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Théme: Criblage in silico pour I'identification de nouveaux inhibiteurs de la Rénine:
cible thérapeutique validée pour le traitement de I'hypertension artérielle.

Résumé

L'hypertension artérielle est une condition médicale plus fréquente des pathologies
cardiovasculaires caractérisees par une pression artérielle élevée dans les vaisseaux sanguins
et I'augmentation le taux de la rénine au niveau rénale. Dans ce contexte, que nous orientons
notre travail vers la recherche in silico des nouveaux inhibiteurs de la rénine; cible

thérapeutique validée pour le traitement de la maladie de I'nypertension artérielle.

Notre travail avait pour objectif primordial 1’acquisition des compétences en
modélisation moléculaire, plus exactement le docking moléculaire par le logiciel Surflex-

dock, afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de notre cible thérapeutique.

Le programme de criblage virtuel Surflex-dock a été développé pour aider a la mise au
point des molécules a activité thérapeutique. Avec un taux de valeurs de RMSD inférieures ou
égales a 2 A (86%), les performances du programme Surflex-dock sont avérées. Ce test a été
suivi d’une analyse visuelle de la superposition des ligands co-cristallisés et ceux obtenus par
le docking avec Surflex-dock. Ces tests nous permettent de considérer Surflex-dock comme

un programme de docking hautement performant.

Suite aux tests de fiabilité nous nous sommes fixés comme autre objectif de découvrir
de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la rénine. Pour ce faire, nous avons réalisé un
criblage de 292 molécules issues de la chimiothéque PubChem envers le site actif de la rénine
nous a permis d’évaluer leurs scores et de faire ressortir les composés CID86768977 et
CID124671936, comme nouveaux inhibiteurs potentiels et puissants de la rénine, et pour

lesquels nous avons fait une analyse détaillée des diverses interactions.

Enfin, la prédiction in silico de la similaire médicamenteuse nous renseigne de maniere

positive sur les propriétés ADME-Tox de ces nouveaux composés proposes.

Mot clés : Hypertension artérielle, la rénine, in silico, Surflex-dock, RMSD, criblage
virtuel, ADME-Tox.



Title: In silico screening for the identification of new renin inhibitors: validated
therapeutic target for the treatment of arterial hypertension.

Abstract

High blood pressure is a most common medical condition of cardiovascular pathologies
characterized by high blood pressure in blood vessels and increased renin levels in the
kidneys. In this context, that we direct our work towards the in silico research of new renin

inhibitors; validated therapeutic target for the treatment of arterial hypertension disease.

Our work had as its primary objective the acquisition of skills in molecular modeling,
more precisely molecular docking by Surflex-dock software, in order to propose new

inhibitors of our therapeutic target.

The Surflex-dock virtual screening program was develop to assist in the development of
molecules with therapeutic activity. With a rate of RMSD values less than or equal to 2 A
(86%), the performance of Surflex-dock program is proven. This test was follow by a visual
analysis of the superposition of co-crystallized ligands and those obtained by docking with
Surflex-dock. These tests allow us to consider Surflex-dock as a high-performance docking

program.

Following the reliability tests, we set ourselves the other goal of discovering new, more
powerful renin inhibitors. To do this, we performed a screening of 292 molecules from the
PubChem chemical library towards the active site of renin allowed us to evaluate their scores
and to highlight the compounds CID86768977 and CID124671936, as new potential and
potent renin inhibitors, and for which we made a detailed analysis of the various interactions.

Finally, the in silico prediction of the similar drug provides positive information on the

ADME-Tox properties of these p new roposed compounds.

Key words: High blood pressure, renin, in silico, Surflex-dock, RMSD, virtual
screening, ADME-Tox.
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Introduction

INTRODUCTION

Les maladies chroniques constituent un principal probléme de morbidité a 1’échelle
mondiale, puisqu’elles sont responsables de 63 % des déces. Cependant, le développement
des sciences médicales n’a pas été suffisant pour éradiquer les maladies non transmissibles
qui existent encore et qui sont de plus en plus répandues telles que le cancer, diabete et
I’hypertension artérielle. Cette derniere est un important probléme de santé publique dans le
monde défi en raison de sa fréquence élevée et concomitante risques de maladies
cardiovasculaires et rénales. Il a été identifié comme le est la pression a laquelle le sang est
pompé du cceur jusqu’aux capillaires a travers tout le corps. Ce processus de pompage se

produit lorsque le cceur se contracte, ¢’est pourquoi le flux n’est pas uniforme [1].

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone contr6lé et régulé I’hypertension par une

cascade de réactions enzymatiques initiées par une enzyme rénale : la rénine [2].

La rénine est une aspartylprotéase qui catalyse la premiere étape de I’activation du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone, clivant spécifiqguement I'angiotensinogéne pour
produire I'angiotensine | qui se transforme, par la suite en angiotensine Il. L'inhibition de la

rénine permet de faire baisser la pression artérielle chez des patients hypertendus [2].

Actuellement, la seule indication reconnue essentielle commercialisé pour le traitement
de I'nypertension artérielle est I'Aliskirene, qui appartient au groupe de médicaments appelés
inhibiteurs directs de la rénine. Ces médicaments abaissent la pression artérielle en bloquant
I'action d'une substance chimique (la rénine) qui cause le resserrement des vaisseaux
sanguins. Cependant, il n’est pas toujours recommandé comme traitement de premicre

intention et doit étre utilisé avec prudence [3].

Notera également, ce travail constituerait un effort pour contribuer a la recherche et
I’identification de nouveaux inhibiteurs de la rénine, avec moins d’effets toxiques, en mettant

en ceuvre I’'une des méthodes de modélisation moléculaire : le criblage virtuel.

Cette méthode est 1’une des approches in silico prometteuse aide a accélérer le
processus de la conception et la découverte des nouveaux medicaments et fournit également
toutes les conformations possibles sur la base de la structure du récepteur (enzyme) et du
ligand, ce qui plus facile a mettre en place, plus rapide pour un cout bien moindre que les

méthodes expérimentales traditionnelles [4].
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L’objectif de ce travail consiste a tester la fiabilité du programme de criblage virtuel
Surflex-dock, afin de juger la capacité et la performance de ce programme. Cette étude aura
aussi pour but I’identification des molécules potentiellement actives par criblage d’une

chimiotheque PubChem envers notre cible enzymatique.

Enfin, les composés ayant présenté les meilleurs scores de docking ont fait 1’objet d’une
étude de leurs propriétés physico-chimiques, pharmacocinétiques et de toxicité potentielle
régissant leurs parametres ADME-Tox. Cette recherche permet de découvrir de nouveaux

candidats médicament pour le traitement de I’hypertension artérielle.
Notre manuscrit est structuré en deux grandes parties :
1. Une premiére dite : partie bibliographique qui comprend trois chapitres dont ;
- Le premier chapitre porté sur la maladie de I’hypertension artérielle.

- Le deuxieme chapitre donne un apercu sur notre cible « rénine », site actif ainsi que

ses inhibiteurs.

- Le troisieme chapitre est consacré aux différentes approches de criblage virtuel, ses
logiciels et ses principales stratégies pour détecter in silico des inhibiteurs de cibles

d’intérét thérapeutique.
2. Une deuxiéme dite : partie pratique qui comprend deux chapitres dont ;
- Le premier chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude.

- Le deuxiéme chapitre expose I’essentiel des résultats ainsi que les différentes
interprétations obtenues au cours de cette recherche. Suivis d’une conclusion générale

et des quelques perspectives qui cl6turent ce travail.
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CHAPITRE I Hypertension artérielle

A chaque battement de cceur, notre cceur pompe une certaine quantité de sang
transporté par les artéres vers d'autres organes. Lorsque ce sang circule dans notre corps, il
exerce une pression sur les parois de nos arteres, ce que I'on appelle le stress ou la tension

artérielle. Si cette pression est constamment élevée, nous I'appelons hypertension artérielle.
|. Epidémiologie

L’hypertension artérielle (HTA) est la plus fréquente des affections cardio-vasculaires,
sa prévalence en Algérie est variable en fonction des études réalisées sur la population adulte.
Dans I’¢tude stratégie de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) par étape pour la
surveillance des facteurs de risque des maladies chroniques de 2017, la prévalence dans la
population adulte algérienne était de 23,6%, et atteint 62% dans la tranche d’age se situant
entre 60 et 69 ans [5]. A I’échelle mondiale, ’HTA est I’étude, menée par un réseau mondial
de médecins et de chercheurs, couvrait la période 1990-2019. Elle est basée sur des données
de mesure et de traitement de la tension artérielle de plus de 100 millions de personnes agées
de 30 a 79 ans dans 184 pays représentant 99 % de la population mondiale, ce qui en fait

I’étude la plus compléte de 1’évolution mondiale de 1I’hypertension a ce jour [6].

L’hypertension artérielle demeure encore aujourd’hui une facteur de risque majeur
dans le développement de plusieurs complications dont, entre autres, la coronaropathie, les

accidents vasculaires cérébraux, la maladie artérielle périphérique et I’insuffisance rénale
[7]1.
I1. Définition de ’HTA selon ’OMS

L'hypertension artérielle est une condition dans laquelle les vaisseaux sanguins sont
constamment sous haute pression, ce qui peut les endommager. Chaque fois que le cceur bat,
il envoie du sang dans les vaisseaux qui est transporté dans toutes les parties du corps. La
tension artérielle est créée par la pression du sang contre les parois des vaisseaux sanguins
(arteres) lorsqu'il est expulsé par le cceur. Plus la pression est élevée, plus le coeur doit pomper
fort. La tension artérielle normale chez I'adulte est de 120 mmHg lorsque le coeur se contracte
(pression systolique) et de 80 mmHg lorsque le cceur se relache (pression diastolique).
Lorsque la pression artérielle systolique est superieure ou égale a 140 mmHg et/ou la pression
artérielle diastolique est supérieure ou égale a 90 mmHg, la pression artérielle est considérée

comme élevée [8].
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I11. Classification selon ’OMS

Hypertension artérielle systolique isolée doit étre classée (1, 2 et 3) selon la pression
artérielle systolique dans les fourchettes indiquées, pourvu que la pression artérielle
diastolique soit < 90 mmHg. Les grades 1, 2 et 3 correspondent a une hypertension artérielle
Iégere, modérée et sévere respectivement. Ces dénominations ne sont plus utilisées pour éviter
toute confusion avec la quantification du risque cardiovasculaire global [9]. Le tableau 1.1 ci-

dessous représente la classification de I'OMS de I'nypertension artérielle [10] :

Tableau 1.1. Classification de I’hypertension artérielle selon 1’OMS [10].

Catégorie Systolique (mm Hg) Diastolique (mm Hg)
Optimale <120 et/ou <80
Normale <130 et/ou <85
Normale élevee 130-139 et/ou 85-89
Grade 1 140-159 et/ou 90-99
Grade 2 160-179 et/ou 100-109
Grade 3 > 180 et/ou >110

Hypertension systolique
"y > 140 et/ou <90
isolée

IV. Etiologie de I'hypertension arteérielle

On distingue deux grands types d'hypertension. Les HTA dites « essentielles » (95% des
cas) pour lesquelles on ne retrouve pas d'explication clinique et environ 5 % des patients

hypertendus, I'nypertension artérielle est secondaire [11].
IV.1. HTA essentielle

Chez environ 90 a 95% des cas, I'étiologie de I'HTA n'est pas connue. Elle est alors
souvent appelée essentielle, primaire ou encore idiopathique. L’HTA essentielle est
géneralement considéree comme le résultat de I'influence de plusieurs facteurs modifiables,
venant de l'environnement, et d'autres non modifiables tels que I'age, le sexe, I'ethnie et
I'hérédité [12].
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IVV.2. HTA secondaire

Plusieurs formes d'HTA «secondaires» ont été decrites, comme la sténose de l'artére
rénale, la maladie de Cushing ou I'hyperthyroidie, mais elles sont rares (I5% des patients
hypertendus). Elle survient suite a des conditions médicales préexistantes telles que
I'insuffisance cardiaque congestive, l'artériosclérose et les maladies du rein, du foie, des
glandes surrénales et de la thyroide. Elle peut étre soit curable comme la majorité des HTA
d'origines iatrogenes ou surrénaliennes ou bien incurable comme les HTA liées a des

néphropathies irréversibles, par exemple les néphropathies avec insuffisance rénale [13].
V. Physiopathologie de ’"HTA

La pression artérielle (PA) est la résultante physique de 1’¢jection du sang par le coeur
dans les vaisseaux sanguins. Elle s’exerce sur les parois vasculaires. Elle est caractérisée par

deux valeurs extrémes, qui s’expriment en millimétres de mercure (mmHg) [14] :

e La pression artérielle systolique (PAS) correspond a la valeur haute mesurée lors de la
contraction du cceur (systole) qui permet de propulser le sang par 1’aorte vers les

artéres périphériques.

e La pression artérielle diastolique (PAD) correspond a la valeur basse mesurée lors de
la relaxation du cceur (diastole), qui permet aux ventricules cardiaques de recevoir le

sang arrivant dans les oreillettes par les veines caves et les veines pulmonaires.

La PA dépend du débit cardiaque et de la résistance vasculaire périphérique. Le débit
cardiaque correspond au volume de sang expulsé par le ventricule gauche pendant une minute
et représente le produit entre le volume d’éjection systolique et la fréquence cardiaque. La
résistance vasculaire périphéerique correspond a la force qui s’oppose au flux sanguin dans les
vaisseaux et varie en fonction de la viscosité du sang, du rayon et de la longueur du vaisseau

sanguin.

La régulation de la pression artérielle repose sur trois mécanismes principaux : nerveux,

hormonal et rénal.

Les mécanismes nerveux reposent sur [’activité de barorécepteurs, des réflexes
dépresseurs déclenchés par 1’augmentation de la pression artérielle, qui stimulent le systéme
parasympathique, et de chimiorécepteurs, des réflexes presseurs déclenchés par la diminution
de la pression en oxygéne artériel, I’augmentation de la pression en dioxyde de carbone

artériel et la diminution du pH artériel qui stimulent le systeme sympathique. Les mécanismes
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hormonaux font intervenir le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) d’une part et
les peptides natriurétiques d’autre part. Bricvement, le SRAA est responsable, sous 1’action de
la rénine et de I’enzyme de conversion de ’angiotensine, de la production de 1’angiotensine
II, un puissant vasoconstricteur qui stimule également la production d’aldostérone et
d’hormone antidiurétique, deux hormones favorisant la rétention hydro-sodée et
I’augmentation de la pression artérielle. Les peptides natriurétiques et en particulier le peptide
natriurétique atrial sont quant a eux les principaux facteurs qui contrecarrent les effets du
systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) par leur action vasodilatatrice. Enfin, le rein
est impliqué dans la régulation a long terme de la pression artérielle en contrdlant le volume

de liquide extracellulaire via le débit urinaire et les apports en sel et en eau [14].
V1. Les Causes

L’hypertension est une maladie non transmissible sans cause spécifique. Elle peut
toucher tout le monde. Cependant, certains facteurs augmentent la probabilité d'incidence, ou
les risques si la personne est déja hypertendue. Certains de ces facteurs sont liés au
vieillissement et d’autres au mode de vie et aux comportements. On peut citer les facteurs

suivants [15, 16] :

e Les mauvaises habitudes alimentaires, qui sont la premiere cause d’hypertension : par
exemple, consommer trop de sel, d'aliments riches en graisses, d'alcool ou ne pas

manger assez de fruits et légumes ;

e Le faible niveau d’activité physique et le manque d'exercice. Certaines personnes ont
des modes de vie sédentaires et ne font pas suffisamment d'exercice ou de sport, ce qui

accroit le risque d’hypertension ;

e L’obésité et le surpoids : le risque d'hypertension augmente parallelement a l'indice de

masse corporelle ;

e Le tabagisme: les composés chimiques du tabac causent également la sténose

artérielle, qui conduit a I’hypertension ;

e La fatigue constante, le stress psychologique, le diabete, un taux élevé de cholestérol
et la consommation importante de graisses ou d'alcool sont des facteurs qui

augmentent tous le risque d’hypertension ;

e [L’age : les risques augmentent lorsque 1’on vieillit. Les femmes présentent un plus

grand risque d’hypertension une fois qu’elles sont ménopausées, et les femmes



CHAPITRE I Hypertension artérielle

enceintes peuvent souffrir d’hypertension temporaire, mais elles retrouvent un état de
sant¢ normal aprés 1’accouchement. Il existe aussi des facteurs génétiques pour

I’hypertension ;
Une maladie des reins ou des glandes surrénales ;

Une anomalie de cholestérol sanguin (un taux de mauvais cholestérol plus élevé que le
bon).

VII. Symptbmes

L’hypertension artérielle est une affection dite silencieuse, c¢’est-a-dire qu’elle ne

provoque pas de symptomes particuliers. Cela dit, on entend souvent que 1’hypertension

artérielle peut étre responsable de quelques signes suivant [17, 18] :

Maux de téte (plutot le matin au réveil et vers ’arriére du crane, s’estompant apres le

lever) ;

Vertiges ;

Bourdonnements d’oreilles ;

Troubles de la vision (« mouches volantes », « papillons devant les yeux ») ;
Saignements de nez ;

Sueurs ;

Palpitations, essoufflement.

La plupart des personnes souffrant d'hypertension artérielle ne présentent aucun

symptdme, & moins que leur pression ne soit trés élevée ou qu'elles aient développé d'autres

complications médicales de I'hypertension [19].

VIII. Les Facteurs de risques de PHTA

Certains facteurs de risque cardio-vasculaire associés a I'nypertension artérielle sont

modifiables, d'autres ne le sont pas, le risque augmente de maniere plus importante quand

plusieurs facteurs sont associés. Il existe deux types de facteurs de risque cardio-vasculaire
[20, 21].
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VII1.1. Les facteurs non modifiables

L'age et le sexe : La pression artérielle augmente progressivement avec I'age. Les
artéres perdent de leur souplesse et entrainement progressivement une hausse de la

pression artérielle systolique.

L'origine éthique : on constate que les personnes afro-antillaises ont un risque plus

élevé d'étre hypertendues que les populations asiatiques.

Les antécédents familiaux : si I'un de ses parents souffre dHTA ou d'une maladie

cardiovasculaire, on a deux fois plus de risque d'étre ou de devenir hypertendu.

VII11.2. Les facteurs modifiables

Le surpoids et I'obésité sont un facteur qui favorise la survenue d'une HTA. Les

personnes en exces de poids sont davantage sujettes a I'nypertension artérielle.

Le manqgue d'activité physique ou la sédentarité : aujourd'hui les conditions de vie font
gue nous nous dépensons de moins en moins, nous effectuons de moins en moins
d'activité physique, ce qui contribue a la prise de poids et a une augmentation de la

pression artérielle.

Le tabagisme : la nicotine et tous les produits toxiques contenus dans la cigarette sont
mauvais pour l'organisme. La nicotine favorise l'athérosclérose, c'est-a-dire le
rétrécissement des artéres, provoquant des infarctus du myocarde, des accidents

vasculaires cérébraux et des artérites des membres inférieurs.

La consommation excessive de sel : trop de sel augmente le niveau de la pression
artérielle chez de nombreuses personnes. Réduire la consommation de sel est

bénéfique, que I'on soit hypertendu ou non.

La prise de boissons alcooliques : de fagon globale, on considere que I'alcool est nocif
au-dela de deux verres de vin par jour. Il augmente la pression artérielle, abime le foie

et le cceur.

IX. Traitement

Le traitement de ’HTA essentielle repose toujours et avant tout sur des modifications

du mode de vie, peut étre non médicament et médicament. Généralement en traitement initial,

la modification des habitudes de vie comporte plusieurs avantages dans la gestion de ’'HTA

[22]. 11 existe deux différents traitements pour I’hypertension artérielle :
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IX.1. Traitement non médicament

Pendant la période de surveillance a la décision de prescrire un traitement
pharmacologique, un ou plusieurs traitements non meédicamenteux sont institués en fonction
des caractéristiques et des habitudes alimentaires de 1’individu concerné : réduction des
apports en sel et en alcool, la perte de poids, augmentation de 1’exercice physique ou recours a
une technique de relaxation. Il faut donc encourager le patient a les poursuivre, méme si la

décision finale est de prescrire un traitement pharmacologique de ’'HTA [23].
IX.2. Traitement médicament

La stratégie thérapeutique est la mise en place d’un traitement antihypertenseur visant a

normaliser la tension, il existe 6 classes thérapeutiques :

e Les diurétiques thiazidiques : en augmentant 1’élimination du sodium et de 1’eau par
les reins (diminution de la réabsorption de NaCl et diurese), ils entrainent une baisse du

volume sanguin et ainsi une diminution de la tension artérielle [24].

e Les bétabloquants : (Acébutolol, Aténolol...etc) constituent le premier groupe de ces
inhibiteurs adrénergiques. Les bétablogquants inhibent de fagon spécifique et compeétitive
le récepteur béta adrénergique périphérique. Leur effet hypotenseur s’exerce par
I’abaissement de la fréquence cardiaque et du volume d’éjection ventriculaire gauche.
Ils sont donc intéressants pour les cas d’HTA associé a une insuffisance coronaire et

cardiaque [25].

e Les inhibiteurs calciques (ICA) : ils bloguent I'entrée du calcium dans les cellules du
ceeur et des artéres, favorisant leur relaxation et ainsi une baisse de la pression artérielle
[26].

e Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion : leur action passe en premier par
I’inhibition de la voie principale de production de I’angiotensine II a partir de
I’angiotensine I ainsi que la diminution de la dégradation de la bradykinine. Leur
efficacité se voit dans les hypertensions a taux elevé de rénine elle est limitée chez les

sujets agés et les sujets noirs [26].

e Les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II (ARA II): déplacent
I’angiotensine II de son récepteur de type 1 de l'angiotensine II (AT1) responsable de la

majorité de ses effets physiologiques. Le blocage de 1’angiotensine II se fait ainsi a une
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étape plus distale et il est plus complet qui fait resserrer, contracter et durcir les

vaisseaux sanguins [27].

e L’inhibiteur de la rénine : Aliskiren inhibe directement la rénine. Cet inhibiteur peut
s’utiliser en monothérapie ou en combinaison avec d’autres antihypertenseurs. Son
action de réduction de la pression artérielle diastolique (PAD) et de la pression artérielle
systolique (PAS) est remarquable aussi bien chez les jeunes ou les vieilles personnes

hypertendues [28].

Toutes les études, qu’elles soient épidémiologiques ou interventionnelles, aboutissent a
la conclusion qu’une baisse tensionnelle prolongée réduit 1’incidence d’accident vasculaire
cérébral (AVC), de maladies coronariennes, d’insuffisance cardiaque et de mortalité. Quelle
que soit la période considérée, I’ampleur du bénéfice dépend du risque cardio-vasculaire
(RCV) du patient. Ainsi pour un individu donné, indépendamment de son age, plus le RCV
est important plus le traitement sera bénéfique [29].

CIBLE < 140/90 mmHg
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Figure 1.1. Traitement de I’HTA systolo-diastolique en premiére intention [30].
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CHAPITRE 1l Rénine

I. Définition de I'enzyme la rénine

La rénine (EC 3.4.23.15) désigne I'enzyme de la classe des hydrolases, est une enzyme
protéolytique d’un poids moléculaire de 45 000 Da appartenant a la famille des aspartyl-
protéases [31, 32]. Elle est découvrir par le physiologiste finlandais Robert Tigerstedt en 1898

au Karolinska Institutet en Suéede [33].

La rénine est sécrétée par les cellules paraglomérulaires dans les reins en réponse a
I’hypotension et a I’exsudation rénale. Il joue un rdle fondamental dans [’étape de
détermination du taux du systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), responsable de
I’équilibre du volume sanguin et de la pression artérielle moyenne. Elle agit également
comme une hormone, se liant aux récepteurs pro-rénine, conduisant a une augmentation de la
conversion du générateur d’angiotensine en angiotensine I [31, 34]. Donc, la rénine est une
enzyme qui clive I'angiotensinogéne en angiotensine | avec une haute spécificité a la fois
moléculaire et d'espéce. Elle appartient au groupe des protéases acides comme la pepsine ou
la chymosine. Ces enzymes présentent une grande homogénéité de groupe :

e L'implication dans le site catalytique de deux résidus acide aspartique.

La présence de deux ponts disulfure localisés aux mémes endroits.

Des inhibiteurs spécifiques puissants.

Une structure cristalline similaire.

Une extension polypeptidique N terminale de quarante acides aminés.

La particularité de la rénine vis-a-vis des autres enzymes du groupe est qu'elle agit a PH
neutre. Elle est produite au niveau d'une structure spécialisée du rein, 1’appareil juxta-
glomérulaire, par les cellules de la macula densa et elle obéit a la séquence de production
d'une hormone classique. Apres son action catalytique sur l'angiotensinogéne dans le torrent

circulatoire, la rénine est catabolisée presque exclusivement au niveau hépatique [35].
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FOIE
Angiotensinogene - Protéine glycosylée
12 1"
| Val Leu
H 2N - Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe - His - Leu \
__Angiotensinogene circulant
REI'N O
rénine | rénine \, H 2N - Leu - Val - Protéine
A circulante
prorénine
Préprorénine ‘ V
Angiotensine |
H 2N - Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe - ‘His-Leu-CooH

Figure 11.1. La formation de la rénine [35].
I1. Niveau moléculaire de la rénine

La rénine est une protéase aspartyl. Son gene est situé sur le chromosome 1, contenant
dix exons et neuf introns. Ce géne est responsable de ’expression de 406 acides aminés. Les
résidus 1 a 23 sont une séquence de peptide signal et les résidus 24 a 66 sont clivés pour
produire la rénine mature de 340 résidus d'acides aminés matures [31]. En représentation
tridimensionnelle, la rénine apparait comme une protéine globulaire présente deux courtes
séquences homologues, a résidus aspartates, directement impliquées dans le site catalytique de

I’enzyme [36].
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Figure 11.2. Structure de la rénine humaine en 3D [37].
I11. Site actif de la rénine

Le site actif de la rénine contient deux résidus aspartates essentiels. La rénine utilise
¢galement un volet de site actif, une structure en €pingle a cheveux B, qui s'ouvre et se ferme
pour découvrir ou couvrir le site actif [38]. La rénine est constituée de 2 lobes homologues, le
site actif résidant dans la fente profonde située entre eux. L'activité catalytique du site actif est
due a deux résidus d'acide aspartique, 1 situé dans chaque lobe de la molécule de rénine. Un
composant clé du site actif est une sous-poche distincte (S3sp), qui est spécifique a la rénine
et unique parmi les aspartates protéases. Le site actif peut accueillir 7 unités d'acides aminés
du substrat, I'angiotensinogéne, et clive la liaison peptidique LeulO-valll dans

I'angiotensinogéne pour générer 1’angiotensine I [39].
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IV. Le systéeme rénine-angiotensine

La rénine n'a pas d'effets physiologiques directs, mais elle fait partie de ce qu'on appelle
le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Le SRAA consiste en une cascade
d’interactions biochimiques aboutissant a la production angiotensine Il, effecteur majeur de
cette cascade hormonale. C’est 1’'un des principaux complexes de régulation de la pression
artérielle ainsi que de 1’équilibre hydrosodé de 1’organisme, principalement par ses effets
rénaux. Il participe aussi a la régulation de la vasomotricité et au remodelage tissulaire dans le

systeme cardio-vasculaire [40].

Le rein est considéré comme ’unique organe de synthése et de sécrétion de rénine active

et la rénine trouvée dans d’autres organes proviendrait d’une capture plasmatique [41].
V. Mode d’action de la rénine

La régulation de la pression artérielle est la fonction principale de la rénine. 1l agit avec
I’angiotensine et 1’aldostérone pour gérer les niveaux de sodium et de potassium dans le

corps. La rénine fonctionne comme suit [34, 42] :

e La rénine clive I’angiotensinogéne, une grosse protéine circulant dans le sang, en

plusieurs fragments. L’un de ces fragments est I’angiotensine I ;

e [’angiotensine I est relativement inactive et est fragmentée par 1’enzyme de
conversion de 1’angiotensine (ECA). L’un de ces fragments est 1’angiotensine 11, une

hormone trés active ;

e L’angiotensine II provoque la constriction des parois musculaires des petites arteres
(artérioles), augmentant ainsi la pression artérielle. L’angiotensine II déclenche
également la sécrétion d’une hormone, 1’aldostérone, par les glandes surrénales, et de

la vasopressine (hormone anti-diurétique) par I’hypophyse ;

e [L’aldostérone et la vasopressine provoquent une rétention de sodium (sel) par les
reins. L’aldostérone provoque également 1’excrétion de potassium par les reins. Le
sodium provoque une rétention aqueuse, augmentant ainsi le volume sanguin et la

pression artérielle.
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Inhibiteurs
de la Rénine
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Figure 11.3. Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone [40].
V1. Les conditions liées a la production de la rénine

L'augmentation des niveaux de rénine est liée a plusieurs conditions, notamment [34] :

Hypotension (pression artérielle basse) ;
e Perte de sang ;
e Manque de circulation sanguine vers les reins ;

e Activation du nerf sympathique (augmentation du rythme cardiaque, du rythme

respiratoire, de la tension artérielle et de la taille de la pupille).
V1. Les facteurs déclenchant la sécrétion de renine

Les stimuli déclenchant le systeme rénine angiotensine sont tous liés de maniéere
directe ou indirecte a la pression artérielle. Ainsi, une augmentation de la sécrétion de

rénine et donc de la production d'angiotensine Il est obtenue :

o Par mécanisme direct, une diminution de pression dans l'artériole afférente diminue
I'étirement de la paroi de cette artériole, ce qui a pour effet de stimuler les cellules

granulaires de l'appareil juxtaglomérulaire.

o Parstimulation sympathique, une baisse de pression artérielle captée par les

barorécepteurs carotidiens et aortiques active le systéme nerveux sympathique dont
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les voies nerveuses se projetant sur les cellules granulaires provoquent une

augmentation de la sécrétion de rénine.

o Par mécanisme paracrine, une diminution de pression artérielle diminue le débit de
filtration glomérulaire et donc le débit dans le tubule contourné distal. Cette baisse
est captée par les cellules de la macula densa qui sécrétent des agents paracrines

stimulant les cellules granulaires.

Par ailleurs, les cellules granulaires sont inhibées par une hormone produite par les
cellules des oreillettes du cceur, le peptide auriculaire natriurétique ou ANP, lui-méme
produit en cas d'augmentation de la pression artérielle. Enfin, notez que la production de

rénine est également inhibée par I'angiotensine II et 1’aldostérone [43].

N du volume sanguinﬂ

L 4

A pression arﬂriallt}

"

-,

N stimulation des

barorécepteurs aortiques et
carotidiens

:H pression artériole nfféren-ra]

-

L L 3

3 débit de filtration M étirement paroi de I'artériole
afférente

+ 0 + E Y
+ + :
[ macula densa ]_'[ Cellule granulaire ]4_( A activité sympathique J

2 ... ANP, angiotensine
Rénine II, aldostérone

Figure 11.4. Facteurs influengant la sécrétion de rénine par les cellules granulaires de

I'appareil juxta glomérulaire [43].
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VIII. Les inhibiteurs de la rénine

La rénine est l'enzyme qui catalyse la formation d'angiotensine | a partir de
I'angiotensinogene. Son inhibition empéche la formation d'angiotensine I. Les inhibiteurs de
la rénine abaissent la pression artérielle, diminuent la concentration d'angiotensine | et Il et
d'aldostérone et, comme les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (IEC) et
les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II, ils augmentent la concentration

plasmatique de rénine [44].

Les groupements d’inhibiteurs de la rénine sont une classe de médicaments utilisés pour
le traitement de I'nypertension (pression artérielle élevée). L'abaissement de I'hypertension
artérielle aide a prévenir les événements cardiovasculaires tels que les accidents vasculaires
cérébraux (blocage de l'apport sanguin au cerveau) et les infarctus du myocarde (crise
cardiaque) et les maladies rénales [45]. Il existe plusieurs inhibiteurs de la rénine représentés
dans le tableau I1.1 ci-dessous telle que 1’aliskiréne, 1’enalkiren, le renikiren, le zankiren et le

ciprokiren.

o L'aliskiréne : est un inhibiteur direct de la rénine (IDR) [46], Il affecte le systeme
rénine-angiotensine-aldostérone en inhibant I'enzyme protéolytique « rénine » libérée
par les reins et empéche la rénine de convertir I'angiotensine en angiotensine | qui est
ensuite convertie en angiotensine Il (un vasoconstricteur qui pression artérielle). Cette
inhibition de I'angiotensine Il aide a la relaxation et a I'élargissement des vaisseaux

sanguins et au maintien d'un bon flux sanguin (figure II. 5) [47].
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Figure 11.5. Aliskiren est un inhibiteur hautement sélectif et étroitement liant de la rénine
humaine [48].

(A) Structure chimique de I’aliskiren. (B-D) Représentations de la structure cristalline en
rayons X de ’aliskiren cocristallisé avec la rénine humaine glycosylée recombinante a une
résolution de 2,2 A. (B) Vue générale de I’aliskiren (représenté en violet) dans le complexe
liant avec la rénine humaine. (C) Vue rapprochée de ’aliskiren (violet) se liant au site actif de
la rénine humaine avec les poches de spécificité enzymatique S4 a S20 indiquées. La
superposition avec I’inhibiteur peptidique CGP 38560A (vert) indique les différences dans les
interactions de liaison pour ’aliskiren. (D) Vue étendue de ’aliskiren se liant au grand site

hydrophobe S1-S3 et a la poche non substratable S3sp de rénine récemment découverte.
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Tableau I1.1. Les inhibiteurs de la rénine [49].

Inhibiteur
1Cs0
de la Nom chimique Structure chimique
- (nM)
rénine

Aliskirene | 0.6 (2(S) ,4(S) ,5(S) ,7(S)-N-(2-
carbamoyl-2-méthylpropyl)-5-
amino-4-hydroxy-2,7-
diisopropyl-8- L'hémifumarate
de [4-méthoxy-3-(3-
méthoxypropoxy)phényl]-

octanamid)

Enalkiren 14 3-amino-N-[(2S)-1-[[(2S)-1-
[[(2S,3R,4S)-1-cyclohexyl-3,4-
dihydroxy-6-methylheptan-2-
yllamino]-3-(1H-imidazol-5-
yl)-1-oxopropan-2-ylJamino]-

3-(4-methoxyphenyl)-1-
oxopropan-2-yl]-3-
methylbutanamide o

Remikiren | 0.8 (2S)-2-benzyl-3-tert-
butylsulfonyl-N-[(2S)-1-
[[(2S,3R,4S)-1-cyclohexyl-4-
cyclopropyl-3,4-
dihydroxybutan-2-yllamino]-
3-(1H-imidazol-5-yl)-1-

oxopropan-2-yl]propanamide
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Zankiren 11 (2S)-2-benzyl-N-[(2S)-1-

[[(2S,3R,4S)-1-cyclohexyl- [Nj
3,4-dihydroxy-6- y
methylheptan-2-yl]Jamino]-1- O"i ¢

0Xx0-3-(1,3-thiazol-4- @N H

yl)propan-2-yl]-3-(4-
methylpiperazin-1- :{ju

yDsulfonylpropanamide

Ciprokiren | 0.65 (2S)-2-benzyl-N-[(2S)-1-
[[(2S,3R,4S)-1-cyclohexyl-4- o
cyclopropyl-3,4- [ ]
dihydroxybutan-2-yl]Jamino]-
3-(1H-imidazol-5-yl)-1-
oxopropan-2-yl]-3-(2-methyI-

1-morpholin-4-yl-1- N
oxopropan-2-

yl)sulfonylpropanamide

IX. Avantages des inhibiteurs de la rénine chez I’homme

La mise au point de substances capables d’inhiber la réaction de la rénine sur
I’angiotensinogéne permet a priori d’individualiser sans ambiguité 1’action propre du systeme
rénine-angiotensine dans la régulation de la pression artérielle et de la fonction cardiaque. Elle
offre une nouvelle voie thérapeutique dans le traitement de 1’hypertension, de I’insuffisance
cardiaque et des néphropathies protéinuriques, avec comme avantage théorique sa plus grande

sélectivité. Les inhibiteurs de la rénine ont des avantages potentiels listés ci-apres [49] :
e Leur grande spécificité pour la rénine humaine ;
e [’inhibition de I’étape limitante de la formation de 1’angiotensine 11 ;
e La spécificité de substrat (I’angiotensinogene est le seul substrat connu pour la rénine).
e Lamise au repos du systeme rénine-angiotensine ;

e Suppression de tous les peptides dérivés de 1’angiotensine I ;
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e Inhibition des voies alternatives de génération de 1’angiotensine II indépendantes de

I’enzyme de conversion ;
e Pas de stimulation des récepteurs AT2 ou autres récepteurs aux angiotensines IV ;

e Neutralisation des conséquences de la libération de rénine stimulée par la levee du
feedback négatif de I’angiotensine II secondaire au blocage du systéme rénine-

angiotensine ;

e L’interaction potentielle positive avec le récepteur (pro) rénine.
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CHAPITRE 111 Criblage Virtuel

. Généralité

Devant une porte fermée dont on ne posséde pas la clé, deux solutions sont possibles :
soit on construit patiemment une clé étape par étape, soit on en cherche une dans un sac de

clés existantes qui coincidera avec la serrure de la porte a ouvrir. Cette derniére stratégie du

« Serrurier d'urgence » résume le principe fondamental du criblage in silico (virtuel) appliqué
a la conception de molécules actives. Plutdét que de faconner une molécule idéale dont la
synthese reste a faire, il peut étre plus intéressant de simplement sélectionner la ou les

molécules existantes répondant au cahier des charges imposé [50].

La découverte de nouvelles drogues médicamenteuses dépend d’un procédé long et
couteux. Par criblage virtuel, on entend tout procédé de recherche électronique dans des
bangues de données moléculaires permettant la sélection de molécules. La requéte peut étre
effectuée sous différents types de contraintes (descripteurs physicochimigues,
pharmacophore, topologie d'un site actif) et doit aboutir a la sélection d'un faible pourcentage
(1-2%) de molecules presentes dans la chimiothéque de départ. Nous allons ici aborder les
diverses stratégies intégrées susceptibles d'aboutir a un criblage virtuel réussi a partir de la
structure tridimensionnelle (3D) de la protéine cible [51]. Tout criblage virtuel se décompose

en trois étapes d'égale importance [50, 52] :

e La phase de préparation de la chimiotheque incluant la mise a disposition (ou pas) de
vrais actifs/inactifs dans le cas d'un apprentissage supervisé.

e La phase d'exécution proprement dite qui varie en fonction de la taille de la
chimiothéque et de la connaissance de la structure 3D d'une protéine cible.

e La phase d'analyse des résultats conduisant a la définition de touches.
I1. Définition

Le criblage virtuel est une stratégie in silico (approche informatique) la plus utilisée
pour l'identification de composés « hits» dans le cadre de la recherche de nouveaux
médicaments. Celui-ci fait désormais partie intégrante de la plupart des programmes de
recherche de composés bioactifs, que ceux-ci se déroulent en milieu académique ou industriel,
car il constitue un complément essentiel au criblage biologique haut-débit. Elle permet
I'exploration de grande chimiothéques a la recherche de composes actifs vis-a-vis d'une cible
thérapeutique donnée. Le criblage in silico est maintenant devenu un élément indispensable

du processus de découverte de médicaments [53]. Le rdle des méthodes de criblage est donc
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d'éliminer les composes supposeés inactifs ou les molécules indésirables tout en priorisant les

composés les plus susceptibles d'étre actifs [54].

In silico : un essai effectué au moyen de calculs complexes informatisés ou de modeéles
informatiques.

In vitro : une activité expérimentale réalisée sur micro-organismes, organes ou cellules
en dehors de leur contexte naturel.

In vivo : examens pratiqués sur un organisme vivant.

Figure 111.1. Position du criblage virtuel dans la conception actuelle de médicament [55].
I11. Les outils criblage virtuel

I11.1. Structure de la cible protéique

Le criblage virtuel a été historiquement essentiellement basé sur la connaissance de la
structure 3D de la cible [56], qui déterminer la au niveau de résolution de l'ordre de I'atome
est utile pour l'identification de leur fonction, la conception de médicaments basée sur la
structure et I'amarrage moléculaire. Les structures 3D sont principalement issues d'analyses
par diffraction des rayons X, les autres par résonance magnétique nucléaire ou modélisation
moléculaire [57]. La majorité des structures protéiques sont disponibles via la Protein Data
Bank ou PDB.

111.2. Chimiothéque

La chimiotheque est collection de molécules (existantes ou non) dont les structures et
éventuellement les propriétés sont archivées sous un format électronique. La plupart des
chimiothéques couramment utilisées existent a la fois physiquement (molécules disponibles

en poudre) et électroniquement [58].

Le criblage de molécules synthétiques regroupées en chimiotheques, offre la possibilité
de découvrir des composeés biologiquement actifs, qui, aprés optimisation, vont constituer des
outils pour la biologie ou des médicaments futurs. En paralléle de la démarche de conception
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rationnelle, la découverte de hasard dite « serendipity » est a 1’origine de 1’identification de
nombreux principes actifs. Il s’agit en couplant chimiothéques et plateformes de criblage «

d’accélérer le hasard » [59].

IL existe a I’heure actuelle deux grands types de chimiothéques : les chimiotheques
réelles et les chimiothéques virtuelles. Les chimiothéques réelles sont souvent sous forme de
plaques de puits contenant chacun un produit différent. Ces plaques sont donc prétes a étre
testées. Les chimiothéques virtuelles qui nous intéressent dans le présent travail sont un
ensemble d'informations plus ou moins organisées et hiérarchisées regroupant toute ou une
partie des données concernant un ensemble de composeés. Parmi les chimiothéques virtuelles
nous citons : La chimiothéque Nationale Francaise, la chimiothéque de I’institut de curie,

ZINC et PubChem [60].
111.3. Logiciels de criblage virtuel

De nombreux logiciels de docking sont actuellement disponibles et la plupart sont
congus pour le criblage virtuel. Les cing les plus fréquemment cités présente 80% du total de
citations trouvées dans la littérature : AutoDock (32%), GOLD (19%), Glide (14%), Surflex-
dock (8%) et FlexX (7%). Ils permettent particuliecrement un criblage rapide d’une
chimiothéque. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques, et ils
différent les uns des autres sur la maniére de montrer le systéme moléculaire et la maniere de
déterminer le score de docking moléculaire [61]. Le tableau I.1 suivant présente les

principaux programmes de docking moléculaire.
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Tableau I11.1. Quelque exemple des logiciels virtuel [62].
L Algorithme de Fonction de
Programme Site internet
recherche score
_ ) Fragmentation Basée sur les
FlexX http://www.biosolveit.de/flexX/ ) )
/reconstruction connaissances
_ http://www.schrodinger.com/produ o
Glide ) Monte Carlo Empirique
cts/glide.htmi
http://www.ccdc.cam.ac.uk/product e Basée sur les
Gold _ _ Génetique
s/life_sciences/gold/ champs de force
http://www.biopharmics.com/produ | Hammerhead o
Surflex-Doc . Empirique
cts.html modifié
http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/ . Basée sur les
Autodock Génétique
autodock/ champs de force
Basée sur les
ICM http://www.molsoft.com/products.html Monte carlo
champs de force
e http://www.eyesopen.com/products/ap Recherche Basée sur les
plications/fred.htm exhaustive connaissances
. ) http://www.accelrys.com/ceruis2/c2lig ) Echantillonnage
Ligand Fit i Commercial
andfit.html Monte Carlo

IV. Différentes stratégies du criblage virtuel

On distingue deux approches distinctes pour le criblage virtuel (figure 111.2). La
premiére se base sur la structure de la cible et est connue sous le nom de « structure-based
virtual screening». La seconde, reposant sur la connaissance d’un nombre suffisant
d’informations concernant une ou plusieurs molécules actives de référence, est appelée
« ligand-based virtual screening ». Bien que ces deux approches soient surtout utilisées de
maniére exclusive (souvent parce que la nature des données de départ ne laisse qu’un seul
choix possible), leur combinaison lors d’une campagne de criblage permet de maximiser les

chances de succes pour identifier de nouvelles touches [63].
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Virtual Screening

| 3D Structure of Target |

Unknown Known
Ligand-Based Structure-Based
Methods Meth
Similarity Pharmacophore Machine learning Protein Ligand
searching mapping methods Dockil

Figure 111.2. Représentation schématique des stratégies du criblage virtuel [64].
IV.1. Le criblage virtuel « ligand-based»

Les méthodes ligand-based s’appuient sur le principe de similarité. Autrement dit, deux
molécules structurellement similaires ont une forte probabilité d'avoir le méme profil
d'activité par rapport a une cible donnée. Ainsi en partant de molécules actives et en
recherchant celles qui leur sont similaires, nous pouvons prétendre a retrouver de nouveaux
composeés actifs. Pour ce faire, il existe différentes approches et algorithmes pour calculer et
opérer une recherche de similarité. Ce principe de similarité est aussi utilisé pour définir les
propriétés communes entre ces différentes molécules actives et de les exprimer sous forme de

modeles pharmacophoriques ou en d'éguations mathématiques [65].
IV.2. Le criblage virtuel « structure-based »

Est basé sur la structure de la cible en évaluent la capacité des ligands a établir des
interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner les molécules capables de se lier
a cette cible. Lorsque la structure 3D de la cible biologique d'intérét est disponible, des

méthodes dites basées sur la structure peuvent étre employées [54].
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V. Docking moléculaire

Le docking moléculaire est le nom des simulations moléculaires dans lesquelles
différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction pharmacologiques
entre deux molécules un récepteur macromoléculaire (protéine cible) et une petite molécule
(ligand). Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation définie
par la position et I’orientation relative la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Au
niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du ligand
avec D’architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe peuvent
étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes, présentées
par des liaisons non covalentes ; essentiellement de nature hydrogenes, van der waals, et
liaisons électrostatiques [66]. L'amarrage moléculaire est devenu un outil de plus en plus

important pour la découverte de médicaments.
V.1. Définition

Le docking moléculaire est une sorte de modélisation informatique des complexes, qui
est formée a partir de l'interaction de deux molécules ou plus. Il prédit la tridimensionnelle
structure des adduits, basée sur les propriétés de liaison du ligand participant et de la cible
molécules. Le docking moléculaire génere différentes structures candidates possibles, qui sont
classées et regroupées a l'aide de la fonction de notation dans le logiciel de I'outil d'amarrage
moléculaire. Les simulations d'amarrage prédisent un conformateur ancré optimisé en

fonction de I'énergie totale du systeme [67].
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Figure 111.3. Docking moléculaire [68].
V.2. Principe

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
forme de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des
conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur. Le processus de docking

implique deux étapes fondamentales [69, 70] :

e Le docking : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site
actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations
(poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les

plus favorables.

e Lescoring : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le
ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnés lors de 1’étape précédente.
Cette tache est accomplie par des outils informatiqgues hommeées fonctions de score.
Celles-ci évaluent d’abord les différentes contributions énergétiques (et parfois
entropiques) pour la stabilisation du complexe protéine-ligand, et ordonnent ensuite ces

complexes, permettant ainsi I’identification des modes d’interaction les plus probables.
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Interaction molécules-protéine

Scoring

Figure 111.4. Principe générale de la docking moléculaire [71].

V.3. Types de docking moléculaire

Docking rigide : Il est utilisé pour trouver des complexes avec un haut degré de
complémentarité de forme entre le ligand et le récepteur. Dans cette approche, le
ligand et le récepteur restent des structures rigides et I'espace de recherche est trés
limité. Le premier programme d'amarrage développé par le groupe Kuntz nommé
DOCK était basé sur ce mécanisme. Autre des programmes tels que Patchdock et

SymmDock également utiliser des mécanismes similaires [72].

Docking semi-flexible : le récepteur est conservé fixé tout en gardant le ligand
flexible. La majorité des programmes de docking comme AutoDock et FlexX utilise

ce mécanisme [72].

Doking flexible : Cette méthode est également basée sur I'ajustement induit
mécanique mais ici la flexibilité de la chaine latérale joue un réle crucial dans la
formation des ligand-récepteur complexes. Ces changements permettent au récepteur
de modifier son site de liaison selon I'orientation du ligand [72].
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Figure 111.5. Types de docking moléculaire [73].
V.4. Etapes impliquées dans le docking

e Préparation de la protéine cible : il faut choisi une structure 3D de haute qualité,
avec une bonne résolution a partir de la banque de données PDB. Ensuite, la structure
récupérée doit étre prétraitée. Cela devrait permettre I’élimination des molécules d’eau
de la cavité, stabiliser les charges, remplir les résidus manquants, générer les chaines

latérales, ...etc. selon les paramétres disponibles [74].

e Déterminer les résidus d'acides aminés du site de liaison : la protéine réceptrice
peut avoir plusieurs sites de liaison, d’ou la prédiction d’une cavité de liaison
appropriée est essentielle pour un bon résultat d’amarrage qui se fait en utilisant les

coordonnées de la structure co-cristallisé d’un récepteur-ligand [72].

e Preparation du ligand : les ligands peuvent étre obtenus a partir de plusieurs
chimiothéques comme ZINC, PubChem, DrugBank...etc. Le ligand peut Eétre

enregistré dans plusieurs formats de fichiers comme .mol, .mol2, .pdb, .sdf...etc [74].

e Docking : apres la sélection du récepteur et du ligand, ils sont soumis a un amarrage
avec quelques ajustements dans les paramétres comme le nombre de courses et le

nombre de cycles. A ce stade I’interaction entre le ligand et le récepteur est analysée et
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la fonction de notation donne des scores d’énergie pour les complexes formés sur la

base de la liaison compatibilité [72].

: | Sélection de la cible Sélection du ligand | ¢

[ Préparation dela cible

Preparation du ligand ]

N

Docking

|

P
Evaluation des ]
résultats de docking J

\

Figure 111.6. Les étapes du docking moléculaire [75].
V.5. Applications de docking moléculaire

Le docking moléculaire a deux principales applications : la plus ancienne est la
prédiction du mode d'interaction. La seconde consiste a optimiser des molécules ayant déja
une activité avec le récepteur. L’optimisation de la structure du ligand déja connu peut avoir
plusieurs buts : I'amélioration de son score ou affinité, de sa spécificité ou encore de ses
propriétés ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité) [76].

Dans le processus de conception d’un médicament, il peut par exemple étre utilisé pour
le virtuel screening et 1’optimisation des composés « lead et hit ». Cette technique consiste a
placer virtuellement une collection de milliards de composés (issus d’une chimiothéque) dans
une cible protéique et d’évaluer leur affinité. L’évaluation est effectuée par un classement des
ligands (scoring) en termes d’affinité dans le complexe ligand-récepteur. Cette procédure in
silico est intéressante car elle permet 1’évaluation rapide de grandes librairies de composés, ce

qui permet de diminuer le nombre de composés a tester expérimentalement in vitro [77].
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V1. Programme de docking Surflex-Dock

Le programme de docking moléculaire Surflex-dock repose sur I’ajustement de
fragments en commencant par construire un modele du site actif dit « protomol ». Il se base

sur la construction d’une pseudo-molécule comme cible sur laquelle aligner le ligand.

Surflex-dock est basé sur un algorithme de fragmentation/reconstruction Hammerhead
modifié pour ancrer les composés de maniére flexible dans le site de liaison. La molécule
requéte est décomposée en fragments rigides qui se superposent au protomol. Les fragments

moléculaires recouvrant tout le site de liaison [78].
e Algorithme de docking (construction incrémentale)

Le logiciel Surflex-dock applique un algorithme de construction incrémental dans lequel
le ligand est progressivement construit dans le site de liaison (figure I11.7). Dans cette
stratégie, la structure chimique est initialement divisée en plusieurs fragments (figure 111.7.A).
Ensuite, l'une de ces piéces est sélectionnée comme fragment d'ancrage et est ancrée dans une
région complémentaire du site de liaison (figure 111.7.B) tandis que les fragments restants sont
séquentiellement ajoutés (Figure I11.7.C-E). Le processus se poursuit jusqu'a ce que le ligand

entier ait été construit [79].

g

é

Figure I111.7. La méthode de construction incrémentale [79].
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(A) Le ligand est casse 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 apres le fragment
d'ancrage ; (D et E) Les autres fragments sont ancrés sequentiellement 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.

e Fonction de score

Les programmes d'amarrage moléculaire utilisent des fonctions de score pour estimer
I'énergétique de liaison du complexes ligand-récepteur. La variation d'énergie, due a la
formation de la structure ligand-récepteur, est donnée par la constante de liaison (Kd) et
I'énergie libre de Gibbs (AGL) [79]. Ce score permettra non seulement de retenir la meilleure
pose parmi toutes celles proposées, mais également de classer la meilleure pose de différents

ligands pour identifier les meilleurs d’entre eux.

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand
se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant
du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de

complexe. Le principe thermodynamique est le suivant [80] :

[ AG = AG complexe - AG ligand - AG protéine ]
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CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

L’objectif principal de notre travail est de découvrir de nouveaux inhibiteurs de la
rénine en faisant appel a une étude théorique ou in silico qui permet de prédire la position,
I’affinité, ainsi que les types d’interaction établit entre notre cible enzymatique et des petites

molécules étudiées.

Afin de réaliser cette étude, nous avons utilisées des programmes installées dans trois

microordinateurs qui présentent les performances suivantes :

e Lenovo avec un mémoire de 4.00 GO, et un processeur CORE 13 2.00 GHz sous le

systéme d’exploitation Windows 10 ; 64 bits version 2023.

e HP avec un mémoire de 6.00 GO, et un processeur 2.40 GHZ sous le systeme

d’exploitation Windows 10 ; 64 bits version 2023.

e Samsung avec un mémoire de 6.00 GO, et un processeur 2.20 GHZ sous le systéme

d’exploitation Windows 7 ; 64 bits version 2009.
I. Tests de fiabilité de programme Surflex-dock

Avant d’aborder 1’é¢tude de I’inhibition de la rénine par diverses molécules, nous avons
tenté d’évaluer la fiabilité de programme Surflex-dock utilisé. Pour cela, nous avons fait appel

a deux testes différents :
e [’écart quadratique moyen ou le RMSD ;
e Analyse visuelle.

I.1. Le RMSD (Root Mean Square Deviation)

C’est la capacité d’un programme a reproduire le mode de liaison expérimentale d’un
ligand. Pour cela, un ligand dans sa structure obtenue par cristallographie aux rayons X est
ancre dans son site de liaison, puis dans le mode de liaison amarré est comparé a celui obtenu
expérimentalement et un RMSD entre les deux est calculé. Un bon RMSD est inférieur ou
égal a 2 A. La courante norme d’évaluation de la performance d’un amarrage le programme
consiste a faire un test a partir de plusieurs centaines de complexes protéines-ligands
cristallisés [81, 82].
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Les calculs de RMSD ont été réalisés par Surflex-dock grace a la commande suivante :

[ Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol?2 }

Pour optimiser le RMSD on peut utiliser la commande suivante :

[ Surflex-dock optrms final-0.mol2 lignad.mol2 }

1.2. Analyses visuelles

L’analyse visuelle permet de déterminer si un ligand simulé se superpose avec le ligand
Co-cristallisé. C’est le deuxieme test utilisé pour juger la performance du programme Surflex-
dock, montre que les modeles des ligands simulés par ce programme sont correctement placés
dans le site actif de la cible enzymatique. Cela témoigne davantage de la fiabilité du logiciel

utilisé pour prédire les différentes interactions enzyme-inhibiteur.
I1. Criblage virtuel
I1.1. Préparation de la cible enzymatique

Avant la réalisation de ce criblage par le logiciel Surflex-dock, il est nécessaire de
simplifier le fichier originel de notre cible enzymatique. Le complexe 1HRN étant sous forme
globulaire présente deux courtes sequences homologues, en faisant appel au programme
Discovery Studio Visualizer, nous avons éliminé la chaine B et gardé uniquement la chaine A.
Les molécules d’eau ont aussi été supprimées. L’inhibiteur 03D [(2R, 4S, 5S)-N-[(2S, 3R,
4S)-1-cyclohexyl-3,4-dihydroxy-6-methylheptan-2-yl]-2-(cyclopropylmethyl)-4,5-dihydroxy-
6-phenylhexanamide] complexant I’enzyme ainsi que les autres ligands ont également été
retirés (figure 1V.1). Le programme Surflex-dock fonctionne mieux avec le format .mol2,
donc les molécules sont protonées et transformées dans le format .mol2 par le programme
Open Babel.
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Figure IV.1. Structure des ligands existants dans le complexe 1HRN de 1I’enzyme rénine. a :
03D [(2R,4S,5S)-N-[(2S,3R,4S)-1-cyclohexyl-3,4-dihydroxy-6-methylheptan-2-yl]-2-
(cyclopropylmethyl)-4,5-dihydroxy-6-phenylhexanamide]. b : NAG (2-acetamido-2-deoxy-
beta-D-glucopyranose).

11.2. Préparation des ligands

Pour réaliser le criblage virtuel, nous avons fait appel a la PubChem. Nous avons
téléchargée 292 similaires de ’inhibiteur de référence PZ1 sous le format .sdf puis convertis

au format .mol2 par le programme Open Babel.
11.3. Réalisation du criblage virtuel

Le criblage virtuel est la stratégie utilisée dans le cadre de projets de drug design
prospectifs pour identifier de nouveaux hits potentiels a confirmer de maniére expérimentale
[83]. Au cours de ce travail, nous avons réalisé un criblage in silico dans le but de dégager

une liste restreinte des inhibiteurs potentiellement actifs a 1’égard de la rénine.

La banque de donnée PubChem fournit un nombre de similaires coordonné avec le taux
de similarité structurale désiré au ligand de référence. Cette derniére nous a proposé 292
composés présentant 88 % d’homologie a notre ligand de référence. Les inhibiteurs retenus
suite au criblage sont ensuite soumis a une analyse visuelle pour visualiser les différentes

liaisons qu’elles impliquent avec le site actif de cette enzyme.

Pour le programme Surflex-dock, nous avons utilisé le docking moléculaire semi-
flexible qui tient compte de la flexibilité du ligand ou I’inhibiteur mais considére la cible

enzymatique comme élément rigide.

36



CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

I11. Banques de donnés

I111.1. PDB (Protein Data Bank)

La structure de I’enzyme rénine, objet de notre étude, provient de la Protein Data Bank
(PDB). La PDB est une banque mondiale de données de structures tridimensionnelles de
macromolécules biologiques, essentiellement des protéines et des acides nucléiques. Ces
structures sont principalement déterminées par les deux méthodes la cristallographie a rayons
X et la résonance magnétique nucléaire. Les structuralistes du monde entier sont tenus d'y
déposer leurs données expérimentales, de cette facon elles appartiennent au domaine public.
La consultation des structures est gratuite et peut se faire via l'internet. Son adresse

électronique est : http://www. rcsb.org/pdb [84].

RCSB PDB  Deposit - Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download - Leam ~ About ~ Documentation ~ Careers COVID-19 Conlact us
- r - E 204,826 Structures from the PDE N _ -
- ~ 30 Structures @ | Enter search term(s), Entry ID(s), or sequence Include CSM @
PROTEIN DATA BANK 1,068,577 Computed Structure
Models (CSM) Advanced Search | Browse Annotalions Help

IR SPDEBE 2onskeon [ 05 me @PDB-Dev

Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Versions
- | TEERSEE @ Download Files -
< Biological Assembly 1 @ > e
B
¢

B 1HRN

HIGH RESOLUTION CRYSTAL STRUCTURES OF RECOMBINANT HUMAN RENIN IN
COMPLEX WITH POLYHYDROXYMONOAMIDE INHIBITORS

PDB DOI: https:/idoi.orgi10.2210/pdbTHRN/pdb

Classification: HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR
Organism(s): Homo sapiens
Mutation(s): No €

Deposited: 1995-03-31 Released: 1995-06-03
Deposition Author(s): Tong, L, Anderson, P.C

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation € & 3D Report | Full Repart
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.80 A Clashscore i LONENE 71
R-Value Work: 0.215 Ramachandran outliers *:] TN .0
¢! 3D View: Structure | 10-3D View | R-Value Observed: 0.215 Sidechain outiers E S 14.2%

Figure 1V.2. Site de la base des données PDB.
111.2. PubChem

PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) est une base de données chimique

publique de la National Library of Medicine (NLM), un institut des National Institutes of
Health (NIH) des Etats-Unis. Elle collecte des informations chimiques a partir de plus de 750
sources de données et les diffuse gratuitement au public. Avec plus de quatre millions

d'utilisateurs interactifs uniques par mois aux heures de pointe, PubChem est l'un des sites
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Web de chimie les plus visités au monde. PubChem sert de ressource d'information clé sur les
produits chimiques pour les communautés de recherche biomédicale dans de nombreux
domaines tels que I'informatique chimique, la biologie chimique, la chimie médicinale et la
découverte de médicaments. Il est important de noter que PubChem est largement utilisé
comme source de « mégadonnées » dans les études d'apprentissage automatique et de science

des données pour le dépistage virtuel [85].

) National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PUb @ hem About Posts Submit Contact

Explore Chemlstry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR C9HB04 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChI=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H5

D Use Entrez

oy L8 [

Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Figure 1V.3. Page d'accueil de la chimiotheque PubChem.
IVV. Programmes utilisés
IV.1. Surflex-dock

1VV.1.1. Définition

Surflex-dock (1.3 .2005) est un algorithme d'amarrage moléculaire flexible entiérement
automatique qui combine la fonction de notation du systeme d'amarrage Hammerhead avec un
moteur de recherche qui s'appuie sur une methode de similarit¢ moléculaire basée sur la
surface comme moyen de générer rapidement des poses putatives appropriées pour les

fragments moléculaires [86].

Le docking moléculaire est réalisé en 3 étapes [76,87] :
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e Choix de la maniére d’identifier le site actif et génération d’une pseudo-molécule

(protomol) qui va servir de cible aux différents ligands ;
e Arrimage d’un ou de plusieurs ligands ;
e Traitement des résultats.
IV.1.2. Etapes de docking par Surflex-dock
e (Génération du protomol

Un protomol avec la formule moléculaire mol.2 qui renforce une cible sur laquelle des
ligands hypothétiques ou des fragments de ligand sont disposes. Surflex-dock utilise trois
types de fragments (CH4, C=0 et NH) qu’il place dans le site actif sous différentes positions
pour former un pseudo molécule appelée «protomol». La structure des protéines seule a été
utilisée pour créer le protomol. L’emplacement du protomol a été identifié en mettant en

évidence les résidus protéiques proches du ligand naturel [88].

Cette étape est réalisée grace a la commande suivante :

[ Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl }

Avant le lancement le docking ou passer au deuxieme commande, il est recommandé de
visualiser d’abord le protomol avec I’inhibiteur de référence pour s’assurer que son volume et

son extension sont correctement placés au site actif de I’enzyme ciblée.

e Docking d’un composé

Cette étape nécessite la présence de la protéine dans format .mol2, du protomol généré
par I’étape précédente et un inhibiteur dans format .mol2. L’amarrage par Surflex-dock
permet de donner dix meilleures conformations de chaque ligand dans le site actif de

I’enzyme ciblée, classées par leur score ou affinité (Figure [V .4.).

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

[ Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 }
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Times (total 3): search 1 alignl 1 merge+chain 0 polish 1
Nconfs (final 73) 3 24 2424 2074
0O CONE =2 AP ) Y
\1an1 0377812 KSR 07T 3 NE 004N
Final-1: 2.57 i(Crash -1.00i {self -0.04))
final-2: 2.36 i(crash -0.25i {self -0.04))
final-3: 2.25 i(crash -0.19: {(self -0.04)):
final-4: 2.24 i(crash -1.02 {self -0.04)):
final-5: 2.24 i(crash -0.31 {self -0.04))
final-6: 2.23 i(crash -0.19; (self -0.04)):
final-7: 2.19 i(crash -0.54 {self -0.04));
final-8: 2.17 i(crash -0.30: {self -0.05)):
final-9: 2.17 i(crash -0.53i (self -0.04))

Figure 1V.4. Résultat de docking avec Surflex-dock.

La fonction de score du programme Surflex-dock évalue et classifie les poses du ligand
selon leur affinité (en M™). Les résultats de docking sont générés dans un fichier posséde trois
scores. Le premier d’affinité ; 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 troisieme ou « polar score » correspond au niveau de contribution des

interactions polaires [89].
1VV.2. Open Babel

Est une boite a outils chimique concue pour parler les nombreux langages des données
chimiques. Il s'agit d'un projet collaboratif ouvert permettant a quiconque de rechercher,
convertir, analyser ou stocker des données issues de la modélisation moléculaire, de la chimie,
de la biochimie ou de domaines connexe, Pour convertir les données chimiques d’un format a
un autre (pdb, mol, mol2, sdf...... etc.) , il fournit une variété d'utilitaires utiles allant de la
recherche de conformateurs et de la représentation 2D au filtrage, a la conversion par lots et
recherche de sous-structure et de similarité. C'est librement disponible sous une licence open-

source sur http://openbabel.org [90, 91].

40


http://openbabel.org/

CHAPITRE IV Matériel et Méthodes

& OpenBabelGUI - o X

File View Plugins Help
---- INPUT FORMAT ---—- ---- OUTPUT FORMAT ----

pdb -- Protein Data Bank format ~||? CONVERT mol2 -- Sybyl Mol2 format v ?

[ Use this format for all input files (ignore file extensions)

Ci\Users\PC\Desktophmaster2023\Master2023 rénine\, l:l min warning level displayed A Output file

| Thin.pd ‘ l:l Start import at molecule # specified | Thm.mol2 |
[Dinput below (ignore input file) l:l End import at molecule 2 specified [] Output below only {no output file) [ Display in firefox

HEADER  HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR | [] Continue with next object after error, if possible | ‘l

31-MAR-95 1HRN [] Compress the output with gzip

TITLE  HIGH RESOLUTION CRYSTAL STRUCTURES OF

D theinput with
RECOMBINANT HUMAN RENIN IN W G e g

TITLE 2 COMPLEX WITH [ Attempt to translate keywords
POLYHYDROXYMONOAMIDE INHIBITORS ] Delete hydrogens (make implic)

CAVEAT 1HRN THR BO5 HAS WRONG CHRALITY | (2 Add hydrogens (make axpic)

AT ATOM CB l:l Add hydrogens appropriate for this pH
COMPND MOL ID: 1: [ Convert dative bonds e.g.-[N+](10-1)=0 to -N(=0)=0

[ Mske dative bands e.g.-[N+]{[0-])=0 from -N(=0)=0
[] Remove all but the largest contiguous fragment
COMPND 3 CHAIN: A, B [ Center Coordinates

[[] Combine mals in first file with others by name
Convert only if match SMARTS or mols in file:

SOURCE MOLID: 1; [ |
SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS;

COMPND 2 MOLECULE: RENIN;

COMPND 4 ENGINEERED: YES

Filter: convert only when tests are true:
SOURCE 3 ORGANISM_COMMON: HUMAN; | |

l:l Add properties from descriptors
l:l Delete properties in list

KEYWDS  ASPARTIC PROTEINASE, HYDROLASE- Append properties or descriptors in list to title:
HYDROLASE INHIBITOR COMPLEX [ |
EXPDTA  X-RAV DIFFRACTION

SOURCE 4 ORGANISM_TAXID: 9606

[ Join all input molecules into a single output molecule

AUTHOR  L.TONG,P.C.ANDERSON [] Output disconnected fragments separately
—— =

REVDAT 7 20-JUL-20THRN 1 CAVEATCOMPND add orreplace.2 propsty (SDF)

REMARK HETNAM l:l Add or replace molecule title

REVDAT 72 1 LNK SITE l:l Append text to title

REVDAT 6 14-AUG-191HRN 1  REMARK
+ [ Qutput multiple conformers separately

Figure 1V.5. Capture d’écran du logiciel Open Babel.
IVV.3. Discovery studio visualizer

Discovery Studio Visualizer version 2021.1.0.20298 est un programme libre de
visualisation, est un excellent logiciel pour tous ceux qui peuvent avoir des difficultés a
localiser un fichier ou un dossier spécifique permettant un affichage 3D d’une structure de
molécule biologique. Ils lisent plusieurs formats de fichier (.pdb, .mol, .mol2, .sdf...etc). Ce
programme propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons chimiques
(liaison hydrogeéne et interaction hydrophobiques), la mesure de distances interatomiques,
I'annotation des acides aminés et des atomes (nom, numéro), créations de surfaces, choix de
couleur (selon les atomes, les structures... etc), la capacité de cacher et puis afficher a

nouveau les différentes molécules [92].
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Figure IV.6. Interface graphique de logiciel Discovery studio visualizer.
IV.4. Le serveur SwissADME

SwissADME est une plateforme en ligne gratuite permettant de déterminer les
propriétés physicochimiques, les propriétés pharmacocinétiques ainsi que la ressemblance
d’un composé a un médicament. Une saisie et une interprétation simples et efficaces sont
assurées grace a une interface conviviale via le site internet http://www.swissadme. Les
spécialistes, mais aussi les non experts en informatique chimique ou en chimie
computationnelle peuvent prédire rapidement les parametres clés d'un ensemble de molécules

pour soutenir leurs efforts de découverte de médicaments [93].
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Figure IV.7. Page d'accueil du serveur SwissADME.
IV.5. Le serveur PreADMET

PreADMET est une application Web pour la prédiction de diverses propriétés basées sur
la structure congue des composés chimiques. Il prend en charge une interface utilisateur
conviviale et une architecture logicielle optimisée pour MS-Windows, qui fournissent
facilement des informations numériques utiles liées a I'absorption, distribution, métabolisme,
excrétion (ADME) et a la toxicité des composés chimiques, des les premiéres étapes de la

découverte de médicaments a l'aide de la méthode in silico [94].
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Figure 1V.8. Page d'accueil du serveur PreADMET.

V. Filtrage ADME-Tox

Le profil ADME/Tox in silico est un outil utile pour prédire les propriétés

pharmacologiques et toxicologiques des candidats médicaments, en particulier dans les phases

précliniques. Pour améliorer les prédictions ADME/Tox, des modéles in silico ont été

déployés. L'utilisation de ces modeles a spécifiquement contribué a I'optimisation des

médicaments et a la prévention des échecs a un stade avanceé, ce qui est également important

car ces échecs entrainent un investissement improductif considérable en temps et en argent

[95].

V.1. Propriétés physico-chimiques

V.1.1. Reégle de Lipinski

En 1997, Lipinski et ses collegues ont développé quatre critéres de regle de 5. Ces

critéres sont [82] :

Un maximum de poids moléculaire ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da) ;
Un coefficient de partage (logP) <5 ;
Un nombre de donneurs de liaisons hydrogeéne <5 ;
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e Un nombre d'accepteurs de liaisons hydrogeéne < 10.

Les composés dont les caractéristiques physico-chimiques ne répondent pas a au moins
deux des exigences sont certainement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou

de permeabilité.
V.1.2. Régle de Veber

Les regles Veber suggérent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA) sont
des déterminants importants de la biodisponibilité orale. Il est bien connu qu'une
biodisponibilité orale élevée est un facteur important pour le développement de molécules
bioactives en tant qu'agents thérapeutiques. La réduction de la flexibilité moléculaire
(mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et la faible surface polaire sont des prédicateurs
importants de la bonne biodisponibilité orale [96]. Pour une biodisponibilité orale idéale, il

existe deux autres descripteurs identifiés par Veber et ses collégues :
e Les liaisons rotatives sont inférieures a 10.
e Lasurface polaire est inférieure a 140 A2,

Le nombre de liaisons rotatives a été défini comme une simple liaison, non pas dans un
cycle, liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogéne). Sont exclues les liaisons
amide C-N en raison de leur barriere a I'énergie de rotation élevée. D'autre part, la surface
polaire (PSA) qui est formée par des atomes polaires d'une molécule. C'est un descripteur qui
montre une bonne corrélation avec le transport moléculaire passif a travers les membranes, et

permet donc d'estimer les propriétés de transport des médicaments [97].
V.2. Propriétés pharmacocinétiques

La pharmacocinétique, décrite parfois comme l'action de I'organisme sur un
médicament, se référe au devenir du médicament, depuis son entrée jusqu'a sa sortie de
I'organisme, [I'évolution en fonction du temps de son absorption, sa biodisponibilité,

sa distribution, son métabolisme, et son excrétion [98].
% Absorption

L’absorption est I’incorporation d’une substance par 1’organisme, correspond a
I’ensemble des phénomenes intervenant dans le transfert du principe actif médicamenteux
depuis son site d’administration jusqu’a la circulation sanguine, la plupart des substances sont

absorbées par diffusion passive a travers les membranes ; un petit nombre d'atomes et de
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molécules biologiquement important est activement absorbé par les cellules. La solubilité

dans les membranes étant le principal facteur affectant I'absorption [99].
% La perméabilité de la barriére hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est la structure qui forme les capillaires du
systéme nerveux central. Le réle majeur de la BHE est de maintenir ’homeostasie cérébrale
en régulant précisément les échanges entre le sang et les tissus cérébraux. Le franchissement
de la BHE par les médicaments ne peut donc étre réalisé qu'au travers des cellules
endotheliales (par la voie transcellulaire) et dépend de leurs propriétés physico- chimiques et
ou de leur affinité pour les systemes de transport qui sont exprimés sur la face liminale (face

sanguine) ou abluminale (face cérébrale) des cellules endotheliales constituant le BHE [100].

Barriéere hémato-encéphalique (BHE)

3

Liquide interstitiel
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La plupart des molécules
sont arrétées

Les molécules
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eau, oxygeéene, sucre,
café, alcool, nicotine,
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Cellules aux
jonctions serrées

BETTYLAFON
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Avec ses cellules endothéeéliales
aux jonctions serrees, la BHE empéche la plupart
des molécules vehiculees par le sang dentrer
dans le cerveau. Elle laisse passer des molécules
naturelles Mmais aussi 'alcool, la nicotine, les drogues
et certains medicaments. En retour,
elle nettoie et évacue les déchets neuronaux.

Figure 1V.9. La barriere hémato-encéphalique [101].
% Inhibition CYP450

Les cytochromes P450 (ou CYP) sont une famille d’hémoprotéines impliquées dans les
réactions de phase I, lors des processus enzymatiques qui se déroulent dans les intestins et le
foie. Le génome humain contient 57 genes exprimant divers cytochromes 69.
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Les isoenzymes les plus impliquées dans le métabolisme des médicaments chez
I’homme sont les CYP 3A4, CYP 2D6, CYP 2C9, CYP1A2, CYP 2C19 [102].

CEstrogénes Acides biliaires
Progestérone Cholestérol
Neurostéroides Eicosanoides
Stéroides surrénaliens Cétones
Vitamine D
Cytochromes
P450
Pesticides
Thérapeutique Polluants
Polymorphismes
Interactions médicamenteuses
Conception de médicaments Activation mutagéne
Produits naturels
Procarcinogénes

Figure 1V.10. Le role des cytochromes P450 [103].
V.3. La Toxicité

La toxicité est la mesure de la capacité d’une substance a provoquer des effets néfastes
et mauvais pour la santé sur toute forme de vie. Tous les produits chimiques n’ont pas la
méme toxicité. Certains doivent étre absorbés en quantité importante pour causer une
intoxication alors que pour d’autres, de petites doses suffisent. Elle varie selon la dose, la
fréquence, la durée d’exposition, et le temps d’apparition des signes cliniques. Un candidat
médicament doit présenter un profil de sécurité acceptable dans toutes les études
toxicologiques requises. Plusieurs tests permettent d’étudier le profil de sécurité et les degrés

des effets toxiques potentiels d’un composé qui sont [104] :
e Génotoxicité et le test d'Ames

Le test d’/Ames est un test de mutagenése proprement dit. Il consiste a examiner si une
substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques chez
différentes souches de Salmonella typhimurium [105]. Les souches utilisées dans le test sont

des souches porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la synthese de l'acide
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aminé histidine. Cette mutation His- rend les souches incapables de pousser sur un milieu sans
histidine. Avec une fréquence trés faible, ces mutations His- reversent spontanément vers
His+ et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur un milieu dépourvu d'histidine.
Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les bactéries His- a des agents
mutagénes. Ainsi, le test d’/Ames permet de quantifier I'induction de ces mutations réverses
His+.

Cette méthode est peu coliteuse, facile a mettre en ceuvre, et permet de tester rapidement

le pouvoir génotoxique d'un compose [106].

Presence of Histidine in Absence of Histidine in
culture media culture media
Q
( (
{ [\
1\ \\
¢‘\ ‘\‘ P \\\\\
‘c -:;:.'.‘"\‘\\l )a,\ y " .
————— f R —— s e —— S 7
Inoculation of Bacterial Inoculation of Bacterial
Suspension (His-negative) Suspension (His-negative)

Mutation causing cell growth

No mutation less cell growth

Figure IV.11. Schéma explicatif de test d’Ames [107].
e La carcinogénicité
Un carcinogéne est un agent capable de provoquer le cancer et l'un des paramétres

toxicologiques les plus préoccupants pour la santé humaine [108].

Les études de carcinogénicité sont normalement réalisées pour soutenir la demande
d’autorisation de mise sur le marché d’un nouveau médicament. En cas de préoccupation
réellement importante, des études de carcinogénicité doivent étre effectuées pour assurer la
sécurité lors des essais cliniques. Un essai clinique a plus long terme avec contrdles fréquents

peut alors avoir lieu. Lorsque des médicaments sont indiqués dans le traitement de maladies
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graves de l'adulte ou de I'enfant, des tests de carcinogénicité peuvent généralement étre
effectués aprés l'autorisation, en partant du principe que I'accés rapide aux médicaments est
plus important pour les patients que le risque éventuel, mais il est préférable que ces tests

aient lieu le plus t6t possible [109].
e Latoxicité de hERG

Le canal hERG est I'un des nombreux canaux voltage-dépendants sélectifs au potassium
qui participent au controle de I'activité électrique du cceur humain. La protéine hERG joue un
role central dans le cycle de contraction/relaxation du cceur puisqu’elle forme un canal

potassique ayant pour role d’assurer la relaxation des cardiomyocytes suite a leur excitation

[110].

Les candidats-médicaments provoquent souvent un blocage indésirable du canal ionique
potassium du géne humain lié a I'éther-a-go-go (hERG). Le blocage conduit au syndrome du
QT long (LQTS), qui est un effet secondaire cardiaque grave mettant la vie en danger. Par
conséquent, une méthode de criblage virtuel pour prédire la cardiotoxicité liee au hERG
induite par les médicaments pourrait faciliter la découverte de médicaments en filtrant les

candidats-médicaments toxiques [111].
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L’objectif principal de notre recherche est de trouver des nouvelles molécules qui
peuvent interagir avec une cible enzymatique qui est la rénine et qui rentre dans le traitement
de I’hypertension artérielle. C’est dans ce contexte que nous avons divisé ce travail en deux
parties : la premiére partie focalise sur les tests de fiabilité du programme de criblage Surflex-
dock, et la deuxieme partie servie pour I'étude des interactions intervenant dans I'inhibition de

la rénine par divers inhibiteurs.
I. Testes de fiabilité du programme Surflex-dock

La fiabilité du logiciel Surflex-dock est jugée au moyen de la déviation quadratique
moyenne (RMSD) de la position du ligand donnée par le logiciel par rapport au ligand de
référence. De plus, il est nécessaire de faire une analyse visuelle pour confirmer les résultats
du test RMSD.

1.1. Le test RMSD

L’efficacité d’un programme a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le site
actif d’une cible enzymatique est évalué par la déviation quadratique moyenne ou RMSD
entre la molécule dockée ou simulée par le programme Surflex-dock et celle déterminée
expérimentalement qu’on retrouve dans 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)
[112].

Ce test a été effectué sur 150 complexes protéine-ligand pris de maniére aléatoire de la
bangue des données protéiques (PDB). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

V.1 ci-dessous ;

Tableau V.1. Liste de 150 complexes utilisés pour tester la fiabilité de logiciel Surflex-dock
avec le test RMSD.

NUMERO CODE RMSD A NUMERO CODE RMSD A
1 2V0Z 2.086 76 2EVM 0.064
2 1RNE 1.434 77 2GG7 1.211
3 3D91 1.889 78 2ADU 0.051
4 1HRN 1.117 79 2EVO 1.148
5 2V16 1.662 80 20AZ 1.129
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6 2V10 1.796 81 31U8 1.242
7 2V11 1.215 82 41U6 9.519
8 2V13 1.780 83 3FMQ 1.488
9 2V12 1.421 84 3FMR 0.515
10 3vuC 0.768 85 4U96 0.390
11 4GJ6 1.531 86 2Q93 1.352
12 4GJ7 1.158 87 5316 1.158
13 300T 2.220 88 5JFR 0.704
14 30QF 1.684 89 1XNZ 0.083
15 3VSW 1.809 90 1YVM 0.055
16 3VSX 1.342 01 2GG0 1.636
17 4RYC 0.616 92 2GG3 0.446
18 4RYG 2.388 93 2GG2 0.155
19 3G6Z 1.883 94 6DZX 0.119
20 3KM4 0.807 95 1YWS8 0.152
21 3G70 2.356 96 3168 1.335
22 3G72 1.376 97 316R 0.244
23 21KO 2.352 08 3165 0.738
24 1BIL 0.966 99 1TV5 0.396
25 21KU 1.079 100 4CQ8 0.795
26 214Q 1.177 101 4CQ9 0.739
27 3VYD 1.183 102 4CQA 0.841
28 3VYE 10.863 103 6155 0.538
29 3VYF 0.800 104 614B 1.062
30 30WN 0.846 105 40RI 0.79
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31 3Q5H 1.662 106 3SFK 1.948
32 4RZ1 0.672 107 40RM 2.425
33 5KOQ 0.825 108 40QV 0.622
34 4XX3 1.313 109 3ZWT 0.902
35 4XX4 1.633 110 3ZWS 1.715
36 4Q1IN 1.786 111 1QZY 1.511
37 3Q4B 0.534 112 4FYR 1.261
38 4S1G 2.259 113 2GG8 1.815
39 5SXN 0.501 114 2GG9 1.708
40 5SY3 2411 115 2GGB 1.237
41 5579 1.425 116 31U7 0.083
42 4PYV 2.553 117 3D27 1.516
43 5SY?2 2.127 118 2Q96 1.185
44 S5SKOS 0.380 119 2Q95 1.930
45 21L2 2.235 120 2Q94 1.62

46 SKOT 1.696 121 2Q92 1.863
47 5STMG 0.464 122 2P98 0.890
48 5STMK 1.774 123 2P9A 0.167
49 2G24 2.493 124 2GG5 0.16

50 2BKT 1.647 125 7Al6 0.895
51 3GWS5 0.519 126 7A12 1.494
52 3Q3T 0.449 127 7TAl4 0.987
53 300K 1.609 128 7TA15 0.333
54 3SFC 1.904 129 7Al6 0.895
55 4GJD 1.250 130 3B3C 0.343
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56 4GJC 2.515 131 6QEF 2.154
57 4GJB 1.566 132 6QED 2.494
58 4GJA 2.505 133 6QEG 1.818
59 4GJ9 0.429 134 6QEH 0.051
60 4GJ8 0.762 135 103P 0.496
61 30AG 2.166 136 105A 0.089
62 309L 1.33 137 105B 0.063
63 2FS4 1.066 138 105C 0.089
64 30AD 0.789 139 1GI7 1.243
65 2G10 0.937 140 1GI8 0.052
66 2G1R 2.375 141 1GI9 0.072
67 2G1S 0.327 142 1R5G 1.515
68 2BKS 1.066 143 1R5H 0.815
69 2GlY 6.973 144 1YW7 1.182
70 1QXW 0.886 145 SLYW 1.421
71 1QXY 1.021 146 SLYX 1.308
72 1QXZ 0.892 147 2G6P 1.486
73 IWKM 0.237 148 2NQ6 1.640
74 2BB7 0.924 149 2NQ7 0.509
75 2EVC 0.063 150 4FLI 1.747

Les graphes V.1 et V.2 suivants, présentent les résultats obtenus par le programme
Surflex-dock en pourcent (%), a divers intervalles de RMSD représentés par différentes

couleurs.
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Surflex-dock

Graphe V.1. Résultat global du RMSD en % a deux intervalles.
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Graphe V.2. Résultats en % obtenus par surflex-dock a divers intervalles de RMSD (A).

La représentation graphique V.1 de ce test montre que le logiciel Surflex-dock peut étre
suffisamment performant puisqu’il reproduit assez bien les résultats expérimentaux.
Effectivement, parmi les 150 complexes utilises, 129 complexes ont une valeur de RMSD
inferieur ou égales a 2 A, ce qui donne un pourcentage de 86 %. Et que seulement 21

complexes ont une valeur de RMSD supérieurs a 2 A, ce qui donne un pourcentage de 14 %.

D’apres le graphe V.2 la majorité des résultats acceptables se situe dans ’intervalle [0 —
1]. Le RMSD minimum des complexes testés est de 0.327 A alors que le maximum est
de 10.863 A.
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Notre résultat est en accord avec les résultats obtenus par Chikhi A, (2007) ou le
programme Surflex-dock avec deux autres logiciels (FlexX et Arguslab) ont été testé avec
’utilisation de 126 complexes, il a montré que 88.4 % des valeurs de RMSD calculé par le
surflex-dock sont inférieures ou égales a 2 A [76]. Le méme logiciel, est utilisé par Teniou S,
(2012) et Boucherit H et al, (2014) ou la performance de programme Surflex-dock a été
évalué. Ils révelent un pourcentage de 85.8 % des valeurs de RMSD inférieures ou égale a 2 A
sur 134 complexes testés pour le premier et 66% pour le second sur 144 complexes étudiés
[113, 114].

1.2. Analyse Visuelle

L’analyse visuelle associée au test RMSD est une étape essentielle permettant une
meilleure appréciation des résultats de RMSD obtenus avec le programme Surflex-dock. Elle
permet la vérification de la superposition du ligand expérimental par rapport a celui docké et

la visualisation du résultat décrit par la valeur numérique RMSD.

Les résultats du docking de trois complexes de notre cible enzymatique (la rénine),
portés les codes: 2G1S, 5SY3 et 3VYE sont montrés dans les figures V.1, V.2 et V.3
suivantes. La conformation des ligands générés par le docking moléculaire (bleu) est
comparée avec la pose expérimentale du ligand (rose), est montrée dans le tableau V.2 ci-

dessous.

Tableau V.2. Valeurs de RMSD des 3 complexes étudiés.

Code PDB de complexe ;
- Code de ligand RMSD (A)
Protéine-ligand
2G1S 41G 0.327
5SY3 747 2411
3VYE VYE 10.863
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Figure V.1. Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé

par Surflex-dock (coloré en bleu) du complexe 2G1S.

Figure V.2. Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé
par Surflex-dock (coloré en bleu) du complexe 5SY3.
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Figure V.3. Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé

par Surflex-dock (coloré en bleu) du complexe 3VYE.

e Dans le premier cas, avec un RMSD de 0.327 A, qui se traduit visuellement par une
superposition de la conformation presque parfaite de ce ligand simulé par Surflex-

dock avec celui observée expérimentalement (figure V.1).

e Dans le deuxiéme cas, avec un RMSD de 2.411 A, la superposition de la conformation
est moindre que dans le premier cas (figure V.2).

e Dans le troisiéme cas, avec un RMSD de 10.863 A, elle est mauvaise, c’est a dire le
ligand simulé avec Surflex-dock se place trés mal affirmant qu’il n’existe aucune

superposition avec le ligand de référence (figure V.3).
1.3. Conclusion

Le test RMSD et 1’analyse visuelle nous permet de conclure, que le logiciel Surflex-
dock est fonctionné correctement et peut étre utilise pour predire in silico et modéliser le
mode d’interaction de différents inhibiteurs testés avec la cible rénine d’une part, et

I’évaluation de I’affinité de complexes protéine-ligand obtenus d’autre part.
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Il. Etude des interactions intervenant dans P’inhibition de la rénine par

divers inhibiteurs provenant de la PDB

I1.1. Choix du complexe 1HRN

La structure de ’enzyme rénine, objet de notre étude, provient de la PDB. Parmi les
nombreux complexes de 1’enzyme qu’offre cette banque (68 complexe rénine-inhibiteur),
nous nous sommes choisis le code IHRN qui posséde une bonne résolution 1.80 A qui fut
notre premier critére de choix. L’autre critére pareillement de grande importance est la
présence d’un inhibiteur dans le site actif de notre cible. Les caractéristiques de cette enzyme

sont regroupées dans le tableau V.3 ci-dessous.

Tableau V.3. Principales caractéristiques du code 1HRN [5].

Nombre
. : Nombre de Nombre d’AA
Code Résolution A | Facteur R ; : d’atome par
chaine par chaine :
chaine
1HRN 1.80 0.215 A B 326 2577

11.2. Site actif de la rénine

Le site actif est la région de I’enzyme qui permet la reconnaissance et la fixation de
substrat. Ceci est essentiel pour I’activité catalytique de ’enzyme. Schématiquement, il a la
forme d’une cavité ou d’un sillon dans lequel vont se fixer les substrats grace a plusieurs
liaisons chimiques faibles. Une fois fixés, les substrats vont agir et se transformer en produits.
Il est constituée d’un petit nombre d’acides aminés qui le plus souvent ne sont pas
contigus dans I’enchainement de la chaine polypeptidique. Le site actif est subdivisé en

deux partis [6] :

e Le site de liaison /fixation/reconnaissance : il reconnait la complémentarité de forme

avec un substrat spécifique a ’enzyme ;

e Lesite catalytique : il permet la réaction transformant le substrat en produit.
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11.3. Interaction IHRN-inhibiteur prévenant de la PDB

Dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs de I'enzyme rénine, nous avons
étudiés, le mode d'interaction mis en place par des inhibiteurs qu'on retrouve au niveau de la

PDB et de proposer le meilleur inhibiteur de notre enzyme.

Le docking de 68 molécules téléchargées a partir de la banque PDB avec le format
.mol2, portant des codes différents est effectué sur la structure cristallographiquelHRN. Les
résultats de docking (affinité), ainsi que les structures chimiques de ces inhibiteurs sont

présentés dans le tableau V.4 suivant :

Tableau V.4. Les scores de docking (affinité) des complexes 1HRN-inhibiteur étudiés.

inhibiteur | Affinité Nom chimique Structure chimique
(M)
03D 2.57 (2R,4S,5S)-N-[(2S,3R,4S)-1-

cyclohexyl-3,4-dihydroxy-6-
methylheptan-2-yl]-2-

(cyclopropylmethyl)-4,5-dihydroxy-

6-phenylhexanamide

C4al 051 | (25,4S,5S,7S)-5-amino-N-(3-amino- J
2,2-dimethyl-3-oxo-propyl)-4-
hydroxy-7-[[4-methoxy-3-(3-

methoxypropoxy)phenyl]methyl]-8- |
methyl-2-propan-2-yl-nonanamide

C60 1.97 [[[3-(2-METHYL-PROPANE-2-
SULFONYL)-1-BENZENYL]-2-
PROPYL]-CARBONYL-
HISTIDYL]-AMINO-
[CYCLOHEXYLMETHYL]-[2-
HYDROXY-4-ISOPROPYL]-
PENTAN-5-0IC ACID
BUTYLAMIDE

REM 1.20 Nalpha-[(2S)-2-benzyl-3-(tert-
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butylsulfonyl)propanoyl]-N-
[(1S,2R,3S)-1-(cyclohexylmethyl)-3-
cyclopropyl-2,3-dihydroxypropyl]-L-

histidinamide

C47

1.14

METHYL (3R)-1-[(5S,6S,8R)-5-
AMINO-9-BUTYLAMINO-6-
HYDROXY-3,3,8-TRIMETHYL-9-
OXO-NONANOYL]-3,4-
DIHYDRO-2H-QUINOLINE-3-
CARBOXYLATE

C61

2.94

(2R,4S,5S,7S)-5-AMINO-N-
BUTYL-4-HYDROXY-7-[4-
METHOXY-3-(3-
METHOXYPROPOXY)BENZYL]-
2,8-DIMETHYLNONANAMIDE

C80

4.02

(2S,4S,5R,7R)-4-AMINO-8-
(BUTYLAMINO)-5-HYDROXY -
2,7-DIMETHYL-8-OXOOCTYL 1-
BENZYL-1H-INDOLE-3-
CARBOXYLATE

C40

4.15

N-[(2R,4S,5S,7R)-4-AMINO-8-
(BUTYLAMINO)-5-HYDROXY-
2,7-DIMETHYL-8-OXOOCTYL]-2-
(3-
METHOXYPROPOXY)BENZAMI
DE

C39

2.55

N-[(2S,4S,5S,7R)-4-AMINO-8-
(BUTYLAMINO)-5-HYDROXY-7-
METHYL-2-(1-METHYLETHYL)-

8-OXOOCTYL]-2-(3-
METHOXYPROPOXY)BENZAMI
DE
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HHE

3.14

(2R,4S,5S)-5-amino-6-[4-(2-
chlorophenyl)-2,2-dimethyl-5-
oxopiperazin-1-yl]-2-ethyl-4-
hydroxy-N-[(1R,2S,3S,5S,7S)-5-
hydroxytricyclo[3.3.1.1~3,7~]dec-2-
yl]lhexanamide

OLS

2.23

N-{[(3S,4S)-4-benzylpyrrolidin-3-
yl]methyl}-4-chloro-N-phenylaniline

OLT

2.90

N-{[(3S,4S)-4-benzylpyrrolidin-3-
yllmethyl}-4-methoxy-3-(3-
methoxypropoxy)-N-(propan-2-

yl)benzamide

SSR

3.66

2-(3-fluoro-2-methylbenzyl)-4-
methyl-1-phenyl-3-(piperazin-1-
ylcarbonyl)-1H-indol-5-ol

S51

2.87

2-benzyl-1-phenyl-3-(piperazin-1-
ylcarbonyl)-1H-indole

R31

2.28

(2S,4S,5S)-5-amino-N-(3-amino-2,2-

dimethyl-3-oxopropyl)-4-hydroxy-6-

{4-[2-(3-methoxypropoxy)phenyl]-3-
oxopiperazin-1-yl}-2-(propan-2-

yl)hexanamide

R32

3.35

(2S,4S,5S)-5-amino-N-(3-amino-2,2-
dimethyl-3-oxopropyl)-6-[4-(2-
chlorophenyl)-2,2-dimethyl-5-

oxopiperazin-1-yl]-4-hydroxy-2-

(propan-2-yl)hexanamide

3ZK

2.82

4-methoxy-3-(3-methoxypropoxy)-
N-{[(3S,45)-4-{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]amino}pyrrol
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idin-3-ylJmethyl}-N-(propan-2-
yl)benzamide

323

2.47

N-({(3S,4S)-4-
[(benzylsulfonyl)amino]pyrrolidin-3-
yl}methyl)-4-methoxy-3-(3-
methoxypropoxy)-N-(propan-2-

yl)benzamide

ATT

1.68

(1R,5S)-N-cyclopropyl-7-{4-[2-(2,6-
dichloro-4-
methylphenoxy)ethoxy]phenyl}-N-
(2,3-dimethylbenzyl)-3,9-
diazabicyclo[3.3.1]non-6-ene-6-

carboxamide

22X

3.13

(3R)-3-[(1S)-4-(acetylamino)-1-(3-
chlorophenyl)-1-hydroxybutyl]-N-
{(1S)-2-cyclohexyl-1-
[(methylamino)methyl]ethyl}piperidi

ne-1-carboxamide

AST

2.32

(1R,5S)-7-{4-[3-(2-chloro-3,6-
difluorophenoxy)propyl]phenyl}-N-
cyclopropyl-N-(2,3-dichlorobenzyl)-
3,9-diazabicyclo[3.3.1]non-6-ene-6-

carboxamide

A6T

1.32

(1S,5R)-7-{4-[3-(2-chloro-3,6-
difluorophenoxy)propyl]phenyl}-N-
cyclopropyl-N-(2,3-dichlorobenzyl)-
3,9-diazabicyclo[3.3.1]non-6-ene-6-

carboxamide

71G

4.12

5-{4-[(3,5-
DIFLUOROBENZYL)AMINO]PHE
NYL}-6-ETHYLPYRIMIDINE-2,4-
DIAMINE
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0]10) 2.30 (2S)-2-[(2-amino-1,3-thiazol-4-
yl)methyl]-N~1~-[(1S,2R,3R)-1-
(cyclohexylmethyl)-2,3-dihydroxy-5-
methylhexyl]-N~4~-[2-(d
imethylamino)-2-oxoethyl]-N~4~-
[(1S)-1-phenylethyl]butanediamide

LIY 2.45 6-ETHYL-5-[(2S)-1-(3-
METHOXYPROPYL)-2-PHENYL-
1,2,3,4-
TETRAHYDROQUINOLIN-7-
YL]PYRIMIDINE-2,4-DIAMINE

UA4 3.27 (25)-6-(2,4-DIAMINO-6- %
ETHYLPYRIMIDIN-5-YL)-2-(3,5- | ? |
DIFLUOROPHENYL)-4-(3- )j('@(
METHOXYPROPYL)-2-METHYL- :
2H-1,4-BENZOXAZIN-3(4H)-ONE

VYD 3.92 (3S,5R)-5-{[4-(2-chlorophenyl)-2,2- i
dimethyl-5-oxopiperazin-1- ; ri;‘\f '
ylJmethyl}-N-(3- ’t“l : ﬁ\y/
methylbutyl)piperidine-3-
carboxamide

VYE 4.43 (3S,5R)-5-[4-(2-chlorophenyl)-2,2- i
dimethyl-5-oxopiperazin-1-yl]-N-(3- j/\/n\no”w$
methylbutyl)piperidine-3- j@

carboxamide

VYF 1.73 (3S,5R)-5-[4-(2-chlorophenyl)-2,2- A
dimethyl-5-oxopiperazin-1-yl]-N- .
(2,6-dimethylheptan-4-yl)piperidine- Y\g/

3-carboxamide
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30X

0.75

(2S,4S)-4-hydroxy-2-(1-
methylethyl)-4-[(4R,13S)-18-
[methyl(methylsulfonyl)amino]-
2,15-dioxo-4-phenyl-11-oxa-3,14-
diazatricyclo[14.3.1.1~5,9~]henicosa
-1(20),5(21),6,8,16,18-hexaen-13-
yl]-N-(2-methylpropyl) butanamide

RX6

3.52

methyl (2-{(R)-(3-
chlorophenyl)[(3R)-1-({(2S)-1-
(methylamino)-3-[(3R)-tetrahydro-
2H-pyran-3-yl]propan-2-
yl}carbamoyl)piperidin-3-
yllmethoxy}ethyl)carbamate

3ZN

2.33

(3S,45)-4-({[4-methoxy-3-(3-
methoxypropoxy)benzoyl](propan-
2-yl)amino}methyl)pyrrolidin-3-yl

benzylcarbamate

6VR

3.83

2-~{tert}-butyl-4-(furan-2-
ylmethylamino)-~{N}-(2-
methylpropyl)-~{N}-[(3~{S})-
piperidin-3-yl]pyrimidine-5-

carboxamide

70X

2.49

N-benzyl-3-{[(2Z,4S)-2-imino-4-
methyl-6-oxo-4-(propan-2-
yl)tetrahydropyrimidin-1(2H)-
yl]methyl}benzamide

70Y

3.02

(2Z,6S)-2-imino-6-methyl-3-{3-
[(4R)-2-ox0-4-phenylpyrrolidin-1-
yl]benzyl}-6-(propan-2-
yDtetrahydropyrimidin-4(1H)-one

2Y9

1.40

(3S,4R,5R)-N-cyclopropyl-N'-[(2R)-
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1-ethoxy-4-methylpentan-2-yl]-4-
hydroxy-N-[5-(propan-2-yl)pyridin-
2-yl]piperidine-3,5-dicarboxamide

RX5

1.84

methyl (2-{(R)-(3-
chlorophenyl)[(3R)-1-({(2S)-2-
(methylamino)-3-[(3R)-tetrahydro-
2H-pyran-3-
yl]propyl}carbamoyl)piperidin-3-yl]
methoxy}ethyl)carbamate

43T

2.89

3-{[(4S)-2-amino-4-methyl-6-ox0-4-

(propan-2-yl)-5,6-dihydropyrimidin-

1(4H)-ylJmethyl}-5-fluoro-N-[(1S)-
1-phenylethyl]benzamide

74U

3.43

N-[(furan-2-yl)methyl]-2-

phenylquinazolin-4-amine

747

4.35

N-[(furan-2-yl)methyl]-5,6,7,8-
tetrahydro[1]benzothieno[2,3-
d]pyrimidin-4-amine

74Y

3.15

(azepan-1-yl)(2-{[(furan-2-
yl)methyllamino}-6-methylpyridin-
3-yl)methanone

2XF

3.10

tert-butyl {(3S,5R)-5-
[cyclopropyl(2,3-
dichlorobenzyl)carbamoyl]piperidin-

3-yl}carbamate

74V

3.37

N-ethyl-4-{[(furan-2-
yl)methyl]amino}-2-methyl-N-[(3S)-
piperidin-3-yl]pyrimidine-5-

carboxamide
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6VS 4.13 2-~{tert}-butyl-4-(3-
methoxypropylamino)-~{N}-(2- “-\:‘
methylpropyl)-~{N}-
[(3~{S},5~{R})-5-morpholin-4-
ylcarbonylpiperidin-3-yl]pyrimidine- et
5-carboxamide
LIX 206 | N-[2-({2-AMINO-6-ETHYL-5-[4- -
(3-METHOXYPROPYL)-2,2- _'
DIMETHYL-3-0X0O-3,4- °={=e
DIHYDRO-2H-1,4-BENZOXAZIN- \l\NH ‘“:\E
6-YL]PYRIMIDIN-4- HN/T\:N | J)
YL}AMINO)ETHYL]NAPHTHAL i
ENE-2-SULFONAMIDE
6VvU 3.12 1-(4-methoxybutyl)-~{N}-(2- N .
methylpropyl)-~{N}- S} : &?
[(3~{S},5~{R})-5-morpholin-4- O t{%ﬁ
ylcarbonylpiperidin-3- QHO -

yl]benzimidazole-2-carboxamide

TEK 4.45 5-(4-methoxybutyl)-N-(2- O
methylpropyl)-N-[(3S,5R)-5- @i\r \Cj)%

(morpholine-4-carbonyl)piperidin-3- 5 W

yl]-1-phenyl-1H-1,2,3-triazole-4- |

carboxamide

7EJ 2.35 1-(4-methoxybutyl)-N-(2-
methylpropyl)-N-[(3S,5R)-5-
(morpholine-4-carbonyl)piperidin-3-
yl]-5-phenyl-1H-pyrrole-2-

carboxamide
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71G 3.78 5-{4-[(3,5-

DIFLUOROBENZYL)AMINO]JPHE

NYL}-6-ETHYLPYRIMIDINE-2,4- Q)
DIAMINE

RPF 5.96 1-{4-[3-(2-METHOXY - o
BENZYLOXY)-PROPOXY]- @ AL
PHENYL}-6-(1,2,,3,4- b
TETRAHYDRO-QUINOLIN-7- '\é
YLOXYMETHYL)-PIPERAZIN-2-
ONE

72X 2.49 (3R)-3-[(1S)-1-(3-chlorophenyl)-1-

hydroxy-5-methoxypentyl]-N-{(1S)-
2-cyclohexyl-1-

[(methylamino)methyl]ethyl}piperidi

ne-1-carboxamide

RX0 1.85 [(1S,3R,4S)-3-amino-4-
hydroxycyclopentyl]{(3R)-3-[(1S)-1-
(biphenyl-2-yl)-1-hydroxy-5-
methoxypentyl]piperidin-1-

yl}methanone

S52 3.55 | 2-phenoxy-1-phenyl-3-(piperazin-1- ; |
ylcarbonyl)-1H-indole : -

S53 4.40 [7-benzyl-2-(5-fluoro-2-
methylphenoxy)-1-phenyl-1H-
pyrrolo[2,3-c]pyridin-3-

yl](piperazin-1-yl)methanone
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ONO

3.46

(3S,5R)-N-{[9-(4-methoxybutyl)-
9H-xanthen-9-yl]methyl}-5-{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]Jamino}piperi

dine-3-carboxamide

oMJ

341

(3S,5R)-5-{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]amino}-N-
(9H-xanthen-9-ylmethyl)piperidine-

3-carboxamide

OME

3.45

(3S)-N-(9H-xanthen-9-
ylmethyl)piperidine-3-carboxamide

OM3

2.85

(3S,5R)-N-(2,2-diphenylethyl)-5-
{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]lamino}piperi

dine-3-carboxamide

oM2

2.98

(2R)-1-(3,8-
dihydrodibenzo[b,f]pyrrolo[3,4-
d]azepin-2(1H)-yl)propan-2-ol

OLW

2.87

(2R)-1-(pyrrolidin-1-yl)-3-(9H-
thioxanthen-9-yl)propan-2-ol
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LPQ

2.08

(3R,4S)-N-{2-chloro-5-
[(cyclopropylamino)methyl]benzyl}-
N-cyclopropyl-4-{6-[2-(2,6-
dichloro-4-
methylphenoxy)ethoxy]pyridin-3-
yl}piperidine-3-carboxamide

LPN

3.40

(3R,4S)-N-[2-chloro-5-(3-
methoxypropyl)benzyl]-N-
cyclopropyl-4-{4-[2-(2,6-dichloro-4-
methylphenoxy)ethoxy]phenyl}piper

idine-3-carboxamide

PZ1

6.49

(6R)-6-({[1-(3-
HYDROXYPROPYL)-1,7-
DIHYDROQUINOLIN-7-

YLJOXY}IMETHYL)-1-(4-{3-[(2-
METHOXYBENZYL)OXY]PROPO
XY}PHENYL)PIPERAZIN-2-ONE

LPO

2.25

(3S,4R)-N-[2-chloro-5-(2-
methoxyethyl)benzyl]-N-
cyclopropyl-4-{6-[2-(2,6-dichloro-4-
methylphenoxy)ethoxy]pyridin-3-
yl}-4-hydroxypiperidine-3-

carboxamide

21G

3.26

6-ETHYL-5-[9-(3-
METHOXYPROPYL)-9H-
CARBAZOL-2-YL]PYRIMIDINE-
2,4-DIAMINE
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31G 1.72 N-{2-[6-(2,4-DIAMINO-6-
ETHYLPYRIMIDIN-5-YL)-2,2-
DIMETHYL-3-0X0-2,3- Y
DIHYDRO-4H-1,4-BENZOXAZIN- Y .
4-YL]JETHYL}YACETAMIDE

41G 2.84 25)-6-(2,4-DIAMINO-6- '
ETHYLPYRIMIDIN-5-YL)-2-(3,5- 2 ﬁ
DIFLUOROPHENYL)-4-(3- i f‘ N

METHOXYPROPYL)-2H-1,4- ;
BENZOXAZIN-3(4H)-ONE

S1G 2.00 6-(2,4-DIAMINO-6-
ETHYLPYRIMIDIN-5-YL)-4-(3-
METHOXYPROPYL)-2,2- gue
DIMETHYL-2H-1,4- I
BENZOXAZIN-3(4H)-ONE

D’apreés le tableau V.4, il est utile de rappeler que parmi les 68 inhibiteurs dockés, le
composes PZ1 dont le nom chimique (6R)-6-({[1-(3-HYDROXYPROPYL)-1,7-
DIHYDROQUINOLIN-YL]JOXY}METHYL)-1-(4-{3[(2METHOXYBENZYL)OXY]PR

OPOXY}PHENYL)PIPERAZIN-2-ONE avec une affinité égale a 6.49 M se présente
comme I’inhibiteur le plus puisent de la rénine. Pour cela nous avons choisis ce composé
comme modele afin d’interpréter leurs différentes interactions établies entre la rénine et cet

inhibiteur.
11.4. Analyse visuelle des interactions « 1HRN-inhibiteur PZ1»
11.4.1. Interaction complexe 1IHRN- PZ1

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs de la rénine, il nous a semblé
judicieux d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’inhibition mis en place par le meilleur
inhibiteur de notre cible enzymatique. Il s’agit de la molécule PZ1 issue de la PDB dont
I’affinité égale a 6.49 M. La visualisation des interactions de ce composé au sein du site actif
de la rénine a été réalisée a 1’aide des programmes Discovery Studio Visualizer pour

visualiser et analyser le nombre et le type de liaison formant ce complexe (Figure V.5)
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L’avantage majeur de ce programme est de donner des informations détaillées sur les liaisons

hydrogéne ainsi que les interactions hydrophobiques établies. En effet :

Figure V.4. Analyse visuelle par Discovery studio visualizer du mode d’interaction de

I’inhibiteur PZ1 avec le site actif de la 1HRN.

11.4.2. Les acides aminés du site actif de I'enzyme Rénine (Code : 1IHRN)

La détermination des résidus d’acides aminés de site actif de notre cible pouvant
intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand est cruciale pour pouvoir réaliser un

criblage virtuel in silico. De ce fait, les acides aminés du site actif sont (Figure V.6) :

Thrl2. GIn13. Val30. Asp32. The33. Gly34. Ser35. Trp39. Typ75. Leu73. Tyr75. Ser76.
Thr77. Gly78. Prolll. Phell2. Met113. Leull4. Alall5. Glull6. Phell7. Gly119.
Vall120. GIn128. Leu213. Asp215. Thr216. Gly217. Ala218. Ser219. Tyr220. Ser222.
Met289. 11e291, Thr295. Thr298. Ala300.
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Figure V.5. Structure 3D de code 1HRN avec le site de liaison de 1’enzyme rénine.
11.4.3. Analyse visuelle des interactions IHRN-PZ1.

La simulation des interactions du complexe 1HRN-PZ1 par docking moléculaire avec
Surflex-dock donne une affinité égale a 6.49 M qui se manifeste par la mise en place de sept

liaisons hydrogene dans le site actif de I’enzyme rénine (figure V.7). En effet :

e Trois liaisons hydrogéne sont formées entre le groupement hydroxyle des résidus
GIn128, Gly34 et Try220 avec les hydrogenes de inhibiteur PZ1.

o La 4™ et la 5°™ liaison est établi entre groupement carbonyle de I’inhibiteur PZ1 et

groupement hydroxyle ainsi que I’hydrogene de résidu Ser222.

e La 6™ liaison est formée entre le carboxyle de I’inhibiteur et le groupement amine de

résidus Tyrl4.

e La derniere liaison H est établi entre I’oxygeéne d’inhibiteur et I’'une des atomes H de

résidu GIn13.

72



CHAPITRE V

Résultats et Discussions

—

GLN128

\SER222

B TYR220

Figure V.6. Représentation des liaisons hydrogéne formées par I’inhibiteur PZ1 dans le site

actif de la 1HRN.

Les interactions hydrogéne ainsi que la distance de chaque liaison sont résumé dans le

tableau V.5 ci-contre :

Tableau V.5. Les sept ponts formés par le composé PZ1 et les résidus du site actif de la

rénine.
Liaisons Atomes du ligand- Atomes et résidus du Distance (A)
site actif
1 C-Ht =  0-GIn128 2.48 A
2 CHs — O Gly34 214 A
3 C-Hu —— O-Try220 2.26 A
4 O ———— H-Oc-Ser222 A 1.79 A
5 0 H-Cr-Ser 222 A 2.99 A
6 o) H-N-Tyr 14 2.06 A
7 0 H-Ca-GlIn 13 253 A
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De plus, la stabilité de cet inhibiteur au sein du site actif est assurée également par de
nombreuses interactions hydrophobiques faisant intervenir les résidus Val30, Val120, Try75,
Ala218, Ala300, 11e291, Leu73 et 11e130.

/4
ILE291

\\

_
WVAL120 VAL30

Figure V.7. Représentation des interactions hydrophobiques formées par le composé PZ1 et
le site actif de la 1HRN.

I11. Proposition de nouveaux inhibiteurs de la rénine

I11.1. Criblage virtuel basé sur la structure de ’enzyme rénine

Le criblage virtuel assisté par 1’ordinateur est une technique bien établie, qui est
maintenant couramment utilisée dans le processus de conception de médicament. Il cherche a
identifier dans des chimiotheques électroniques (banque de données de ligands) des petites
molécules susceptibles de former des interactions de faible énergie avec la cible thérapeutique
sélectionnée et de modifier un mécanisme moléculaire [117, 118]. De ce fait, I’idée principale
de criblage in silico est de tester d’abord les petites molécules par calcul afin de réduire le
nombre de composés qui doivent étre criblés expérimentalement réduisant ainsi le temps et le

cout des expériences physiques [119].

Dans le but d’optimiser de I’activité de I’inhibiteur PZ1 (inhibiteur de référence), nous
avons appliqué un criblage basé sur la structure de la protéine ciblée, grace a la réalisation

d’un docking moléculaire par le logiciel Surflex-dock d’une collection de 292 molécules
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similaire de I’inhibiteur PZ1 avec 88% de similarité. Ces composés chimiques sont

téléchargés a partir de la banque de donnée PubChem.

Nous avons comparé le score de docking de ces inhibiteurs (Affinité) a celui de
inhibiteur de référence et proposé les meilleurs vis-a-vis de notre cible enzymatique (la
rénine). Les résultats de simulation par Surflex-dock sont représentés dans le tableau V.6

suivant :

Tableau V.6. Résultats de docking avec le logiciel Surflex-dock dans le site actif de la rénine.

Code de ligand Affinité (M?) Code de ligand Affinité (M)
C1D50999044 6.56 CID9276830 4.14
CI1D44402917 5.65 CID9276831 5.24
C1D44402915 5.32 CI1D9430399 6.63
CI1D44402912 6.51 CI1D9430400 4.40
C1D44402909 6.36 C1D9430401 4.29
C1D44402907 5.99 CID12370883 2.90
C1D44402903 5.75 C1D16302649 5.16
C1D44402902 6.50 CID16891655 5.76
CI1D44402901 5.45 C1D16892156 7.34
C1D44402900 6.18 CID16893039 5.52
C1D44402899 6.37 CID16893110 5.59
C1D44402898 6.46 C1D16893124 5.04
C1D44402897 7.09 CID16894939 3.83
CI1D44402896 5.45 C1D18083499 5.93
C1D44402892 6.24 CID18083535 4.50
CI1D44402891 5.75 C1D18583659 4.06
C1D44402889 6.73 CiD20846112 5.83
C1D44402259 4.48 C1D25441528 4.92
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C1D44401948 6.54 CID25441533 3.74
C1D23586140 5.56 CID30774098 5.56
CID11214666 6.28 CID30774099 5.36
CID831396 5.69 CID30851164 4.27
C1D143978947 6.51 CID42266490 6.36
C1D142950305 4.82 CID43996690 5.16
CID90717914 4.54 CID43996705 3.81
C1D69908325 6.45 CID45766720 3.64
CID67009799 6.20 CID46663116 4.66
C1D60120825 4.88 CID46677651 3.51
C1D60120804 6.29 CID47005824 4.39
C1D60120800 6.45 CID51116852 3.68
C1D54584263 6.36 CID51167535 3.76
C1D45376365 6.23 CID16892940 6.39
C1D44402913 6.24 CID16892954 4.39
C1D44402908 6.09 CID44401949 5.93
C1D60120713 3.83 CID17988681 7.15
C1D60120712 6.81 CID16894925 4.17
CID57403876 5.97 CID110900386 5.44
CID57398589 4.93 CID12152752 3.40
CID57398554 4.02 CID137349903 5.11
CID57397827 4.28 CID5305955 5.13
CID57396024 2.70 CID6955292 5.62
CID47072914 3.94 CID7186407 7.18
C1D22831977 3.44 CID7186409 5.85
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C1D21916737 5.21 CID7357356 5.22
CID7452460 5.54 CID8453988 6.17
C1D7928278 6.02 CID8453989 4.98
C1D7928281 4.74 CID8474340 2.99
C1D8373609 5.17 CID8474341 2.86
CID8373661 4.38 CID8474346 4.78
C1D8435630 6.32 CID8474347 491
CID8435631 6.09 CID8474351 4.63
C1D8435949 6.22 CID8474352 3.98
C1D8449290 5.04 CID8479290 5.60
C1D8449291 6.61 CID8479291 5.37
C1D8479293 4.84 CID108984355 6.83
C1D8479294 4.82 C1D108994852 6.83
CID8690757 4.55 CID108995007 5.96
CID8690758 4.93 CID109006474 5.09
CID8703598 5.86 CID109893067 5.84
CID8703599 4.61 CID109920307 4.50
CID8711354 4.02 CID110877862 5.76
CID8711355 3.38 CID109973805 5.50
CID8711662 4.28 CID110881453 5.16
CID8711663 5.47 CID110900387 4.70

C1D110900394 6.18 CID113177525 4.43
C1D110900395 5.17 CID120753741 4.32
C1D110900397 4.23 CID120754010 4.38
C1D111382218 5.29 CID124432651 5.52
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C1D112023559 4.43 CID124454224 4.72
C1D112290990 4.58 CID124457794 4,94
Cl1D112345278 4.68 CID124671936 7.60
C1D112345299 5.92 CID126779067 5.67
C1D112350400 6.11 CID129008825 7.60
C1D113173882 4.16 CID131909453 5.50
CID133078444 1.52 CID133741061 4.19
C1D133562175 5.34 CID133932463 5.37
CID133729751 3.91 CID142950196 4.25
C1D133729923 5.51 CID143979063 5.36
C1D133741002 5.05 CID52507270 3.71
C1D154307509 5.70 CID52507271 3.94
C1D154216588 5.97 CID54822086 4.67
C1D154170123 3.33 CID54824094 3.51
CI1D154151296 5.07 CID54825335 4.08
C1D154148074 4.37 CID55430789 4.02
C1D154142969 5.14 CID55850754 4.40
C1D154134882 3.73 CID55869108 3.91
C1D142950333 5.00 CID56569985 3.14
C1D142950284 5.18 CID60346401 5.69
C1D141602751 5.52 CID60373629 3.80
CID138517691 3.94 CID60461044 4.40
C1D135008018 4.79 CID60511786 4.87
C1D121394915 5.76 CID60542282 5.36
C1D121393875 6.65 CID60542311 5.73
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C1D117934345 6.38 CID60607822 4.49
C1D95854073 4.62 CID60980088 5.27
C1D85435694 4.35 CID65519452 6.39
CI1D75020009 5.62 CID71846088 4.93
Cl1D71887198 3.93 CID71925884 4.45
C1D70341907 4.76 CID72111240 5.04
CID70341157 5.27 CID 75374995 6.14
C1D69909070 6.52 CID 78795506 4.75
C1D69908470 6.81 CID78795546 4.62
C1D69908314 3.28 CID 78880753 4.79
C1D69878127 5.80 CID79281804 5.28
CID69878125 3.39 CID86768977 7.76
C1D69878123 6.94 CID86768978 5.19
C1D69878113 3.40 CID86768982 4.74
CID69877691 291 CID86768984 4.61
C1D69876930 5.92 CID86859054 4.64
C1D69876926 5.29 CID86894967 6.00
C1D69401027 4.08 CID86895164 4.95
C1D60120828 5.10 CID90534569 5.99
C1D60120815 7.00 CID90535886 3.90
C1D60120791 6.08 CID90535909 4.32
C1D60120790 5.06 CID90535923 4.51

C1D601120765 4.64 CID90535925 4.44
C1D60120738 6.46 CID90598224 5.74
C1D60120717 5.15 CID92593858 5.05
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CID95785959 5.18 CID98597334 5.94
C1D95785960 5.09 CID99850771 4.23
C1D97015640 4.75 CID10851445 4.48
CID97015641 5.62 CID97219286 5.66
C1D97219285 7.10

111.2. Molécules sélectionnées comme nouveaux inhibiteurs

D’aprés le résultat de tableau V.6 précédant, les deux similaires CID124671936 et

CID86768977 se revelent comme les meilleurs inhibiteurs pour notre enzyme, avec une forte
affinité (7.60 M et 7.76 M respectivement), supérieur a celle de I’inhibiteur PZ1 (6.49 M%),

les inhibiteurs proposés sont représentés dans le tableau V.7 suivant.
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Tableau V.7. Donneées chimiques et structurales des inhibiteurs sélectionnés comme

Le code de Structure Nom chimique Affinité
Pinhibiteur (M1
CID : 2-[(14E, 16S, 17S)-8-(1,3- 7.76
86768977 0 \l . dihydroxypropan-2-
@_ ylamino)-2-0xo0-12-oxa-1,4-
X “L diazatricyclo[14.3.1.06,11]ic
4&\,}(‘} ’ 0sa-6(11),7,9,14-tetraen-17-
4 3: yl]-N-(2-morpholin-4-
T ylethyl)acetamide
%
0
CID " 2-[(14Z, 16S, 17S)-8-(1,3- 7.60
124671936 Hy Lo dihydroxypropan-2-
; J@ ylamino)-2-oxo-12-oxa-1,4-
{ N O diazatricyclo[14.3.1.06,11]ic
? Qv\%H 0sa-6(11),7,9,14-tetraen-17-
DﬁN/; yl]-N-(2-morpholin-4-
f ylethyl)acetamide
)

V. Etude des interactions de la rénine avec les deux composés proposés

A T’heure actuelle, il n’existe qu’un seul médicament mis sur le marché pour traiter
I’HTA en inhibant la rénine. Ce criblage fait ressortir les composés présentés dans le tableau

V.7 comme nouveaux inhibiteurs théoriquement puissants envers la rénine.

Dans un premier temps, nous avons jugé intéressant de voir le positionnement et de
comprendre les mécanismes mis en jeux dans I’interaction de ces composés avec le site actif
de la rénine. Pour ce faire, nous avons utilisé les programmes de visualisation moléculaires

Discovery Studio Visualizer.
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V.1

Interaction de complexe 1HRN-CID86768977

Le score de docking s’évaluant a 7.76 M™ qui est calculé par le programme

Surflex-dock. Le composé CID86768977 se présente comme meilleur inhibiteur sorti de ce

criblage. L’analyse visuelle montre que ce composé inhibe la rénine en formant 6 liaisons

d’hydrogéne avec le site actif de cette enzyme (figure V.9).

Une liaison hydrogéne est formée entre le groupement hydroxyle de résidus Thrl2 et
I’hydrogéne de I’inhibiteur CID86768977 avec une distance égale a 2.63 A.

Un pont hydrogéne est formé entre le groupement hydroxyle de résidus Thr77 et le
carbonyle de cet inhibiteur avec une distance égale 4 1.74 A.

une liaison établie entre I’hydroxyle de résidu Asp215 et I’hydrogeéne de I’inhibiteur
CID86768977 avec une distance égale a 2.49 A.

Deux liaisons H établis entre le carbonyle de résidus Gly34 et Asp32 I'un des
groupements amine de 1’inhibiteur CID86768977 avec une distance égale a 2.00 A,
1.87 A respectivement.

La 6°™ liaison est réalisée entre ’oxygéne de résidu Asp32 et I’hydrogéne de cet

inhibiteur avec une distance de 3.03 A.

Dans le tableau V.8 ci-dessous nous avons résumé ces différentes liaisons.

Tableau V.8. Les différentes interactions formées par le composé CID86768977 avec le site

actif de la rénine.

Liaisons Atomes du ligand- Atomes et résidus du Distance (A)
site actif
1 C-H — H-Og1-Thr12 2.63
2 o — H -Oa-Thr77 1.74
3 CH —— Op»-Asp215 2.49
4 NH — O-Gly34 2.00
5 NNH _—— Ops-Asp32 1.87
6 CH —  Opz2-Asp32 3.03
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Figure V.8. Représentation des interactions hydrogéne formées par le similaire CID86768977
dans le site actif de 1THRN.

La stabilisation de complexe (IHRN- CID86768977) est également réaliser par la
formation des interactions hydrophobiques entre cet inhibiteur et les acides aminés de site
actif de la LHRN. Elles sont réalisées avec les résidus suivants : Phel117, Val30 et Tyr75.
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Figure V.9. Représentation des interactions hydrophobiques formées par 1’inhibiteur

CID86768977 avec la rénine.
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IV.2. Interaction de complexe 1HRN-CID124671936

Le composé CID124671936 est consideré comme deuxiéme meilleur inhibiteur sorti de

notre criblage virtuel avec un score égal a 7.60 M. Ce score peut étre expliqué par la

présence de 5 liaisons d’hydrogene avec le site actif de la rénine.

La 1% liaison hydrogeéne est formée entre le groupement hydroxyle du résidu Thr77 et
’oxygéne de I’inhibiteur CID124671936 par a distance de 1.73 A

La 2°™ liaison entre le carbonyle de résidu Glu34 et le groupement amine de

I’inhibiteur par une distance égale a 2.02 A.

La 3°™ liaison entre le carbonyle de 1’acide aminé Asp215 et 1’hydrogéne de cet

inhibiteur avec une distance égale & 2.47 A.

La 4°™ liaison hydrogéne est établi entre le carbonyle de 1’acide aminé Asp32 et le

groupement amine de cet inhibiteur.

La 5% liaison entre le carbonyle de I’acide aminé Asp32 et I’hydrogéne de
I’inhibiteur CID124671936.

Dans le tableau V.9 ci-dessous nous avons résumé ces différents ponts.

Tableau V.9. Les cing ponts formés par le composé CID124671936 et les résidus du site actif

de la rénine.
Liaisons Atomes du ligand- Atomes et résidus du Distance (A)
site actif
1 @) H-Og1- Thr 77 1.73
2 N-H O-Glu 34 2.02
3 C-H Opz- Asp 215 2.47
4 N-H Op2- Asp 32 1.85
5 C-H Opz- Asp 32 2.97
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= ASP215

THR7Z7

=

Figure V.10. Représentation des interactions hydrogéne formées par le similaire
CID124671936 dans le site actif de 1HRN.

De plus, la visualisation des résultats du docking montre que I’inhibiteur
CID124671936 forme avec le site actif de la rénine plusieurs interactions hydrophobiques qui
assurer la stabilité du complexe (1IHRN-CID124671936) avec les résidus Val30, Try75 et
Phell7.

]

PHE117

WALS0

Figure V.11. Représentation des interactions hydrophobiques formées par I’inhibiteur
CID124671936 avec la 1HRN.
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1V.3. Prédiction de la similarité médicamenteuse

L’application de la méthode de filtrage ADME-Tox a été cruciale pour mener a bien
cette étude, en utilisant les serveurs SwissADME et PreADMET. Pour obtenir les parametres
physico-chimiques, pharmaceutiques et toxicologiques des meilleurs inhibiteurs étudiés les
tableaux suivants indiquent les valeurs des propriétés observées.

IV.4. Propriétés physico-chimiques
Les propriétés physico-chimiques de I’inhibiteur PZ1 ainsi que les deux similaires

proposés sont calculés, en utilisant le serveur SwissADME.

Tableau V.10. Critéres de la regle de Lipinski et veber a partir de serveur SwissADME

Propriété PZ1 CID86768977 CID124671936
Poids moléculaire
584.68 g/mol 545.67 g/mol 545.67 g/mol
(9/mol)
Nombres donneurs de
o 1 5 5
liaison H
Nombre d’accepteurs
o 7 8 8
de liaison H
LogP 0.32 0.64 0.64
Nombre de liaison de
_ 15 10 10
rotation
TPSA (A2 93.70 A2 135.63 A2 135.63 A2

Le tableau V.10 ci-dessus nous éclairons que les trois composés PZ1, CID86768977 et
CID124671936 étudiés sont respectent la regle de Lipinski ainsi que celle de Veber, qui sont

acceptées comme conditions préalables a une bonne biodisponibilite.

Les deux inhibiteurs proposées CID86768977 et CID124671936 possédent de méme
propriétés physicochimiques qui sont mieux que l'inhibiteur de référence PZ1 tel que le
nombre de liaisons de rotation ou de liaisons flexibles, le nombre de donneurs et d’accepteurs
de liaison H, par contre le poids moléculaire de ces inhibiteurs est un peu élevée (> 500

g/mol). En effet, les valeurs de la surface polaire topologique (TPSA < 140 A2) les plus basses
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donnent toujours de bons résultats. En observant les valeurs de lipophilie (LogP) de nos
composés, nous remarquons qu'ils ont tous des valeurs inférieures a 5 donc ils peuvent étre

facilement absorbés dans le corps.

Les résultats des deux régles de Lipinski et de Veber nous admettent de dire que les

deux inhibiteurs proposés possédent une bonne biodisponibilité par voie orale.
IVV.5. Propriétés pharmacocinétiques

Pour prédire les propriétés pharmacocinétiques des composés apres donnés par docking

moléculaire les meilleures affinités, nous avons utilisé le serveur SwissADME.

Tableau V.11. Propriétés pharmacocinétiques des inhibiteurs a partir de serveurs

SwissADME.
Propriétés Pz1 CID86768977 CID124671936
Absorption gastro- Faible Faible Faible
intestinale
Perméabilité de la Non Non Non
barriéere hémato-
encéphalique (BBB)
Inhibition de CYP1A2 Non Non Non
Inhibition de CYP2C19 Oui Non Non
Inhibition de CYP2C9 Oui Non Non
Inhibition de CYP2D6 Non Non Non
Inhibition de CYP3A4 Oui Non Non

D'aprés les resultats obtenus des propriétés pharmacocinétiques dans le tableau au-
dessus (Tableau V.11). Nous avons noté que les trois composés ont montré une faible
absorption au niveau gastro-intestinale, ces composés ne peuvent pas traverser bien la barriere
gastro-intestinale pour atteindre la circulation sanguine. Nous avons noté également, que les
trois inhibiteurs étudiés ne présentent pas une capacité élevée a franchir la barriére hémato-
encephalique (imperméable). Concernant l'inhibition des différentes isoformes du cytochrome
P450, les résultats montrent le composé PZ1 ont un effet inhibiteur potentiel envers seulement

3 parmi les 5 isoformes du cytochrome P450, et pour les deux autres composés
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(CID86768977 et CID124671936) ils ne sont pas des inhibiteurs pour les isoenzymes
cytochrome P450. Etant donné que les changements dans les activités enzymatiques de ces
enzymes peuvent avoir un impact sur la fagon dont les médicaments sont métabolisés, leur

inhibition est une source importante d’interactions médicamenteuses indésirables.
IV.6. La toxicité

Pour Vérifier la toxicité des inhibiteurs étudiés, plusieurs éléments ont été déterminés in

silico. Dans le tableau V.12 ci-dessous nous avons résumeé ces parametres.

Tableau V.12. Le profil de toxicité relative des composés étudiés obtenus a partir de serveur

PreADME.
Parametre PZ1 CID86768977 CID124671936
Carcino_souris négative Négative négative
Carcino_rats positive Positive positive
Test d’Ames Mutagene Mutagene Mutagéne
Inhibition de hERG risque moyen risque moyen risque moyen

D’apres les résultats obtenus dans le tableau V.12 nous remarquons que :

e Les trois composeés présentent des propriétés cancérogénes négatives concernant le test

sur les souris et positives sur les rats ;

e Nous avons également remarqué que trois inhibiteurs étudiés ont des effets mutagénes

qui peuvent donc induire changements génétiques.

e En ce qui concerne le test d’inhibition du géne hERG, nous avons constaté un résultat
moyen pour les trois composés. Il a été établi que 1’inhibition du géne hERG prolonge

le potentiel d’action cardiaque et provoque une crise cardiaque.

En conclusion, les deux inhibiteurs proposés ont un profil ADMET favorable pour une
application biologique ce qui ouvre la voie a son optimisation et développement, en tant que

candidat médicament.
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Conclusion

CONCLUSION

L’objectif primordial de notre recherche consiste a acquérir des compétences aux
méthodes bio-informatiques, en particulier le criblage virtuel réalisé par le logiciel Surflex-
dock, afin d’identifier in silico de nouvelles molécules agissant sur la rénine ; c’est une cible
enzymatique potentielle intrigante pour le développement de nouveaux traitements contre

1I’hypertension artérielle.
Pour atteindre cet objectif nous avons réalisé plusieurs étapes :

Dans la premiere étape de ce travail, nous avons tenté de tester la capacité de logiciel
Surflex-dock a prédire I’emplacement correct d’un ligand au niveau de son récepteur. Afin de
confirmer qu’il s’agit d’un programme approprié¢ pour notre étude, nous avons appliqué deux

tests :

e Le premier test est le RMSD, il est frequemment utilisé pour valider le processus
d’amarrage moléculaire. Sur les 150 complexes protéine-ligand pris
arbitrairement de la PDB, 88% ont présentés des valeurs de RMSD inférieur ou
égale a2 A.

e Le deuxiéme test est I’analyse visuelle par le programme Discovery Studio
Visualizer. C’est une €tape cruciale pour assurer la validité du logiciel Surflex-
dock. Il permet aux utilisateurs de confirmer la position d’un ligand a I’intérieur

de site de liaison d’une cible enzymatique.

Ces tests nous fournissent la preuve que Surflex-dock est un programme de criblage

virtuel tres fiable et qu’on peut utiliser en toute confiance dans notre recherche.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons mis en évidence les meilleurs
inhibiteurs de la rénine parmi les 68 composés provenant de la PDB. Le composés PZ1 avec
une affinité égale a 6.49 M se présente comme I’inhibiteur le plus puisent de notre cible

enzymatique.

La troisiéme partie a été consacrée a la recherche de nouveaux inhibiteurs plus efficaces
de la rénine. Pour cela, nous avons appliqué un criblage de 292 similaires de composés PZ1
issus de la base de données PubChem avec un taux de similarité de 88%. Nous retenons les
similaires CID86768977 et CID124671936 comme meilleurs inhibiteurs de I’enzyme rénine,

avec des affinités supérieures a celle du ligand de référence (PZI).
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Il était crucial de terminer cette étude, en appliquant la méthode de filtrage ADME-Tox
afin de nous informer sur les caractéristiques physico-chimiques, pharmaceutiques et
toxicologiques des molécules suggérées. L’évaluation de plusieurs propriétés a révélé que les

inhibiteurs CID86768977 et CID124671936 ont un bon profil ADME-Tox.

Enfin et pour conclure, on peut dire que les résultats obtenus sont encourageants et
peuvent aider au développement de nouveaux candidats médicaments de 1’hypertension

artérielle.

A la suite de nos recherches, nous offrons nos perspectives futures pour la découverte

de nouveaux inhibiteurs de la rénine qui sont :

o |l faut utiliser d'autres logiciels de criblage virtuel plus fiable que surflex-dock

pour prouver nos résultats tels que FlexX, Gold, Glide... etc ;

e Utiliser d’autres base de donner pour trouver des nouveaux inhibiteur plus
efficace de la rénine comme la base de donner Drug Bank et Zinc ;

e Acheter les meilleurs inhibiteurs choisis a partir des fournisseurs qui se trouvent

en Europe ;

e Des études in vitro et in vivo pour est nécessaire pour Vérifier et confirmer les
résultats théoriques obtenus in silico.
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Theme : Criblage in silico pour I'identification de nouveaux inhibiteurs de la Rénine : cible
thérapeutique validée pour le traitement de I'hypertension artérielle.

Résumé

L'hypertension artérielle une condition médicale plus fréquente des pathologies
cardiovasculaires caractériser par une pression artériel élevé dans les vaisseaux sanguins et
l'augmentation le taux de la rénine au niveau rénale. Dans ce contexte, que nous orientons notre
travail vers la recherche in silico des nouveaux inhibiteurs de la rénine ; cible thérapeutique
validée pour le traitement de la maladie de I'hypertension artérielle.

Notre travail avait pour objectif primordial I’acquisition des compétences en modélisation
moléculaire, plus exactement le docking moléculaire par le logiciel Surflex-dock, afin de
proposer de nouveaux inhibiteurs de notre cible thérapeutique.

Le programme de criblage virtuel Surflex-dock a été développé pour aider & la mise au
point des molécules a activité thérapeutique. Avec un taux de valeurs de RMSD inférieures ou
égales a 2 A (86%), les performances du programme Surflex-dock sont avérées. Ce test a été
suivi d’une analyse visuelle de la superposition des ligands co-cristallisés et ceux obtenus par le
docking avec Surflex-dock. Ces tests nous permettent de considérer Surflex-dock comme un
programme de docking hautement performant.

Suite aux tests de fiabilité, nous nous sommes fixés comme autre objectif de découvrir de
nouveaux inhibiteurs plus puissants de la rénine. Pour ce faire, nous avons réalisé un criblage de
292 molécules issues de la chimiotheque PubChem envers le site actif de la rénine, nous a permis
d’évaluer leurs scores et de faire ressortir les composés CID86768977 et CID124671936, comme
nouveaux inhibiteurs potentiels et puissants de la rénine, et pour lesquels nous avons fait une
analyse détaillée des diverses interactions. Enfin, la prédiction in silico de la similaire
médicamenteuse nous renseigne de maniére positive sur les propriétés ADME-Tox de ces
nouveaux COMpPOSeS Proposes.
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