

V.3. Le docking semi-flexible

Les partenaires d’interaction sont partiellement déformables. En général, le récepteur est
traité comme étant rigide et le ligand comme étant totalement flexible, se sont imposes, car

elles permettent d’obtenir des résultats plus précis [115].

V1. Applications de docking moléculaire

L'amarrage moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique car il
est effectué avant la partie expérimentale de toute enquéte. Dans certains domaines,
I'amarrage moléculaire a révolutionné les découvertes. En particulier, I'interaction entre les
petites molécules (ligand) et la protéine cible (peut étre une enzyme) peut prédire I'activation
ou l'inhibition de I'enzyme. Ce type d'information peut fournir une matiére premiére pour la
conception rationnelle de médicaments. Certaines des principales applications de I'amarrage

moléculaire sont décrites ci-dessous :

V1.1. Optimisation des leads

Le docking moléculaire permet de prédire une orientation optimisée du ligand sur sa
cible. Il peut prédire différents modes de liaison du ligand dans le sillon de la molécule cible.
Cela peut étre utilisé pour développer des candidats-médicaments plus puissants, sélectifs et
efficaces [116].
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V1.2. Identifications des coups

L'amarrage en combinaison avec la fonction de notation peut étre utilisé pour évaluer de
grandes bases de données afin de découvrir un candidat-médicament puissant in silico, qui

peut cibler la molécule d’intérét [116].

V1.3. Interaction médicament-ADN

L'amarrage moléculaire joue un role de premier plan dans la prédiction initiale des
propriétés de liaison du médicament a I'acide nucléique. Cette information établit la
corrélation entre la structure moléculaire du médicament et sa cytotoxicité. Gardant cela a
I'esprit, les chimistes médicinaux s'efforcent constamment d'élucider le mécanisme
anticancéreux sous-jacent des médicaments au niveau moléculaire en étudiant le mode
d'interaction entre I'acide nucléique et les médicaments en présence de cuivre. Les chimistes
médicinaux font des observations in silico ou leur principale découverte est de prédire si le

composé/médicament interagit avec la protéine/I’ADN [116].

VII. Avantages de docking moléculaire

e Les techniques actuelles pour 1I’étude expérimentale des structures 3D des complexes
(cristallographie, RMN, cryo-microscopie électronique, etc.) présentent de nombreuses
limitations (taille, nature des protéines) et sont trés coliteuses en temps et en prix. C’est
pourquoi les techniques de docking ont été développées. Elles visent a prédire la structure
3D fonctionnelle d’un complexe protéique a partir des molécules isolées, ce qui est
considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que les
méthodes expérimentales in vitro [99].

e Le docking assisté par les techniques de RV (Réalité Virtuelle) multimodale présente une
alternative pertinente pour améliorer 1’activité du chercheur. Ces techniques permettent
une interaction plus intuitive des structures protéiques 3D [99].

e L'amarrage moléculaire est une sorte de modélisation bioinformatique qui implique
I'interaction de deux molécules ou plus pour donner l'adduit stable. En fonction des
propriétés de liaison du ligand et de la cible, il prédit la structure tridimensionnelle de
tout complexe. Le docking génere différents structures d'adduits possibles qui sont
classées et regroupées a l'aide de la fonction de notation du logiciel. Les simulations
d'amarrage prédisent un conformateur ancré optimisé sur la base de I'énergie totale du

systéme [116].
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. Matériel
1.1. Micro-ordinateur

Dans la présente étude nous avons utilisé deux micro-ordinateurs, le premier ASUS
ayant un processeur Intel (R) Atom, (TM) CPU N2600 et une mémoire vive de 1,00 Go, sous
un systeme d’exploitation Windows 7 Professionnel. Le deuxieme TOSHIBA ayant un
processeur Intel(R) Core, (TM) i3-4005U CPU et une mémoire vive de 4.00Go, sous un

systeme d’exploitation Windows 7 professionnel.
1.2. Banques de données

1.2.1. La Protéine Data Bank (PDB)

La banque de Protein Data Bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la
structure tridimensionnelle (3D) de macromolécules biologiques comme les protéines,
essentiellement, et les acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par
cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN. Ces données expérimentales sont
déposées dans la PDB par des biologistes et des biochimistes du monde entier et
appartiennent au domaine public. Leur consultation est gratuite et peut se faire directement
depuis le site web_de la banque (https://www.rcsb.org/) [117]. A la date du 18 février 2021, la
PDB contient 174826 entrées, toutes référencées par un code de quatre caracteres un chiffre

suivi de 3 caracteres alphanumériques [118].

RCSB PDB myPDB -

Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze - Leam - More - Documentation ~ Careers

1 N 5X P EPASIES  (D Download Files ~

Xanthine Dehydrogenase from Bovine Milk with Inhibitor TEI-6720 Bound
PDB DOI: 10.2210/pdb1N5X/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE
Organism(s): Bos taurus
Mutation(s): No

Deposited: 2002-11-07 Released: 2003-03-15
Deposition Author(s): Ckamoto, K, Eger, B.T.. Nishino, T.. Kondo, 5., Pai, E.F., Nishino, T.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation & 3D Report || Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 2.50 A Clashscore : I T
R-Value Free: 0.275 Ramachandran outliers o 0 B PN
Tem——
R-Value Work: 0.244 Sidechain outliers I I | o 1
Wiorse Bestter

Figure IV.1. Site de la Protéine Data Bank (PDB) [119].
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1.2.2. La chimiothéeque PubChem

Est une base de données de chimie ouverte aux National Institutes of Health (NIH).
"Ouvert" signifie que vous pouvez mettre vos données scientifiques dans la PubChem et que
d'autres peuvent les utiliser [120]. Depuis son lancement en 2004, cette base de données est
rapidement développée pour devenir une ressource d'information clé sur les produits
chimiques qui sert les communautés scientifiques dans de nombreux domaines tels que la
chimie informatique, la biologie chimique, la chimie médicinale et la découverte de
médicaments [121]. Chaque composeé de cette chimiotheque est stocké dans plusieurs formats
de fichiers courants, notamment SMILES, mol2 et sdf. Parmi les informations disponibles
dans la PubChem figurent : la référence de la molécule, la structure 2D et 3D et les propriétés

physico-chimiques.

m) National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PUb©hem About  Blog Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR C9H804 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0

D Use Entrez

Figure 1V.2. Page d'accueil de la base des données PupChem [122].

1.3. Programmes utilisés

Pour atteindre nos objectifs, nous avons besoin d’un programme de docking
moléculaire, il s’agit de logiciel qui simule les interactions entre une protéine (cible

enzymatique) et un ligand (substrat ou inhibiteur).
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1.3.1. Le logiciel Surflex-dock

Surflex-dock (1.3, 2005) est un algorithme de docking rapide capable d’arrimer les
ligands dans un environnement constitu¢ d’acides aminés avec une bonne précision. Les

parameétres standards de Surflex ont été utilisés par défaut dans cette étude [108].
Le docking est réalise en 3 étapes [123] :

e Choix de la mani¢re d’identifier le site actif et génération d’une pseudo-molécule
(protomol) qui va servir de cible aux différents ligands ;
e Docking moléculaire d’un ou de plusieurs ligands ;

e Lavisualisation des résultats (Final-0).

Surflex-Dock

\ y iy .
\\,' \.'.“4"“:;‘. 4

Figure 1V.3. Programme Surflex-dock [124].

1.3.2. Open Babel

Open Babel (2.0.2, 1991) est une boite a outils chimique congue pour parler les
nombreux langages des donnees chimiques. Il s'agit d'un projet collaboratif ouvert permettant
a quiconque de rechercher, convertir, analyser ou stocker des données issues de la
modelisation moléculaire, de la chimie, des matériaux a I'état solide, de la biochimie ou de

domaines connexes [125]. Les formats de fichier que « Open Babel » prend en charge
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comprennent : PDB, MOL, MOL2, SDF, XYZ, PC, SMI...etc. Ce dernier est obtenu a partir

de cette adresse électronique http://openbabel.org.

di OpenBabelGUI ==
File View Help

-——- INPUT FORMAT --— -—-- DUTPUT FORMAT --—-
[ -~ DL MOL format = | [ Farmatinfa || converT mol2 -- Sybyl Mol2 format

Use this format for all input files (ignore file extensions)
C:\WUsers\user\Contacts\Desktopi1} ) ) Output file

. to control logging and reparting .
Start import at molecule # spedified \
Input below (ignore input file) 2 £ Output below only (no output file)

End import at molecule # specified

Al input files describe a single molecule -
Continue with next object after error, if possible
Compress the output with gzip

Delete Hydrogens

Add Hydrogens

Add Hydrogens appropriate for pH

Convert dative bonds e.g. [N+]{[0-])=0 to N{=0)=0

Center Coordinates

Join all input molecules into a single output molecule
Convert only molecules matching SMARTS:

Convert only molecules MOT matching SMARTS:

Figure 1V.4. Capture d’écran de programme OpenBabel.

1.3.3. Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer est un visualiseur gratuit qui peut étre utilisé pour ouvrir
des données générées par d'autres logiciels, et permet un affichage3D des complexes protéine-
ligand. Il lit plusieurs formats de fichier dont le format .pdb et .mol2 sont les formats le plus
courant pour visualiser la structure des protéines ou des petites molécules. Discovery Studio
Visualizer propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons chimiques
(liaison hydrogene, interaction hydrophobe...etc.), la mesure de distances, 1'annotation des
acides aminés et ligand, créations de surfaces, choix de couleur (selon les atomes, les
structures...), la capacité de cacher et puis afficher a nouveau les différentes molécules. Donc
est un logiciel complet d'analyse et de modélisation moléculaire structures, séquences et
autres données pertinentes pour les chercheurs en sciences de la vie. Le produit comprend des
fonctionnalités d'affichage et de modification des données ainsi que des outils permettant
d'effectuer une analyse de base des données. Ce programme fonctionne sur Windows et
Linux, son adresse électronique est https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-
download[126].
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Discovery Studio Visualizer
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools  Window  Help
Receptor-Ligand Interactions
GNew H " Display Style.. ¥ MNon-bond Interactions... ¥
Tools 1 DS Welcome 1K final-0 TEL

View Interactions 2%, C\Users\admin\Desktop\ 1IN

Define the receptar and ligand.

@ Current Ligand
Ligand Nen-bond Meniter
@ Monitered Atems for Ligand

Receptor: C:|Jsers\admin'Desktop) 115X | 1n

Step through ligands.
Ft+ 4
Display receptor-figand interactions.
Ligand Interactions
Interaction Options...
Expand

Show Distances  Show Types

Display receptor surfaces,

Aromatic HBond  Charge

Hydrophobic  Tonizablity SAS

Change the visiblity of the receptor and
ligand.

Receptor Ligand
Interacting Atams = Pocket Atoms

Show receptorfigand interactions on & 20
diagram.

Show 2D Diagram

Defie and Edit Bindng Site Name  ID Visble  Coler  Parent  Molecule  FulMame  Type  PDBMame  InsertionCode  Hydrophobicity pKa  Avg. lsotropic Displacement  PDB
[ Ho D CilUsers\.. CiUserslad... Ala3 Aaning  ALA 18 Unde
5 4 o . C:\Users\.. C:\Userslad.. Asp4 Aspartic... ASP -3,5 39 Unde

\_Molecule /\ aminoacid /\_Atom /i Residue /\ Bond /\_Group /' Ligand Non-bond Monitor /i Nen-bond /\ Unsatisfied Non-band /

Figure 1V.5. Capture d’écran de logiciel Discovery Studio Visualiser.

I1. Méthodes
11.1. Réalisation du docking moléculaire par Surflex-dock

11.1.1. Génération de Protomol

Un protomol (fichier mol.2) qui sert de cible sur laquelle des ligands putatifs ou des
fragments de ligand sont alignés (figure IV.6). Le protomol est constitué de fragments
moléculaires CH4 (hydrogénes non représentés), N-H et C=0. Le protomol a été généré
uniquement sur la base de la structure des protéines. L'emplacement du protomol a été indiqué

en marquant les résidus de la protéine a proximité du ligand natif [127].
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Figure 1V.6. Exemple de génération de protocole : Protomol pour la streptavidine comparé a

la pose native de la biotine (vert) [127].

Pour la création de protomol nous avons utilisé la commande :

Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl

11.1.2. Docking d’un composé

L'arrimage moléculaire exige un ligand, un protomol et une protéine. Le docking d’un
ligand débute par une fragmentation préalable du ligand. L'assemblage des fragments obtenus
permet de rechercher les meilleures conformations du ligand dans le site actif de I'enzyme. Le

résultat de docking (Affinité) est donné sous la forme des 10 meilleurs «conformées » au

format .mol2 (figure VI.7).

Pour le docking d’une seule molécule nous avons utilisé¢ la commande :

Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 protéine.mol2
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Ctotal 3>: search B alignl 2 merge+chai
g Cfinal P3>: 3 24 2424 2874

[et_conf —1.121 [ret_conf 1.72]1 [ret_conf —1
11 [ret_conf B.78]1 [ret_conf —-H8.23]1 [ret_conf
2921 [ret_conf 4.59]1 [ret_conf —-B8.421 [ret_co
—1.54]1 [r»et_conf B.72]1 [ret_conf 1.661 [ret_c
nf 2.521 [ret_conf 2.15]1 [ret_conf —-7.671 [re
I_cunf —1.411 [ret_conf 2.811 [ret_conf —13.68
[et_conf —-3.481 [ret_conf —-2.87Y]1 [ret_conf 2
21 [ret_conf —-B.28]1 [ret_conf —-HB.111 [ret_con
A.37]1 [yet_conf -2.77] [ret_conf —-BA.28]1 [ret_
f 3.37]1 [vet_conf 1.69]1 [ret_conf —4.54]1 [ret
£ 1.927 _[»e onf @A G641 3 1-MA: _H KB4 {cra

a=h —HA.84 fF BA.A3>>

erazh —BA.780 E1f —-A_BH2>>

Ccrash —1.67 1 (self —HA.A5»>

Cocrash —1.52 ) 0self —HA.B23>

Ccrash —2.94 C(self —HA.B2>>

Ccrash B 82 (self —HA.B43>

Ccrash B 87 (self —HA.HA5»>

Ccrash H.81 <self —H.B2>>

Ccrash B.63 '(self —HA.B23>

el
[ 1]

Figure 1V.7. Résultat de docking avec Surflex-dock.

Chaque fichier posséde trois scores : le premier représente I’affinit¢ ; le second
correspond au degré de pénétration impropre du ligand dans la protéine appelé «crash score»,
plus ce score est proche de 0 plus I’interaction est favorable et le troisiéme ou «polar score»
correspond au niveau de contribution des interactions polaires. Surflex-dock donne, par

défaut, les dix meilleures affinités en M ™[108].

11.1.3. Calcul du RMSD

La maniére dont les ligands sont arrimés dans le site actif peut étre décrite
numériquement par le RMSD entre le ligand telécharge a partir de la PDB (co-cristallisé) et la
molecule dockee par le logiciel Surflex-dock (figure 1V.8). En utilisant la commande ci-

dessous pour calculer le RMSD :

Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol?2
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2?1 [ret_conf —-B.28]1 [ret_conf -B.111 [ret_conf 1.32]1 [ret_conf 3.65
A.37]1 [ret_conf -2.77]1 [ret_conf -A.28]1 [ret_conf 2.63]1 [ret_conf @
f 3.37]1 [ret_conf 1.69]1 [ret_conf —4.54]1 [ret_conf —-1.65]1 [ret_conf
conf 1.93]1 [ret_conf B.64]1 final-8: 6.84 <crash —B.23 <self -B.85>>

i 4. 87 <crash —#8.84 <(zelf —B.@3>>

4.59 {crash —-B.980 <zelf —-B.B823>

3.83 <crash —1.67 <szelf —-B.853>

3.83 <crash —1.52 <zelf —-B.823>

3.65 <crash —-2.94 <(zelf —-B.B823>

3.5? <crash —-B.82 <zelf —B.0843>

3.53 <crash -B.87 <(zelf -B.85>>

3.47 <crash —-B8.81 <zelf —B.823>

3.34 <crash —-B.63 <self —B.B23>

C:sUzerssadminsDesktops1MS5¥ *surf lex—dock vms final-B.mol2 TEI .mol2
Surflex License: C:ssfdocklicense

The Surflex software is the property of Biopharmics LLC.

Surflex licenszed to SFDockBA36 (Gerhawrd Uergoten,. Univ. Lille) for
only.

Rotatable honds:

Actual rm=d:

Hedw o AToi Flisi:

Similarity: @.860

Figure IVV.8. RMSD calculé par le logiciel Surflex-dock.

I11. Evaluation des programmes de docking

Pour vérifier si le protocole de docking que nous avons utilisé est correct, nous avons

jugé utile d’évaluer la performance du programme Surflex-dock par deux tests différents :

» RMSD (Root Mean Square Deviation).

» Analyse visuelle.

I11.1. RMSD (Root Mean Square Deviation)

Ce test consiste a évalué la capacité a reproduire le mieux possible des complexes
expérimentaux. Le mieux possible signifie que la valeur de déviation quadratique moyenne
entre la pose du ligand calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe
expérimental est la plus petite possible [128]. Le ratio admis est une différence maximum de 2
angstroms au-dela de laquelle la prédiction est considérée comme non adéquate [129]. La
norme actuelle pour évaluer les performances d’un programme de docking est de faire un test

a partir de plusieurs centaines de complexes protéine-ligand cristallisés [108].

Un programme de docking moléculaire a été testé, Surflex-dock. Ce test a été réalisé sur
154 complexes protéine-ligand disponibles au niveau de la PDB et leur RMSD déterminés. La

prédiction est acceptable si la valeur du RMSD ne dépasse pas 2 A[129].
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111.2. Analyse visuelle

L’analyse visuelle faisant suite au test RMSD est aussi une étape essentielle pour juger
la performance du programme Surflex-dock. Elle permet de visualiser les résultats décrits par
les valeurs numériques de RMSD, et d’assurer que les mode¢les des ligands simulés par ce

programme sont correctement placés dans le site actif de I’enzyme.
IV. Docking de cible enzymatique XOR
IV.1. Choix d’une structure cristallographique de la XOR

Dans notre étude nous avons utilisé le complexe 1N5X disponible dans la PDB
contenant la xanthine oxydoréductase et I’inhibiteur TEL. Le complexe a été téléchargé au
format .pdb. Les deux molécules du complexe ont été séparées dans des fichiers différents. Le
programme Surflex-dock exige le format .mol2 pour appliquer le docking. Pour cette raison,
nous avons utilisés le programme Open Babel pour la conversion de notre enzyme et les
différents inhibiteurs étudiés au format .mol2 et aussi pour ajouter des atomes d’hydrogene a
la structure de la protéine et du ligand. Les caractéristiques de cette enzyme sont regroupees

dans le tableau V.1 ci-dessous.

Tableau 1V.1. Principales caractéristiques de complexe utilisé

) ) Nombre des Nombre
Résolution | Facteur Nombre
Code Classification ) acides aminés d’atomes par
(A) R de chaine _ _
parchaine chaine
EC:
IN5SX 2,80 0.244 2 (A, B) 1332 10024
1.1.1.204

IV.2. Préparation des inhibiteurs

A partir de la chimiotheque PubChem nous avons téléchargé 193 molécules similaires
de la TEI. Ces molécules sont téléchargées sous le format .sdf et puis convertis au format

.mol2 par le programme Open Babel.
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1VV.3. Etude des interactions des meilleurs inhibiteurs

C’est une étape trés importante qui permet d’observer et de dénombrer les différentes
interactions réalisées entre 1’inhibiteur testé et les résidus du site actif de notre cible

enzymatique.

Figure 1V.9. Visualisation des interactions réalisées entre le meilleur inhibiteur et les résidus

du site actif de la XOR obtenu par discovery studio visualizer.
V. Propriétés physico-chimiques
V.1. La regle de Lipinski

La regle de cing de Lipinski est une régle empirique qui décrit la pharmacobilité d'une
molécule déterminée [130]. Cette régle décrit un ensemble de critéres, permettant d’estimer la
biodisponibilit¢ d’un composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D)
[131]. L'efficacité de ces composés actifs administrés par voie orale sera influencée par les
processus d'absorption, de distribution, de métabolisme et d'élimination (ADME). Des
caractéristiques communes influencant la perméabilité d'un composé a travers les barriéeres
physiologiques ont été identifiées. En 1997, Lipinski et ses collégues ont développé quatre

criteres de regle de 5. Ces critéres sont [132] :

» Le poids moléculaires du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (da).
» Le LogP doit étre <5 ;

» Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre <5 ;
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» Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre < 10 ;

Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins deux des
regles sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de perméabilité
[131].

V.2. La regle de Veber

De plus, Veber a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui
communément appelé "la régle des 5". D’aprés 1’é¢tude de 1100 composés candidats
médicaments chez GlaxoSmithKline, la surface polaire (PSA, polar surface area) du
composé doit étre inférieure a 140 A? et le nombre de liaisons de rotation (rotatable bonds en
anglais) doit étre inférieur a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale chez le rat
[132].

La surface polaire est représentée par la somme des surfaces des atomes polaires de la
molécule (calcul basé sur la topologie de la molécule ou tPSA) et permet de prédire
I’absorption intestinale et le passage de la barriére hématoencéphalique. Ces critéres peuvent
étre adaptés a la cible visée par la molécule. En effet, alors que 1’absorption intestinale devient
difficile pour un composé de surface polaire supérieure a 140 A? 60 AZest le seuil maximal

pour le passage de la barriere hématoencephalique [133].
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Chapitre V Resultats et discussions

I. Fiabilité de programme Surflex-dock

Avant d’aborder I’étude de I’inhibition de la xanthine oxydoréductase par diverses
molécules, nous avons tenté d’évaluer la fiabilité du programme Surflex-dock utilisé. Pour

cela, nous avons fait appel au test de RMSD et une analyse visuelle.

I.1. La précision du positionnement des composés (RMSD)

Le test de fiabilit¢ du programme Surflex-dock par le RMSD a été realisé sur 154
complexes protéine-ligand tirés de facon aléatoire de la PDB. Une prédiction d'un mode de
liaison est considérée réussie si le RMSD est au-dessous d'une certaine valeur (généralement
2,0 A) [134-136]. Les codes PDB des complexes et leurs inhibiteurs ainsi que les valeurs de

leurs RMSD obtenus avec Surflex-dock sont mentionnés dans le tableau V.1 ci-dessous.

Tableau V.1. Liste de 154 complexes utilisés pour calculer le RMSD.

Code PDB | Ligand | RMSD (A) | Code PDB Ligand | RMSD (A)
1A4G ZMR 0,36 2HPT BES 1,13
1BSJ MLN 1,73 2HT7 G39 1,71
1EUS DAN 0,59 2HTQ ZMR 1,05
1C27 NLP 0,4 2HTV NAG 0,39
1CP6 BUB 2,72 3MH3 BOG 1,25
1DTT FTC 1,52 20KL BB2 1,54
11X1 BB2 1,62 20S3 BB2 0,60
1KQO MED 3,54 2P98 YE7 0,89
1KJ1 MAN 1,39 2PRQ TRS 0,66
1FT7 PLU 2,49 2Q92 B23 0,07
1F8B DAN 1,57 2Q93 B21 2,53
1G2A BB2 0,45 2Q94 A04 0,05
1C1C 612 0,93 2Q95 A05 2,22
1A4Q DPC 0,44 2Q96 Al8 3,03
1AQN IPA 1,00 2QWB SIA 1,59
1B9S FDI 471 2QT9 524 1,39
1B9T RAI 0,80 2QWD 4AM 0,89
1B9V RA2 1,38 2QWE ZMR 0,48
1BS4 2PE 8,81 2QWG G28 0,74
1BSK MLN 0,40 2QWK G39 0,70
1BSZ 2PE 1,13 2RF2 MRX 0,50
1C6X 3IN 2,11 2RIP 34Q 0,59
1C21 MET 0,30 2RGU 356 1,71
1C23 MPH 4,47 2RKI TT1 1,41
1C27 NLP 4,38 2SIM DAN 1,44
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1E8V DAN 4,64 2SLI SKD 0,78
1EET BFU 0,35 2VG6 NNB 0,16
1EP4 S11 0,59 2VGT NNI 0,98
1EUU GAL 3,95 2VVZ DAN 1,34
1LAM MRD 3,22 2VW1 DAN 0,55
1C22 MF3 0,80 2WAJ SNB 1,75
1QXW M1C 0,88 2WIH P48 0,94
IWKM MET 0,23 2WON ZZE 0,48
1IXNZ FCD 0,08 2ZD1 T27 1,10
1YVM TMG 0,05 2Z20Q SID 1,02
2BB7 QMS 3,01 2ZE2 T27 1,92
2EVC FC3 0,08 2AH1 TRQ 0,86
2EVM FC2 0,06 3B7E ZMR 1,40
2EVO CTO 1,94 3B7R BIR 1,63
2GG2 Uiz 3,97 3B7U KEL 1,24
2GG3 uUi3 3,77 3C6U M22 0,75
1FKO EFZ 0,61 3C43 315 1,34
3FFI 30B 1,37 3CMD MLI 0,13
2BHD FLC 0,91 3CKZ ZMR 0,34
2GGO Uil 1,64 304L MES 0,37
4PVB 2WW 2,20 3D27 W29 0,72
1HNI AAA 1,17 3DM?2 GWE 0,36
1IHNV TBO 0,95 3DLG GWE 0,72
11CJ 2PE 1,22 3PTB BEN 1,18
1ING ST5 1,19 3TAU MSE 0,82
11vD ST1 1,78 3PKA Y02 1,73
1FK9 EFZ 0,34 30NC LDT 7,12
3ADU MY 2,71 30BJ BMU 0,99
2AI17 SB7 1,64 3PGH FLP 1,51
2AIE SB9 1,00 301L GOL 0,75
2B3L GOL 1,92 3NNU EDB 0,46
2bb7 QMS 0,89 2P9A YEG6 0,29
2CCV A2G 0,89 3RR3 FLR 1,22
2BE2 R22 0,99 3MBL LSG 0,38
2BAN 357 1,24 3M2W L8I 0,11
2BER SLB 1,54 3NEW 3NE 0,47
2BUB FPB 1,08 3LO3 40H 0,91
2CGZ A2G 1,13 3LQY GOL 0,61
2DQM BES 1,23 IXRY BES 1,24
2EK9 BES 1,44 1XOE ABX 0,97
2EVM FC2 2,84 2NQ6 HM4 1,98
2BHC FLC 0,98 1R58 AO5 0,47
2EW5 Y12 1,17 1S17 GNR 1,35
2EW6 Y13 2,11 1S1W UC1 0,75
2GG5 u19 0,26 1TKF DTR 1,62
2GG7 uild 0,16 1ITKT H12 1,97
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2GG8 uU15 1,66 1TXR BES 1,08
2FJP S14 0,34 1VCJ IBA 0,45
2GBI XIH 0,92 1AF4 DIO 0,48
2GG9 uU16 1,27 2QWF G20 0,65
2GGB uls 1,27 1G9H TRS 0,41
2GU6 NLP 0,51 1UD2 GOL 0,76

Dans les graphes ci-dessous, les résultats sont donnés en pourcent (%), a plusieurs

intervalles de RMSD représentés par différentes couleurs :

30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% -
2 2
10,00% - 2
1
5,00% -
0,00% - . . . .
0a0,5 05al 1la1,5 1,532 233 >3
RMSD en Angstrom

Graphe V.1. Résultat en % obtenu par Surflex-dock a des différents intervalles de RMSD.
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Fiabilité de programme Surflex-dock

® RMSD<2A
ERMSD>2A

Graphe V.2. Résultats en % obtenus par Surflex a deux intervalles de RMSD (A).

D’aprés le tableau V.1, la meilleure prédiction du positionnement du ligand de
complexe cristallographique et celles de ligand amarré par Surflex-dock est représentée par un
RMSD égale & 0,05 A. Par contre le mauvais RMSD est représenté par une valeur de 8,81 A.
De plus, la majorité des meilleurs résultats se situent dans I’intervalle] 0-0.5] A avec un

pourcentage de 25,97% et I’intervalle] 0,5-1] A avec un pourcentage de 26,52 %.

Nous remarquons d’aprés les résultats de graphe V.2 que le logiciel Surflex-dock
reproduit bien les données expérimentales. En effet, 87,66% des valeurs du RMSD sont

inférieures ou égale a 2 A et seulement 12,33% des résultats sont supérieurs a 2 A.

Notre résultat confirme ceux obtenus par Boucherit et al, (2014), ou la fiabilité de
programme Surflex-dock et un autre logiciel (GOLD) a été étudié (comparative entre la
performance de deux logiciels). GOLD reproduit bien les données expérimentales, et a un
degré moindre Surflex-dock. 79.16 % des valeurs de RMSD sont inférieures ou égale a 2 A
pour le premier et 66 % pour le deuxiéme [136].Ce résultat est comparable aussi avec les
travaux de Hioual et al (2014), elle est testée deux programmes : Flex X et GOLD et obtenues
64,05% des valeurs de RMSD inférieurs & 2A pour GOLD et 55,56% pour Flex X [137].
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1.2. Analyse visuelle

En plus de test RMSD, il est nécessaire de faire une analyse visuelle de ces résultats.

C’est est aussi une étape utile pour juger la performance du logiciel Surflex-dock. Elle permet

Résultats et discussions

de visualiser les résultats décrits par la valeur numérique RMSD [140].

La comparaison de la conformation expérimentale qu’on retrouve dans la PDB des trois
complexes (colorées en vert) : le 3CKZ (le meilleur), et le 2GG3 (I’intermédiaire) ,1BS4 (le

mauvais) avec les conformations calculées par le programme Surflex-dock (colorées en

rouge), est présentée dans le tableau V.2 et les figures V.1, 2 et 3 suivants.

Tableau V.2. Valeurs de RMSD des trois complexes étudiés.

Code du complexe Code du ligand RMSD (A)
3CKZ ZMR 0,34
2Q93 B21 2,53
1BS4 2PE 8,81

D’apres les résultats de docking moléculaire, on obtient :

% Dans le cas de ligand ZMR, avec un RMSD de 0,34 A ; la superposition est parfaite.

Elle présente une conformation spatiale tres proche voir méme superposable a celle

déterminée expérimentalement.

+¢ Dans le cas de ligand B21, avec un RMSD de 2,53 A ; la superposition est moindre

que dans le premier cas.

% Dans le cas de ligand 2PE, avec un RMSD de 8,81 A ; la superposition des deux

inhibiteurs est mauvaise c'est-a-dire le ligand docké est éloigné de ligand déterminé

expérimentalement.
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Figure V.1. Superposition du ligand ZMR du complexe 3CKZ simulé par Surflex-dock

(coloré en rouge) vis-a-vis de la conformation experimentale (coloré en vert).
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Figure V.2. Superposition du ligand B21 du complexe 2Q93 simulé par Surflex-dock (coloré

en rouge) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).
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Figure V.3. Superposition du ligand 2PE du complexe 1BS4 simulé par Surflex-dock (coloré

en rouge) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).
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D’aprés les différents tests utilisés dans cette étude pour évaluer la qualité de
programme Surflex-dock, nous permet de conclure que surflex-dock est un logiciel hautement
performant. Il peut donc utilisé en toute confiance pour realiser le docking moléculaire et

étudier le mécanisme d’inhibition de la XOR par ces inhibiteurs.

1. Etude des interactions intervenant dans I’inhibition de la xanthine

oxydoréductase par I’inhibiteur TEI

I11.1. Notion du site actif

La réaction spécifique qu'une enzyme contréle dépend d'une zone de sa structure
tertiaire. Cette zone est appelée le site actif et les activités avec d'autres molécules se
produisent en elle. Le site actif apparait alors sous la forme d'une petite cavité de la protéine
enzyme. Cette cavité est définie par des replis de la chaine polypeptidique de I'enzyme qui
rapprochent des acides aminés souvent ¢éloignés le long de la séquence d’acides aminés. Ce
repli présente sur la face interne de la cavité (souvent a dominante hydrophobe) des radicaux
latéraux d'acides aminés (OH, NH ou NH2, protons échangeables) dans une disposition
caractéristique. Les atomes ou radicaux du substrat interagissent avec les atomes et radicaux
du site actif par le biais de liaisons faibles en énergie, liaisons hydrogéne, de Van der Waals,
interactions électrostatiques, interactions hydrophobes, etc., dont I'ensemble va définir une

constante d'association [141, 142].

11.2. Site actif de la XOR

La détermination des acides aminés de site actif de notre cible intervenant dans le
processus de reconnaissance du ligand est cruciale pour pouvoir réaliser un docking

moléculaire. Selon le logiciel Discovery studio visualizer les acides aminés du site actif sont :

Leu 1014, Phe 1076, Alal078, Alal079, Leu 648, Asn 768, Lys 771, Leu 873, Arg
880, Phe 914, Phe 1009, Thr 1010.

11.3. Analyse visuelle des interactions XOR-TEI

Notre démarche consiste d’abord d’étudier le mécanisme d’inhibition mis en place par
I’inhibiteur 2-(3-cyno-4-isobutoxy-phenyl)-4-methyl-5-thiazole-carboxylic acid ou TEI tiré de
la PDB contre notre cible enzymatique XOR extraite du complexe 1N5X. Cet inhibiteur

donne une affinité égale & 6.04 M™calculé par le logiciel Surflex-dock. L’analyse visuelle des
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interactions entre cet inhibiteur et ’enzyme XOR est représentée dans la figure V.4 ci-

dessous.

Figure V.4. Analyse visuelle par discovery studio visualizer des acides aminés du site actif de
la XOR entourant 1’inhibiteur TEI.

Cette Affinité est traduite par la présence de différentes liaisons entre 1’enzyme et
I’inhibiteur, le logiciel Discovery studio visualizer utilisé dans ce travail nous a permis de

visualiser seulement les interactions hydrophobiques ainsi que les liaisons hydrogeénes.

Plusieurs interactions hydrophobiques stabilisent 1’inhibiteur TEI Elles sont réalisées
avec les residus de Leu648, Leul014, Alal079, Leu873, Phe919, Ala 1078, Phel009. La

figure V.5 suivant montre le site actif de la XOR complexée avec I’inhibiteur TEI.
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Figure V.5. Interactions hydrophobiques formées par le composé TEI avec la XOR.

De plus, I’analyse visuelle montre que I’inhibiteur TEI est stabilis¢ par la formation
des huit ponts hydrogéne (représentés en tirets discontinus vert) avec les résidus : Thr 1010,
Phe1009, Arg880, Arg880, Prol076, Asn786, Lys771 et Lys771. Dans le tableau V.3 ci-

dessous nous avons résumé ces différentes liaisons.

Tableau V.3. Liaisons hydrogene établies par le composé TEI avec le site actif de la XOR.

Liaison | Atomes du ligand Atomes et résidus du site actif Distance (A)

H

1 O H16-OG1Thr1010 2.406
2 @) H-CA Phe1009 2.548
3 O H-NH2 Arg880 1.991
4 O H-NE Arg880 1.902
5 N H-CD Prol1076 2.341
6 N H-ND2 Asn768 2.048
7 N H-NZ Lys771 2.136
8 N H-CE Lys771 2,766
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'RO1076

Figure V.6. Représentation des interactions hydrogéne formées par I’inhibiteur TEI avec la

XOR.

11.4. Analyse visuelle des interactions XOR-Thymoquinone

Nigella sativa est I’une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le monde. Les
extraits des graines de cette plante sont largement utilisés, dans la médecine traditionnelle,
depuis des siécles contre une multitude de maux, et notamment comme antidiabétique,

antihypertenseur et anti-inflammatoire.

La thymoquinone (TQ) est abondamment présent dans les graines de Nigella sativa L.
Un grand nombre d'études ont révélé que la thymoquinone est le principal constituant actif de
I'huile de Nigella sativa, ce constituant étant responsable de la majorité des propriétées
pharmacologiques. Les activités organoprotectrices bénéfiques de la thymoquinone dans des
modéles animaux expérimentaux de différentes maladies humaines sont attribuées aux

puissantes propriétés antioxydants et anti-inflammatoires [140, 143].

L’inhibiteur TQ est stabilisé au sein de site actif de la XOR par plusieurs interactions
hydrophobiques. Elles sont réalisées avec les résidus : Phe914, Leu873, Val1011, Leul014,
Phe1009, Ala1079. La figure V.7suivante représente ces interactions.
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EU1014

Figure V.7. Représentation des interactions hydrophobiques formées par 1’inhibiteur TQ avec

la XOR.

De plus, cette molécule établit quatre liaisons hydrogenes (représentés en tirets
discontinus vert) avec les résidus de Phel009, Thr1010, Arg880, Arg880. Le complexe
enzyme-inhibiteur donne une affinité égale 4 3,81 M™.

Les travaux de Rezaeinasab M et al, (2019) mettent en évidence les résidus
responsables de la reconnaissance du substrat par le site actif de la XOR. De plus, ils
indiquent que la thymoquinone bloque les centres catalytiques de la xanthine oxydase, ce qui
conduit a une diminution du signal électrochimique du centre Mo dans la XO. Des études
d'amarrage moléculaire ont également montré que la TQ réduit I'oxydation de la xanthine en
acide urique [144]. Les longueurs et les orientations spatiales des différentes liaisons

hydrogéne obtenues sont résumées sur le tableau V.4 ci-dessous.
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Tableau V.4. Les liaisons hydrogene établies par la TQ avec le site actif de la XOR.

Liaison | Atome du ligand | Atomes et résidus du site actif | Distance(A)
H
1 0 H-CA Phe1009 2.488
2 O H-N Thr1010 2.036
3 @) H-NE Arg880 2.721
4 O H-NH2 Arg880 2.073

L’analyse visuelle des interactions entre cet inhibiteur et 1°‘enzyme XOR est représentée

dans la figure V.8 suivante.
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Figure V.8. Représentation des interactions hydrogéne formées par le composé TQ avec le
site actif de la XOR.
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I11. Proposition de nouveaux inhibiteurs de la xanthine oxydoréductase
I11.1. Inhibition de la XOR par les similaires de I’inhibiteur thymoquinone

Dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la XOR, nous avons
réalisés un docking moléculaire par le logiciel Surflex-dock d’une collection de 193 similaires
du composé thymoquinone avec 89% de similarité. Ces composes chimiques sont téléchargés
a partir de la banque de donnée PubChem. Nous avons jugé intéressant de tester ces
inhibiteurs, de comparer leurs scores de docking (Affinité) par rapport aux inhibiteurs étudiés
précédemment (TEI et TQ) et de proposer le meilleur inhibiteur de notre cible enzymatique

XOR. Les resultats de docking sont présentés dans le tableau V.5 suivant.

Tableau V.5. Résultats de docking avec le logiciel Surflex-dock dans le site actif de la XOR

N Code de Pinhibiteur | Affinité N Code de Affinité
M-1 Pinhibiteur M?
1 CID_10281 3.79 98 CID_101382936 6.61
2 CID_68241 3.33 99 CID_ 101382934 5.68
3 CID_70291 6.17 100 | CID 101345011 2.09
4 CID_ 276202 5.99 101 CID 101273055 3.14
5 CID 297370 3.43 102 | CID 101253853 3.78
6 CID_299978 6.74 103 | CID 101253852 2.72
7 CID 642540 2.86 104 | CID 101232705 4.37
8 CID 825316 3.67 105 | CID 101232698 3.40
9 CID_11844847 1.98 106 | CID 101133550 5.16
10 CID_ 12502788 3.68 107 CID_ 101025954 419
11 CID 45082897 4.83 108 | CID 100968742 3.81
12 CID 54395514 4.79 109 CID 85982727 2.35
13 CID_142809047 3.85 110 CID 85780134 2.47
14 CID 143527977 1.83 111 CID 85374867 4.84
15 CID_144823918 3.28 112 CID_85296548 5.55
16 CID_ 145192646 3.08 113 CID 73722967 3.82
17 CID_151233652 4.37 114 CID 71438815 4.82
18 CID_152766581 3.71 115 CID 57381248 3.01
19 CID_154296298 3.95 116 CID_45082907 4.02
20 CID_154325601 3.88 117 CID 45082902 4.83
21 CID_154505668 4.50 118 CID_22748296 4.61
22 CID_ 129177339 3.00 119 CID 15706998 5.61
23 CID_264271 241 120 CID_15311331 2.86
24 CID 529866 5.19 121 CID 14065610 351
25 CID_642518 0.67 122 CID_12405345 3.82
26 CID 6480938 6.74 123 CID 12251711 4.40
27 CID_10582989 5.64 124 CID_11105578 3.08
28 CID 12588093 6.37 125 CID 10855689 3.26
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29 CID_14145186 3.34 126 CID_10511421 2.99
30 CID_14511622 3.54 127 CID_10419266 4.73
31 CID_15664192 2.28 128 CID_599944 2.99
32 CID_19877373 2.42 129 CID_10441901 3.64
33 CID_20073421 4.05 130 CID_12032977 4.61
34 CID_21404393 5.88 131 CID_12424069 3.66
35 CID_22959741 5EdY 132 CID_12873329 4.43
36 CID_71397229 4.49 133 CID_13303002 3.51
37 CID_85401005 5.81 134 CID_14356254 5.26
38 CID_85748914 3.86 135 CID_15266132 4.81
39 CID_86132218 3.37 136 CID_19877271 2.08
40 CID_101935235 6.25 137 CID_19877326 2.22
41 CID_123338555 3.41 138 CID_20163301 3.25
42 CID_130026865 3.02 139 CID_20344590 4.01
43 CID_10871609 5.28 140 CID_20501816 5.60
44 CID_11035274 6.39 141 CID_20871715 3.78
45 CID_27906 3.78 142 CID_21541893 5.45
46 CID_77864 4.68 143 CID_21719814 3.62
47 CID_3018503 3.42 144 CID_46854618 2.92
48 CID_6365734 3.67 145 CID_53404847 3.84
49 CID_11228886 3.32 146 CID_53897605 4.46
50 CID_14289169 4.71 147 CID_54030998 3.67
51 CID_101289687 3.60 148 | CID_146888739 4.01
52 CID_78494 4.44 149 CID_54299200 2.76
53 CID_90362391 3.81 150 CID_54385261 3.96
54 CID_90473621 4.62 151 CID_55252821 3.46
55 CID_907661691 4.43 152 CID_57254574 3.47
56 CID_90794358 3.08 153 CID_57267633 3.20
57 CID_91111504 4.64 154 CID_57734344 2.98
58 CID_91361202 4.79 155 CID_57796765 2.74
59 CID_101687391 5.49 156 CID_57831505 2.82
60 CID_117671629 2.40 157 CID_58193267 1.73
61 CID_118647990 3.08 158 CID_58528818 3.78
62 CID_123753674 3.24 159 CID_59165268 3.99
63 CID_123983147 3.80 160 CID_59811714 2.78
64 CID_129251963 4.75 161 CID_59843876 3.57
65 CID_129684636 2.44 162 CID_59861712 5.30
66 CID_129743286 1.75 163 CID_68393006 3.37
67 CID_129804548 5.31 164 CID_69498948 3.92
68 CID_129829816 6.96 165 CID_69652101 2.83
69 CID_129830407 5.96 166 CID_70548858 3.78
70 CID_132131050 6.82 167 CID_71174543 3.36
71 CID_134385693 3.86 168 CID_71410994 4.44
72 CID_135227826 5.66 169 CID_73829046 3.78
73 CID_135332033 6.23 170 CID_85138427 3.76
74 CID_138981560 2.22 171 CID_86095728 2.76
75 CID_138983622 4.80 172 CID_86162965 4.78
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76 CID_138984811 3.34 173 CID_88590774 2.64
77 CID_139818414 2.95 174 CID_88791273 4.40
78 CID_140936131 4.04 175 CID_88854289 2.44
79 CID_142732268 4.17 176 CID_88854295 4.21
80 CID_133682203 3.11 177 CID_88967567 3.17
81 CID_133681581 3.52 178 CID_88990852 3.81
82 CID_133678115 4.21 179 CID_88991028 3.71
83 CID_133626604 2.48 180 CID_89173961 3.09
84 CID_131858224 4.77 181 CID_90361331 2.55
85 CID_131247480 4.33 182 | CID_144970560 3.38
86 CID_131236728 3.65 183 | CID_133681555 3.35
87 CID_130036974 4.21 184 | CID_133626807 3.63
88 CID_130031149 2.75 185 | CID_133626107 2.22
89 CID_130030150 2.44 186 | CID_133620300 2.24
90 CID_129708208 4.24 187 | CID_131247041 3.43
91 CID_122663873 3.16 188 CID_54243705 5.62
92 CID_121223978 4.61 189 CID_77864 4.68
93 CID_103847216 2.91 190 CID_11228886 3.32
94 CID_103458680 3.51 191 CID_78494 4.44
95 CID_102256021 4.50 192 CID_10281 3.79
96 CID_102037304 3.63 193 CID_11297973 4.02
97 CID_101411968 5.09

111.2. Sélection des meilleures similaires

Le docking avec Surflex-dock, nous a permis de calculer 1’ Affinité de 193 similaires du
composé thymogquinone provenant de la chimiothéque PubChem. A la lumiére des résultats
obtenus dans le tableauV.5, les deux similaires N°68 (CID_129829816) et N°70
(CID_132131050) donnent la meilleure affinité (6.96M-1 et 6.82 M™ respectivement),
supérieur a celle de I’inhibiteur thymoquinone (3.81 M™) et I’inhibiteur TEI (6.04 M™). Les
inhibiteurs choisis sont représentés dans le tableau V.6 ci-dessous.
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Tableau V.6. Données chimiques et structurales des composés sélectionnés comme candidats

Code Structure (2D) Nom chimique | Affinité
de Pinhibiteur (M™
CID_129829816 2,3-Dimethyl-5- 6.96
geranylgeranyl-

1,4-
benzoquinone

CID_132131050 2-[(E)-3,4- 6.82
dimethylpent-2-
enyl]cyclohexa-
~ 2,5-diene-1,4-

]’ o dione
H

111.3. Etude des interactions des deux similaires sélectionnés

Le docking de ces composés dans le site actif de notre cible XOR donne plusieurs
informations intéressantes concernant les liaisons formées entre ces derniers. Nous avons
utilisés le programme Discovery studio visualizer pour visualiser et analyser le nombre et le

type de liaisons former entre le complexe enzyme-inhibiteur.

111.3.1. Analyse visuelle IN5X-CID 129829816

L’analyse visuelle montre que [I’inhibiteur 2,3-Dimethyl-5-geranylgeranyl-1,4-
benzoquinone dont le code ID est CID_129829816 donne la meilleure Affinité (6.96 M ™) est
bien placé dans le site actif de I’enzyme XOR. Ce composé est stabilisé par la formation de
guatre ponts hydrogéne avec les résidus de Phel009, Thel010, Arg880, Arg880.Dans la

figure V.9 et le tableau V. 7 ci-dessous nous avons résumé ces différents ponts.
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Figure V.9. Représentation des interactions hydrogénes formées entre le composé
CID_129829816 et le site actif de la XOR.
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Tableau V.7. Les liaisons hydrogéne établies par 1’inhibiteur CID_129829816 avec le
site actif de la XOR.

Liaison Atomes du ligand Atomes et résidus du Distance(A)
H site actif
1 O H-CA Phel009 2,74
2 O H-N Thr1010 2,40
3 o H-NE Arg880 2,30
4 O H-NH2 Arg880 1,80

De plus, I'inhibiteur CID 129829816 forme avec le site actif de la XOR plusieurs
interactions hydrophobiques avec les acides aminés suivants : Phel013, Phe649, Leu648,
Leu873, Ala910, His875, Phe914, Alal079, Alal78, Phel009, Leul014, Vall011.Ces
interactions sont représentées dans la figure V.10 ci-dessous.

R HE1013

Figure V.10. Représentation des interactions hydrophobiques formées entre le composé
CID_129829816 et le site actif de la XOR.

111.3.2. Analyse visuelle IN5X-CID_132131050

A la lumiére des résultats obtenus dans le tableau V.6, I’inhibiteur 2-[(E)-3,4-
dimethylpent-2-enyl] cyclohexa-2,5-diene-1,4-dione dont le code ID est CID_129829816,
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donne une affinité 6.82 M ™, ainsi qu’une bonne pénétration au niveau du site actif. L’analyse
visuelle montre que ce composé est stabilisé par la formation de quatre ponts hydrogéne avec
les résidus : Phe1009, Thr1010, Arg880 et Arg880. Dans la figure V.11 et le tableau V.8 ci-

dessous nous avons résumé ces différentes interactions.

Tableau V.8. Les liaisons hydrogeéne établies par compose CID_132131050

Liaison Atomes du ligand Atomes et résidus du site Distance(A)
H actif
1 O H-NE Arg880 2,67
2 O H-NH2 Arg880 1,97
3 O H-N Thr1010 1,96
4 O H-CA Phel009 2,51

/

. PHE914

—

Figure V.11. Représentation des interactions hydrogene formées entre le composé
CID_132131050 et le site actif de la XOR

Plusieurs interactions hydrophobiques stabilisent 1’inhibiteur CID 132131050 dans le
site actif de la XOR. Elles sont réalisees avec les acides aminés suivants : Leu1014, Leu648,
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Leu873, Phe914, Alal079, Phel009, Prol076. Ces interactions sont représentées dans la
figure V.12 ci-dessous.

HEg14
/

Figure V.12. Représentation des interactions hydrophobiques formées entre 1’inhibiteur

CID_132131050 et le site actif de la XOR.

IV. La regle de Lipinski

Avant de terminer ce travail, il était indispensable de compléter notre recherche par
I’application de la régle de 5 formulée par Christopher Lipinski [145]. Cette regle décrit un
ensemble de critéres, permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé par voie orale a
partir de sa structure bidimensionnelle (2D).Le tableau V.9 suivant présente les résultats de la

régle de Lipinski appliquée aux inhibiteurs choisis.
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Tableau V.9. Critéres de la regle de Lipinski pour les différents inhibiteurs choisis.

critéres PM NOHHN nON LogP nrotb
ligand
Thymoquinone 164.20 0 2 2 1
CID_129829816 408.60 0 2 8.2 10
CID_132191050 204.26 0 2 2.7 3

PM : Poids moléculaire.

LogP : Coefficient de partage octanon/Eau.

NON : Accepteur de liaisons H.

NOHHN : Donneurs de liaisons H.

nrotb : nombre de liaisons rotables.

Ce tableau montre que parmi les cing conditions de Lipinski, une seule n’est pas

respectée. Il s’agit de coefficient de partage actonon/Eau (LogP) pour I’inhibiteur CID-

129829816 dont leur valeur est égale a 8,2 alors que le maximum est fixé a 5. Cependant, les

inhibiteurs testés sont capables de présenter une activité biologique trés importante

conformément aux résultats de Lipinski et al, 1997 [146], qui montre que toute molécule

validant au moins trois conditions de la régle de Lipinski est considérée comme candidat

potentiel et ne posée des problemes d’absorption par voie orale.
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Conclusion

CONCLUSION

L’objectif principal de ce mémoire est de découvrir in silico par le biais du docking
moléculaire de nouveaux composés agissant comme inhibiteurs de la xanthine
oxydoréductase (XOR), cible enzymatique intéressante jouant un réle important dans le
traitement de la maladie de la goutte. Afin d’atteindre cet objectif nous sommes passés par

plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous avons évalué la performance du programme d’amarrage
moléculaire Surflex-dock utilisé dans ce travail. Pour cela nous avons fait appel au test RMSD
qui sert a évaluer la déviation de la géométrie du ligand docké par Surflex-dock par rapport a
la conformation de ligand de référence. Sur les 154 complexes pris de la PDB, 87,66% ont
présentés un RMSD inférieur ou égale a 2 A, affirmant ainsi bon fonctionnement du
programme Surflex-dock. De plus, I’analyse visuelle confirme ces résultats puisqu’on observe
une bonne superposition de conformation, celle du ligand calculé par Surflex-dock pour des
valeurs de RMSD inférieures a 2 A. La superposition devient mauvaise pour des valeurs de
RMSD supérieures a 2 A. Ces résultats montrent que le programme Surflex-dock est
suffisamment performant et on peut I’utiliser en toute confiance pour simuler les interactions

entre les différents inhibiteurs et la cible enzymatique XOR.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous nous intéressons a déterminer le mode
d’interaction, lors de la fixation de TEI et la Thymoquinone a 1’enzyme durant la formation
du complexe XOR-inhibiteur, avec une meilleure complémentarité par le calcul de 1’affinité
du complexe formé. Ce dernier nous a servi dans une troisieme partie, comme structure de
départ pour mettre en évidence un nouvel inhibiteur plus affin envers notre cible enzymatique.
Pour cela, nous avons téléchargé 193 similaires de la Thymoquinone a partir de la
chimiothéque PubChem, afin d’évaluer leur affinité envers la XOR. Deux similaires :
CID_129829816 et CID_132131050 avec des affinités égales a 6.96 et 6.82 M’

lrespectivement, sont considérés comme les meilleurs inhibiteurs de la XOR.

Enfin la regle de Lipinski nous a permis de vérifier que les deux similaires obtenu par
docking moléculaire se présentent comme, des nouveaux inhibiteurs potentiels de la XOR car
ses propriétés physico-chimiques indiquent qu’ils ne présentent aucun probléme en cas

d’absorption par voie orale.

68



Conclusion

En termes de perspectives d’avenir, ce travail pourra étre complété et prolongé par une
étude expérimentale in vitro et/ou in vivo afin de valider nos résultats théoriques et vérifier

’efficacité de 1’approche in silico.
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Theme : Détermination de mode de liaison de la thymoquinone et ses

dérivées contre la xanthine oxydoréductase avec la simulation informatique

Résumé

Notre travail, entre dans le cadre du mémoire de master, s’inscrit dans le courant de la
recherche in silico des nouveaux inhibiteurs potentiels de la xanthine oxydoréductase (XOR) ;
cible thérapeutique validée pour le traitement de la maladie de la goutte. Le logiciel de docking
moléculaire Surflex-dock permet de simuler les interactions entre une cible enzymatique et
differents ligands. Avec un pourcentage de 85% des valeurs de RMSD inférieures ou égales a 2
A, on peut dire que Surflex-dock est assez performant et on peut I’utiliser en toute confiance
pour étudier profondément le mécanisme d’inhibition de la XOR.

Dans cette étude, nous avons réalisé un docking basé sur la structure de la cible
enzymatique avec le programme Surflex-dock d’une collection de 193 similaires de la
thymogquinone issus de la PubChem ; afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs potentiels de
I’enzyme XOR plus affins et plus sélectifs que la TEI et la thymoquinone, inhibiteurs
précédemment connu. Deux similaires : CID_129829816 et CID_132131050 avec des affinités
égales & 6.96 et 6.82 M™ respectivement, sont considérés comme les meilleurs inhibiteurs
potentiels de la XOR.

Enfin, I’application de la régle de Lipinski nous informe de maniére positive sur les
propriétés physicochimiques de ces deux inhibiteurs.

Mots clés : Xanthine oxydoréductase, la goutte, docking moléculaire, Surflex-dock, RMSD,

régle de lipinski.
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