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Résumé

Notre travail s’inscrit dans le courant de la recherche de nouveaux inhibiteurs de
I’acetylcholinestérase, cible thérapeutique validée pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer, nous avons donc mené une enquéte sur les médicaments a base de plantes
médicinales les plus populaires pour la prévention de cette maladie. Ou nous avons étudié
cing composés de la plante Linum usitatissimum L par la modélisation moléculaire par le
docking moléculaire. Et en le comparant avec les molécules étudiées (Donepezil,
rivastagimine, Galanthamine, Memantine). Le Docking moléculaire nous a permis de
proposer le SDG comme inhibiteur potentiel de l'acétylcholinestérase avec une énergie

dintiraction de 9,1 kcal.
Mots clés : Inhibition acétylcholinestérase ; Docking moléculaire ; maladie d’Alzheimer.

Abstract

Our work is part of the current search for new inhibitors of acetylcholinesterase; a validated
therapeutic target for the treatment of Alzheimer's disease, so we conducted a survey of the
most popular herbal drugs for the prevention of this disease. Where we studied five
compounds of Linum usitatissimum L by molecular modeling by molecular docking . And
comparing it with the studied molecules (Donepezil, rivastagimine, Galanthamine,
Memantine). Molecular docking allowed us to propose SDG as a potential inhibitor of

acetylcholinesterase with an extraction energy of 9.1 kcal.

Keywords: Acetyl cholinesterase inhibition; molecular docking; Alzheimer's disease.
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INTRODUCTION

Avec le vieillissement de la population, la maladie d’Alzheimer est devenue un
probleme majeur de santé publique. C’est une maladie neuro-dégénérative des tissus
cérébraux entrainant la perte progressive et irréversible des fonctions mentales. Principale
cause de démence chez les personnes agées, la maladie d’Alzheimer touche environ 24
millions de personnes a travers le monde (Cummings, Cole., 2002).

Ce mot provoque a lui seul de la peur, de I’inquiétude face a une maladie si déroutante
et mystérieuse, car les gens sont terrorisés a I’idée de perdre la mémoire, et beaucoup de
malades souffrent de la honte que leur procure cette maladie. Selon un rapport récent (2016)
de I'Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 47,5 millions de personnes souffrent
de démence, avec 7,7 millions de nouveaux cas chaque année. En fait, la démence devrait
toucher 5 a 8% des personnes de plus de 60 ans dans la population générale. En outre, le
nombre de personnes atteintes de démence devrait étre de 75,6 millions en 2030 et de 135,5
millions en 2050, soit presque le triple de la population touchée. Parmi les différentes causes

de démence, la MA est observée dans 60 a 70% des cas (Kahlouche , Ziouane .,2018).

De nombreuses études indiquent que les lésions engendrées lors de la maladie
d’Alzheimer touchent principalement les voies cholinergiques. Il en résulte une diminution
parfois massive des taux de neurotransmetteurs circulant dans le cerveau. Le déficit en
acetylcholine peut atteindre jusqu’a 90% dans les stades sévéeres de la maladie et concerne
le néocortex, I’hippocampe, le noyau basal de meynert, le striatum et le thalamus e (Khan,
2009 ; Y-M. Liu et al., 2017).

Pour compenser le déficit en Acétylcholine, les médecins font habituellement appel
aux inhibiteurs de I’acétylcholinestérase. Ces molécules empéchant la dégradation de
I’acetylcholine au niveau de la fente synaptique ont montré leur efficacité en soulageant
quelques symptomes liés a la maladie d’ Alzheimer. C’est a cette approche du traitement par

inhibition de I’AChE que nous nous intéressons dans le présent travail (Gustafon .,1993).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéresses a utiliser la modélisation moléculaire,
en utilisant le « moléculaire docking » pour eétudier l'inhibition de la cholinestérase
(acétylcholinestérase et butylcholinestérase) par un groupe de plantes médicinales connues
pour aider a protéger contre la maladie d'Alzheimer afin de mieux comprendre les

mécanismes d'action de cette enzyme et contribuent au développement d'inhibiteurs.




INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont également utilisées par la médecine moderne,
constamment & la recherche de nouvelles molécules pour le développement de médicaments.
On estime que 80 % de la population mondiale dépend directement des plantes medicinales

pour ses soins de santé ( wiley, limited.,1982).

Récemment, la méthode de docking moléculaire a gagné beaucoup d’intérét dans des
nombreuses stratégies de développement de médicaments, elle permet d’identifier des
nouvelles substances thérapeutiques sur la base de la structure d’une cible protéique
(Behihou , Ikhlef ., 2018).

L’objectifs de notre travail est I’utilisations des molécules d’origine naturel trouvez en
abondances dans les plantes médicinales et de faire un criblage pour mettre en évidence les
meilleurs inhibiteurs de I’acétylcholinestérase humaine et d’élucider les mécanismes

d'interaction entre ces inhibiteurs et I’enzyme étudier.
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I. la maladie Alzheimer
I. 1. Historique

C’est le Dr Alois Alzheimer, un neurologue allemand, qui a donné son nom a cette
maladie, qu’il a identifiée en 1906 au moment de I’autopsie d’une femme morte de démence.
Il avait observé dans le cerveau de celle-ci des plagues anormales et des enchevétrements de
cellules nerveuses desormais considéres comme les signes physiologiques principaux de la
maladie d’Alzheimer (AMAOUCHE , BOUZID .,2020).

L’histoire de la maladie d’Alzheimer s’inscrit dans celle du concept de démence

comme dans celle de la vie d’ Alzheimer.

- 1906 : premiere description des symptdmes par un médecin allemand Alois
Alzheimer.

- 1960 : Alzheimer enfin connue comme une maladie.

- 1963 : identification d’un géne comme facteur de risque de la maladie.

- 1997-2000 : premiers tests de traitements et essais sur modéle animal.

De nos jours : la recherche continue (Abderrahmane, Ouali.,2017).

Figure 1 : Dr. Alois Alzheimer 1862-1915
I. 2. Définition

La maladie d’Alzheimer se définit comme une affection dégénérative du cerveau qui
associe des troubles prédominants de la mémoire, des troubles cognitifs et/ou du

comportement ayant un retentissement sur la vie quotidienne des patients) .
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Deux mécanismes de lésions sont repérés. Le premier étant I’accumulation au niveau de
cerveau d’une protéine amyloide. Ces protéines forment une plaque sénile qui va
progressivement entrainer la mort des neurones . Le deuxieme est une «dégénérescence
neurofibrillaire>> due a un exces de protéine TAU qui colonise progressivement I'ensemble

de cerveau ( Alzheimer.,2006).

I. 3. Systeme nerveux

I. 3.1. Description et évolution du cerveau au cours de la maladie d’Alzheimer

Le cerveau est composé de 100 milliards de cellules nerveuses (neurones) qui forment
un immense réseau de communication par des connexions entre elles. Il existe toute une
organisation des cellules nerveuses réparties en groupes qui ont tous un réle précis (pensée,
apprentissage, mémoire, vue, odorat, ouie), chaque cellule nerveuse est approvisionnée,
génere de I'énergie, construit un équipement et se debarrasse des déchets. Traitement et
stockage des informations, communication entre les cellules, tout cela fait fonctionner le
systeme nerveux, qui doit étre convenablement oxygéné (Degandt.,2019). A savoir que
lorsque les pertes de mémoire apparaissent, des changements microscopiques ont déja eu
lieu dans le cerveau.

Région pariétale
Région motrice

Mouvements valontaires
Région frontale

égion occipitale
Région visuelle

Région temporale
Mémoire a long terme
Cortex entorhinal et hippocampe

Figure 2 : Schéma récapitulatif (visualisation des régions du cerveau)
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L'encéphale, plus communément appelé le cerveau est I'organe le plus puissant du corps

humain. Il peut étre séparé en 3 parties : cerveau, cervelet et tronc cérébral.

- Lecerveau contréle la pensée, la mémoire, la résolution des problémes, les sensations
ainsi que les mouvements.

- Le cervelet contréle la coordination et I'équilibre.

- Le tronc cérébral contrble les fonctions automatiques telles que la respiration, la

digestion, le rythme cardiaque et la pression arteriel (Menei.;2021).
I. 3.2. Avancée des lésions

Les dégénérescences neurofibrillaires se développent d'abord dans la région de
I'nippocampe, qui est essentiel a la mémoire et a I'apprentissage, et se propage ensuite aux

cortex associatifs frontaux et temporo-pariétaux a un stade avance de la maladie .

Au fur et a mesure que la maladie affecte chaque région, elle entraine la perte
spécifique de certaines fonctions cognitives. Cela résulte en des symptémes ou des
changements spécifiqgues dans le comportement de la personne (Abderrahmane,
OUALLI.,2017).

I. 3.3. Autres changements dans le cerveau
Autres changements dans le cerveau Dans un cerveau atteint d’Alzheimer :

» Le cortex se recroqueville et endommage les régions associées a la pensée, a la
planification et a la mémaoire.

» Le rétrécissement est particulierement marqué dans I'nippocampe, la (formation de
nouveaux Souvenirs).

» Les ventricules (des espaces remplis de fluide a I’intérieur du cerveau) grossissent.

» Sur I’image qui convient, on voit nettement le rétrécissement de la substance blanche

et grise, qui peut aller jusqu'a 50% (Zerroug.;2020).
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La maladie d'Alzheimer
Cerveau sain Cerveau atteint d'Alzheimer
Cortex cérébral : Le cortex se replie,
responsable du langage endommageant les zones
et du traiternent de impliquées dans la
l'information pensée, la planification et
la mérnaire

Les ventricules se
gonflent de liquide
céphalo-rachidien

L'hippocampe
rétrécit
sévérement

Hippocampe :
essentiel a la mémoire

Figure 3 : Comparaison entre un cerveau sain et un cerveau atteint d’ Alzheime
I. 4. Symptomes et Evolution de la maladie :

L’Alzheimer commence toujours par une phase asymptomatique qui peut durer plus
de 20 ans, au fur et a mesure qu’elle affecte les régions du cerveau, elle va entrainer la perte

de certaines fonctions ou habiletés.
I. 4.1. Symptomes cognitifs
Trouble de la mémoire

L’atteinte de la mémoire constitue I’élément central du diagnostic de la maladie
d’Alzheimer. Ce trouble d’apparition progressive et précoce, représente en général I’élément
pivot a I’origine de la consultation en raison de I’inquiétude qu’il suscite auprés de
I’entourage mais également, et dans de nombreux cas, chez le patient lui-méme (Amaouche,
Bouzid., 2020).

Apraxie : Trouble de la gestuelle

L’ apraxie est la difficulté a effectuer certains gestes connus, comme la manipulation
d’objets. Ceci s’explique par une atteinte du lobe pariétal gauche qui provoque une lésion
du systeme nerveux central. En aucun cas, I’apraxie signifie une atteinte des fonctions

motrices, sensitives ou coordonnatrices, on a donc une lésion cérébrale (Albaret.,2021).
Aphasie : Trouble du language

L aphasie est une difficulté de s’exprimer et de comprendre un langage écrit ou parle.
Lorsque le malade s’exprime, on a un décalage entre ce qu’il a voulu exprimer et ce qu’il a
réellement exprimé. Aucune atteinte des organes de phonation (langue, larynx), de
I’audition, de la vue (Amaouche , Bouzid.,2020).
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Agnosie : Troubles de la reconnaissance

Les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer deviennent incapables de
reconnaitre des visages et des objets. Le probleme ne se situe pas au niveau de la vision ou
de la memoire, mais d’une incapacité du cerveau a traiter I’information visuelle, auditive,
olfactive, etc. Autrement dit, le malade percoit les contours d’un objet/ visage, mais ne peut
lui donner une signification. Ce trouble peut constituer des problemes de sécurité (Doudrich
et al., 2006).

I. 4.2. Troubles psycho-comportementaux
Hallucination et délires :

En raison de changements complexes qui se produisent dans le cerveau, les personnes
atteintes de la maladie d'Alzheimer peuvent voir ou entendre des choses qui n'ont aucun
fondement dans la réalite. Les hallucinations impliquent d'entendre, de voir, de sentir ou de

ressentir des choses qui ne sont pas vraiment (Talbert et al., 2011).
L’errance et des objets égarés :

Chez les personnes atteintes d’une démence, le phénomene d’errance n’est pas inhabituel et
ils croient souvent avoir perdu leurs affaires et sont inquietes tant qu’on ne les a pas
retrouvées ; elles ont oublié ou elles ont mis I’objet ou qu’elles I’ont donné a quelqu’un
(Wainsten et al., 2017).

Changement d’humeur (labilité émotionnelle) ou de comportement :

Un malade peut changer brutalement d’humeur, passant du calme aux pleurs ou a la
colére, sans raison apparente, dans des circonstances qui d’ordinaire ne provoqueraient pas
une réaction pareille. Ces émotions extrémes sont causees par la maladie, elles ne constituent

pas une réaction a ce qui vient de se produire (Lucker et al.,2003).
I. 5. Les facteurs influencent le développement de la maladie

La particularité de la maladie d'Alzheimer est qu'elle est liée au vieillissement.
Les chiffres sont parlants. Les diverses causes de la maladie sont donc des accélérateurs du
vieillissement. La maladie peut étre provoquée par une multiplicité de facteurs. De plus, un
facteur seul n'a pas de poids. C'est I'addition de différents facteurs qui augmente la

probabilité de développer la maladie (Whitehouse, George.,2021).
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Donc, aucun de ces facteurs n'est LA cause de la maladie mais plusieurs de ces facteurs
mis ensemble aggravent la cascade d'événements qui conduit a la dégénérescence puis mort

des neurones.
I. 6. Tests utilisés pour diagnostiquer la maladie

Le médecin utilise les résultats de plusieurs examens médicaux pour poser un

diagnostic.

Diagnostiquer rapidement la maladie permet de retarder I’aggravation des symptémes. Et

donc de préserver le plus longtemps possible I’autonomie de la personne atteinte.
I.6.1. La premiere étape

Est la consultation chez le médecin généraliste. C’est lui qui, aprés une évaluation
globale, décide d’orienter la personne vers une consultation spécialisée (consultation
mémoire ou centre de consultation mémoire et de recherche) ou vers un spécialiste libéral

(neurologue ou psychiatre) (Abderranmane, Ouali.,2017).
I. 6.2. Un diagnostic pluridisciplinaire
Il doit comprendre :

Le bilan neuropsychologique : Le bilan neuropsychologique permet de déterminer les
troubles cognitifs du patient a travers une série de tests. Il évalue non seulement la mémoire
mais aussi d’autres fonctions cognitives telles que I’orientation dans le temps et dans
I’espace, le raisonnement, le langage, la compréehension et I’attention. Ces tests permettent
de distinguer des patients atteints d’une maladie d’ Alzheimer, méme a un stade trés précoce,
des personnes saines puis des patients atteints de démence. Cet examen est réalisé par un/une
neuropsychologue. Les tests sont adaptés au patient en fonction de son niveau socioculturel

et en fonction du stade d’evolution de la maladie (Petersen et al.,1999).

L’imagerie cérebrale : L’IRM (imagerie par résonance resonance magnétique) est un
examen paraclinique utile dans la mesure ou elle permet d’éliminer une autre affection
cérébrale. Elle peut également fournir des éléments en faveur du diagnostic en montrant
I’existence d’une atrophie des régions hippocampiques tres évocatrices de la maladie
d’Alzheimer ( Hantson, Duprez.,2009).
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I1. Acétylcholinestérases (AChE) (définition)

La Cholinestérase est une famille d'enzymes qui catalyse [I'hydrolyse du
neurotransmetteur acétylcholine (ACh) pour donner la choline et I'acide acétique C’est une
réaction nécessaire pour permettre a un neurone cholinergique de revenir a son état de repos
apres son activation (COLLETIER.,2006).

Acétylcholinestérases retrouve dans de nombreux types de tissus citons les nerfs, les
muscles, les tissus aussi connu comme acétylcholine acétylhydrolase, Elle se centraux et
péripheriques, les fibres motrices et sensorielles, et cholinergique et enfin les fibres

cholinergiques (Mirjana et al.,2013)

Figure 4 : Représentation de la structure 3D de I’AChe (PDB ID: 4MOE)
La structure de 4MOE a au total 2 chaines identiques A , B ; chaque chaine contient

542 acides aminés. D’apres le programme AutoDock, les résidus du site actif sont: Tyr72 ;
Asp74 ; Thr75 ; Tyrl33 ;Glyl121 ; Gly122 ; Ser203 ; Ala204 ; Trp286 ; His287 ; Ser293 ;
Val294 ; Phe295 ; Arg296 ; Phe297 ; Tyr337 ; Phe338 ; Tyr341 et His447.

I1. 1. RGle physiologique

L'acétylcholine est un des neurotransmetteurs les plus étroiteme impliquées dans les
fonctions de stockage en mémoire, la consolidation et le rappel. C’est un messager chimique
clé utilisé par le neurones a transmettre des signaux a l'autre qui souscrivent a notre
traitement cognitif ainsi que nos pensées de base. Les niveaux optimaux de lI'acétylcholine
peuvent contribuer a une meilleure capacité de travail ou de mémoire a court terme, plus

grand intelligence fluide, le raisonnement et la pensée logique compétences, pensée créative,
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fonction exécutive, contréle de I'attention, ainsi que plus vives réves la nuit (Giacobini.,
2004).

chgline
acétyl-CoA

inhibiteurs l i
acétylcholine
-]
-

VERY' S

choline
+

acétate

acétylicholine
estérase

récepteur

récepteur ecepte
nicotinique

muscarinique

Figure 5 : Role de I’AChE au niveau des synapses

Les principales fonctions physiologiques de I’acétylcholinestérase sont bien connues.
Elle intervient dans les systémes nerveux périphérique et central et joue ainsi un réle majeur
au niveau de la transmission de I’influx nerveux en éliminant I’acétylcholine (ACh), un
neurotransmetteur cationique.3 L’ACh est libéré par le neurone présynaptique sous I’effet
d’un potentiel d’action et diffuse dans la synapse pour se fixer a un récepteur cholinergique.
Le potentiel d’action est ainsi transmis au neurone postsynaptique. A ce moment, I’AChE
hydrolyse rapidement I’ACh, interrompant la transmission de I’influx nerveux (
Kitagawa.,2021).

Dans le systeme nerveux périphérique, lorsque I’ACh se lie a I'un de ses récepteurs sur
les fibres musculaires notamment, des canaux a calcium s'ouvrent dans la membrane
cellulaire, ce qui permet I'entrée d'ions calcium dans la cellule. S'ensuit alors une série
d'étapes qui menent a la contraction musculaire. Dans le systéme nerveux central,
I'acétylcholine intervient notamment danslapprentissage et la mémoire a court terme
(Quinn.,1987).
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Il est important de noter que I’AChE se présente parmi les enzymes les plus rapides
existant avec un « turn-over » de 1000 a 20000 molécules par secondes selon I’espéce
considérée. Or, plusieurs études ont montré de faibles niveaux d'acétylcholine chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheime (COLLETIER.,2006).

L’inhibition de I’AChE contribue sans nul doute, a I’amélioration des niveaux de
I’ACh en soulageant ainsi les symptdmes lies a la maladie d’Alzheimer.

CH3 CH3 CH3 CH3
| /! I s
CH3—N'— (CH2); — 0 — C == CH3—N'— (CH2); —OH + HO—C
I AY I
CH3 o CH3 0
acétylcholine choline acétate

Figure 6 : Hydrolyse de I’acétylcholine par I’AChE

Le mécanisme d’action de I’acétylcholine-estérase est proche de celui de la
chymotrypsine (une enzyme digestive fabriquée au niveau du pancréas et qui donne son nom
a une des grandes catégories de protéinases a sérine présentes chez I’Homme). Un résidu a
sérine nucléophile réagit avec I’acétylcholine, qui posséde un groupement ester formant ainsi
un complexe intermédiaire « acétyl-enzyme ». Par la suite il va y’avoir clivage de I’ACh
pour libérer la choline en premier lieu. Il reste alors le complexe acétyl-enzyme qui sera
hydrolysé dans une derniére étape pour donner I’acide acétique. Les produits de cette
réaction sont retransportés vers la terminaison pré-synaptique pour ensuite reformer

I’acétylcholine qui servira a transmettre d’autres signaux (Colletier.,2006).
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. Matériel

| .1. Ordinateur
Dans notre étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur ayant une RAM de 4,00 GO
et un processeur i3 de la 4°™ génération, sous Windows 10 Education.

| .2. Le réseau WEB

Le réseau internet a été tres utile dans notre étude pour I’obtention des complexes
protéiques (protéine-ligand), des composés similaires ainsi que pour la simulation des
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques de nos meilleurs inhibiteurs (Zemouri
et Dehamchi., 2019).

1.3. Banques de données

1.3.1. Protein Data Bank

La majorité des structures protéiques sont disponibles via la PDB « Protein Data Bank
». C’est la plus grande base de données de structures 3D des macromolécules biologiques
(protéines, ADN, ARN ...etc.) (http://www.pdb.org). Elle a été créée en 1971 au Brookhaven
National Laboratory. Les structures 3D que propose cette banque sont accessible
gratuitement pour les utilisateurs. Un grand nombre de structures d’une méme molécule avec
ou sans ligand permet d’avoir une information pertinente. Actuellement, la PDB compte plus
de 152.000 structures macromoléculaires biologiques dont plus de 141 000 sont des

protéines.

v : Ent nis)
= Enabling Broakiheouglrs in
PROTEIN DATA BANEK Researchand Education Advanced Se Drowse Annojations Helo o

RCSE PDB  Deposit - Search -  Visualize -  Analyze - Downdoad -  Leam - More = Documentation = ‘

B 5 @ e e ) 5 s S fv oo |
_— ——

A Structural View of Biology July Molecule of the Month f"

Thiz resaurce is powered by the Pratein Data Bank archive information about the
a0 shapes of proteins, nuclele acids, and complex assemblies that helps
sfudants and researchers understand ail aspects of biomedicine and agricufture,
fram pratein synthests to health and disease

#8 Deposit

As a member of the wwPDB, the RCEB PDB curales and annotates PDB data,

Q, Search
The RCSE POB bulids upon the data n}' nfﬁal!ﬂ_ﬂ toals and resources for

research and education in molecular biclkegy, structural biclogy, computational
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Figure 7 : Interface d'accueil du PDB
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1.3.2. Pubchem

Est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la Bibliothéque nationale de
médecine des Etats-Unis, sous l'autorité de la National Institutes of Health (NCI).
Actuellement, la PubChem répertorie plus de 97.000.000 composés en mettant en ligne,
gratuitement, pour chaque substance une grande quantité de données de divers ordres :
chimique, biochimique, pharmacologique, production, toxicologie, environnemental,...etc
Cette chimiothéque est consultée gratuitement via une interface utilisateur Web :

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

m) National Library of Medlune

National Center fer Biotechnolagy informatice

Pub@hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemlstry

Quickly find chemical information from authori

Figure 8 : Interface d'accueil du PubChem

I .4. Programmes utilisés

1.4.1. AutoDock

Nous avons choisi d'utiliser L’AutoDock parmi plus de 30 logiciels de docking qui
sont actuellement disponibles, qui est un programme de docking moléculaire destinés a
prédire la conformation la plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur. Ce logiciel
est distribué avec une suite d'outils graphiques pour préparer les expériences de criblage
virtuel, ainsi que plusieurs tutoriels, améliorant ainsi son accessibilité (Laribi et Rabahi,
2017).
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i AutoDockTools — O >
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Figure 9 : L’interface graphique AutoDock Tools v1.5.7

1.4.2. Discovery Studio

La programme Discovery Studio version (21.1.0.20298) a été utilisé pour générer les

diagrammes d’interactions Enzyme-inhibiteurs simplifiant I’analyse visuelle.

H

o Hidp
SR TR

dil s
8 [ [Sloswekome B3 | 0
)
2S BIOVIA | Discovery Studio 2021
* RActiens Vi Data Upgrade

My Recent Actions Semple Files Went more Discavery Studia?

My Recent Tool Panels

Enable Additionsd Features

Figure 10 : L’interface du Discovery Studio
I .5. SwissADME

L’abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants
I’absorption, la distribution, la métabolisation, I’excrétion et Toxicité. Ce sont des criteres
qui déecrivent la disposition d’une molécule bioactive dans un organisme. Ils expriment les

concentrations du produit dans les différents tissus et systéeme circulatoire de I’organisme.
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Les reésultats obtenus par ces critéres permettent d’analyser la performance et
I’efficacité d’un produit afin de juger sa capacité a devenir un médicament et son intérét a
poursuivre son développement pour des études cliniques. On-peut-consulter-ce-serveur-via-

le-lien : /http://www.swissadme.ch/

1 SwissADME  SwissSimilarity

@ SwissADME

Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to EomFute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of cne or multiple small molecules to support drug discovery

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to :\a\ucte
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci Rep. (2017) 7:427

For details about development and validation of ILOG, please refer to this article: iLOGP: a swmr: e, robust, and eff ient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem_ inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED- Egg, please refer to this amc\e A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2018) 11(11):1117-1121

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics

Enter a list of SMILES here:
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Figure 11 : L’interface graphique de SwissADME
I .5.1. Propriétés ADME

a. Absorption

De nombreux facteurs influent sur I'absorption des médicaments dans le tractus gastro-

intestinal. Ils sont classés en trois catégories :

Physiologiques : ils ne peuvent pas étre contrdlés, comme le passage gastrique, le pH gastro-
intestinal, le temps de transit intestinal, le transport actif et efflux, et le métabolisme de la

paroi intestinale.

Physicochimiques : I’intérét de prédiction est donc centré sur les différentes propriétés
physicochimiques des composés, telle que pKa, solubilité, lipophilicité, stabilité, diffusivité

et la forme saline.

Facteurs de formulation : sont généralement optimisés expérimentalement (la forme
cristalline et la taille des particules du médicament, et la forme galénique telle qu'une
solution, une capsule, un comprimé, une émulsion, une suspension, un gel, et la vitesse de

la libération qui est modifiée (rapide, standard ou lente)).

La permeabilité intestinale et la solubilité d’un médicament sont les propriétés les plus

importantes qui déterminent l'absorption aprés administration orale. La prédiction de
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I’absorption orale a partir de ces deux propriétés est une tache tres difficile Car elles
dépendent du PH et de I’environnement complexe du tractus gastro-intestinal. Le modeéle le
plus largement utilisé pour cette prédiction est le modéle de la regle de cing de Lipinski.
Cette reégle considere qu'une molécule sera peu soluble ou mal absorbée lorsque I’une de ses

valeurs est dépassée.

Tableau 1 : Valeurs seuils des différentes propriétés physico-chimiques définissant la regle de
Lipinski

Propriétés physico-chimiques Critére de la regle de Lipinski
Poids moléculaire en Daltons <500

Coefficient de partage octanol/eau (log P) -2<logP <5

Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne <5

Nombre d’'accepteurs de liaisons hydrogéne <10

b. Distribution

Apres I’absorption d’un composé par la membrane intestinale, il doit étre distribué
dans le corps pour atteindre sa cible. La distribution dépendra des propriétés
physicochimiques et structurelles du composé. La plupart des médicaments ont une
distribution dans le corps avec des variations. Cette derniére est en grande partie déterminée
par leur capacité a traverser les membranes et leur solubilité dans les lipides/eau. La
distribution tissulaire est un facteur important qui détermine le profil pharmacocinétique d'un
médicament. L'interaction initiale des composes se fera avec les protéines plasmatiques. Elle
est prise en compte a l'aide de trois mesures simples permettant de prédire le volume de
distribution d'un nouveau compose : liaison aux protéines plasmatiques humaines, logD
expérimental et pKa. La concentration efficace a cibler et les effets secondaires potentiels

influencent la quantité de liaison a ces protéines.
c. Pénétration de la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique est un élément important de la régulation de
I'environnement interne du cerveau. Les médicaments agissant dans le systéme nerveux
central doivent traverser le BHE. Les paramétres moléculaires « régle de cing » ont éete
congus pour faciliter les prédictions de la pénétration a la BHE. Ils participent a la
détermination de la capacite des molécules a traverser la BHE. (Par exemple, des molécules

de masse moléculaire.
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d. Métabolisme

L’évolution métabolique d'un composé dépend de plusieurs variables. Ces derniers
sont liés au produit chimique lui-méme (structure chimique, propriétés physicochimiques,
etc.) et au systéme biologique (enzyme et son environnement). Un médicament rapidement
métabolisé nécessitera plusieurs doses quotidiennes ou une perfusion continue pour
maintenir un taux plasmatique thérapeutique adéquat. De méme, un médicament tres stable,
difficilement métabolisé, pourrait avoir une demi-vie prolongée, ce qui pourrait influer sur
sa sécurité. Une des spécificités du métabolisme est I'oxydation du médicament (de la phase
). Les principaux enzymes impliqués dans cette oxydation sont les isoformes du cytochrome
P450 (CYP) humain (CYP1A2, le CYP2AG6, le CYP2C9, le CYP2C19, le CYP2DG6, le
CYP2EL et le CYP3A4, dont le CYP3A4). Les CYP2C9, CYP2C19 et CYP2D6 sont
responsables d'environ 80% des réactions connues du metabolisme des médicaments
oxydants. En raison de I’importance du cytochrome P450 dans le métabolisme des
médicaments, de nombreuses méthodes ont été développées pour prédire in silico les
substrats et les inhibiteurs. Elles sont principalement basées sur les propriétés
physicochimiques du composé ou basées sur la connaissance de la structure et du mécanisme
des enzymes. L'inhibition des enzymes du cytochrome P450 est indésirable en raison du
risque d'effets secondaires graves liés aux interactions médicamenteuses. Des logiciels ont
été utilisés pour la modélisation pharmacophore d'enzymes métabolisant les médicaments
telles que le CYP2B6, le CYP2C9, le CYP2D6 et le CYP3A4, ainsi que des transporteurs
tels que la P-glycoprotéine et les composes organiques transporteurs de cations. Ces modeéles
peuvent étre utiles pour prédire les propriétés de 'ADME au cours du processus de

découverte de médicaments et sont recommandés pour le criblage a haut débit.
e. Elimination

Les médicaments sont éliminés de I'organisme par métabolisme et excrétion. Les voies
d'élimination les plus courantes sont I'excrétion rénale et/ou biliaire. Le rein est le principal
contributeur a I’excrétion du médicament et de certains métabolites. Les grosses molécules
et de nombreux médicaments conjugués a l'acide glucuronique sont généralement excrétés
dans la bile. La filtration a travers les membranes glomérulaires est le principal mécanisme
d’excrétion dans les urines. Cependant, certains médicaments sont 104 excrétés par des
mécanismes de transport actifs servant de substrats aux transporteurs épithéliaux tubulaires
ou biliaires. Les systéemes de transport actifs de medicaments responsables de leurs

éliminations sont les transporteurs de peptides, les transporteurs d’anions organiques et de
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cations peuvent également transporter des composés et/ou leurs métabolites sur la surface
basolatérale des membranes rénale ou hépatique. D’autres familles de transporteurs, tels
que : P-gp, BCRP et MDR, assurent la meédiation de I'efflux sur les surfaces apicales,
entrainant la sécrétion et I'élimination. L excrétion passive peut théoriquement étre prédite
a I’aide de certaines des approches permettant de prédire la distribution tissulaire, car elle
est déterminée par des parametres physicochimiques similaires, et des propriétés
physiologiques (débit sanguin, liaison aux protéines, lipophilie, pKa), éventuellement avec
des limites différentes. La modélisation in silico des substrats de la P-gp et de I'inhibiteur
peut étre utilisée pour prédire I'excrétion car elle agit comme une pompe a effluent de
I'intérieur de la cellule rénale dans le conduit collecteur (Allam.,2020).

| .6. Le récepteur
Dans ce travail, nous avons choisi I’acétylcholinestérase de code PDB : 4MOE.
I.7. Les ligands

Nos cing ligands sont dessinés par le logiciel ChemDraw avec la structure 2D. Ces
ligands extrait de graine de lin qui est une graine oléagineuse, produite par le lin cultivé
(Linum usitatissimum L.), qui est une plante herbacée annuelle, appartient a la famille des
Linaceae. Elle est trés répandue dans le monde entier et trés célébre en médicine
traditionnelle.
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Figure 12 : La structure 2D des cing ligands
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Il. Amarrage moléculaire

Docking (amarrage moléculaire) est un nom donné aux simulations moléculaires dans
les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction entre
deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur macromoléculaire (cible de
docking) dont la structure tridimensionnelle est connue et d’une petite molécule (ligand). Le
récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme docking seul est
couramment employé pour désigner un “docking protéine-ligand”. 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 I’espace et des conformations favorables pour

la fixation d’un ligand a un récepteur.
Une simulation par docking s’accomplit en deux étapes essentielles :

v La premiere étape dite Docking permet au ligand d’adopter plusieurs conformations
et plusieurs positions au niveau du site actif de la protéine afin de retenir celle la plus
favorable.

v' La deuxieéme étape dite Scoring consiste a évaluer I’affinité entre le ligand et la
protéine pour donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce
score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées (Sedrati
et Bakhti .,2020).

ligand

“ docking “ scoring
S &

complexe

s BED

rece Pli‘lll

Figure 13 : Principe général d’un programme de Docking (Sedrati et Bakhti .,2020)
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I11. Méthodes
I11.1. Amarrage moléculaire

Les structures 3D des composés : le linamarin, le linustatin, le lotaustralin, le
neolinustatin et le SDG ont été obtenus a partir de la base de données PubChem compound,
ils ont été assemblés avec le logiciel Discovery Studio. La structure 3D de
I’acétylcholinestérase (PDB ID: 4MOE) a été obtenue a partir de la banque de données des

protéines (PDB). Cette structure est choisie car elle est la seule qui est non mutée.

Pour les études de docking, la protéine a été préparée en éliminant toutes les molécules
d'eau et les ligands en utilisant AutoDock Tools (ADT) (version 1.5.7). Les calculs
d'amarrage ont été effectués avec le programme AutoDock Vina. Parce qu’il utilise des
boites rectangulaires pour le site de fixation, le centre de la boite a été défini et la boite de

docking a été affichée en utilisant ADT.

Le docking était spécifique avec une boite de grille de 34 x 26 x 34 et des points de
grille séparés delA, positionnés au centre de la protéine (x =-9.075; y =-45.348; z = 28.037).
Le nombre de tours de docking était de 10 et les conformations finales obtenues étaient de
10. Toutes ont été bien traitées. Les conformations préférées étaient celles de la plus faible

énergie de fixation dans le site actif.
111 .2. Analyse des résultats
Les résultats de docking générés ont été directement chargés dans le logiciel Discovery

Studio, v21.1.0.20298. Le type d'inhibition a été confirmé par le taux de répétition des

conformations préférées pour chaque compose.
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

I. RESULTATS
I.1. Amarrage moléculaire

L'étude de [linteraction entre les acides aminés du site actif de enzyme de
cholinestérase (4MOE) avec les inhibiteurs de cing ligand de la plante Linum usitatissimum
pour former un complexe stable a I'aide du logiciel AutoDock Tools 1.5.6 et dans un box de

parameétres connus pour préciser la surface des calculs.

La prédiction du mode d’interaction consiste a determiner le positionnement correct

de ligand par rapport a son récepteur, lié au nombre de répétitions existant dans notre solution

Tableau 2 : Les résultats de docking moléculaire

Taux de . - . Distance
. P Les acides aminés Energie - " N° de
Molécules répétition impliqués Kealimol Type d'interaction _ (_1es liaisons
% liaisons
Hydrogéne 285 1
Galanthamine 100 Asp 74, Trp 286, Phe297 73 Hydrophob '
- 4.56 4
(pi-Alkyl)
Hydrogéne 247 1
Memantine 100 Typ 133, Trp 86, Tyr 337 -7.3 Hydrophob 3.38 6
(pi-Alkyl) :
. . Hydrogéne 2.6 3
Linamarin 40 Tyr 124, Trp 286, Tyr 341 -6.3 Hydroophob (pi-sigma) 357 1
. . Tyr 124, Phe 295, Arg N
Linustratin 90 296, Tyr 341 -7 Hydrogene 2.05 5
Hydrogéne 937 3
lotaustralin 70 Typ 86, Tyr 337, Gly 121 -6.4 Hydrophob (pi-sigma, pi- 3'75 3
Alkyl) :
. Ser 293, Tyr 124, Phe i Hydrogéne 2.27 7
Neolenustralin 40 338, Phe295, Trp 286 79 Hydrophob (pi-Alkyl) | 4.78 1
Tyr 72, Tyr124, ASN283, Hydrogéne
Leu289, Trp286, His 287, - 2.35 12
Sbe 60 Phe295, Ser293, Thr75, 91 H3i’dr?2?;?egp"f_3rk"?)' 3.56 9
Leus76, Tyr341, Tyr337 pLp pr-alky
Hydrogéne
Hydrophob 3.05
. Phe 295, Glu 202, Tyr . A 1
Donepezil 100 124, Trp286, His 447 -9 (p|-A|I'<yI., pi-pi shaped 4.29 6
pi-pi stacked) 441
Electrostatic (pi-Anion)
Hydrogéne 345 2
rivastagimine 100 Trp286, Ryp124, Tyr34l -6.9 Hydrophob (pi-sigma 3'76 4
,pi_pi staked) '
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

Linamarin: (C10H17NO6 ; 247.24g/mol) ; 2-methyl-2-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]Joxypropanenitrile. Linamarin est un
monoglucoside d'acétone cyanohydrine. Comme le montre le tableau 1, ce composé
caractérise par une faible activité inhibitrice envers I’AChE par rapport aux 4 inhibiteurs
précités. De son coté, le programme AutoDock tools confirme parfaitement ces données
expérimentales en donnant un score d’énergie égal a -6.3 Kcal/mol. Ce complexe est
également stabilisé par des interactions hydrogeéne. Il forme deux liaisons par leurs
groupements hydroxyle avec les résidus : TYR124, TRP286 et I’autre entre I'atome oxygene
de hydroxynitrile et le résidus TYR124, séparés par distance 2.64 A et une seule liaison
hydrophobique de type pi-sigma distance 3.57 A ou il est entouré par le résidu TYR341. La

conformation présentée a un taux de répétition de 40%.

TYR124

TRP286

41

linamarin

Figure 14 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour Linamarin




Chapitre ITI : Résultats et Discussion

Linustatin (C16H27NO11 409.39g/mol) 2-methyl-2-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-[[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxypropanenitrile .Ce composé est un Diglucoside d'acétone
cyanohydrine . L’analyse virtuelle montre que le complexe AChE Linustatin est stabilisé
par de nombreux interaction hydrogene avec les résidus. Il forme une liaison par leur
groupement hydroxyle et le résiduTYR124, I’autre 3 liaisons entre fonction hydroxymethyle
du cycle A de I’inhibiteur et le résidus PHE295, ARG296, TYR341 avec distance de 2.05 A
et L énergie d’interaction -7.00 Kcal/mol, aucune liaison hydrophobe n’est constatée dans

la formation de ce complexe. La conformation présentée & un taux de répétition de 90%.

\

\)

ARG296

/

PHE

TYR124

linustatin

Figure 15 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour Linustatin
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

Lotaustralin (C11H19NOG6 ;261.269g/mol) ; (2R) -2-methyl-2-[(2S,3R,4S,5S,6R) -
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-ylJoxybutanenitrile. est un monoglucoside
d'acétone cyanohydrine. Le complexe AChE Lotaustralin est stabilisé par de nombreux
interaction hydrogenes, il forme liaison entre la fonction hydroxyle et le résidu TRP86 et

deux liaison entre cétone et les résidus TYR337, GLY121 séparés par une distance 2.37 A,

Ce complexe est également stabilisé par des interactions hydrophobiques de type pi-
sigma, pi-Alkyl entre I’inhibiteur et les résidus : TRP86, TYR337 avec une distance 3.75 A
et I’énergie d’interaction -6.4 Kcal/mol. La conformation présentée a un taux de répétition
de 70%.

GL;1 21

——=RYR337

lotaustralin

Figure 16 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour Lotaustralin
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

Neolinustatin ( C17H29NO11; 423.4g/mol) (2R)-2-methyl-2-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxybutanenitrile. Cet composé est un Diglucoside d'acétone
cyanohydrine . L analyse visuelle montre que ce composé est bien positionné au sein du site
actif de I’AChe en formant 7 liaisons hydrogenes entre leur fonction hydroxyle et les résidus
SER293, TYR124, PHE338, PHE295 séparés par une distance 2.27 A.

Le complexe I’AChE-neolinustatin est stabilise également par interaction
hydrophobique de type pi-Alkyl avec une distance 4.78 A ol il est entouré par le résidu
TRP286 et L’énergie d’interaction - 7.9 Kcal/mol. La conformation présentée a un taux
de répétition de 40%.

TRP286
R124

neolinustatin

Figure 17 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour Neolinustatin
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

SDG (C32H46016 ;686.7g/mol) (2R,3R,4S,5S,6R) -2-[(2R,3R) -2,3-bis[(4-hydroxy-
3-methoxyphenyl)methyl]-4-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-
2-yl]oxybutoxy]-6-(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-trio. Ce composé présente comme I’un des
meilleurs inhibiteurs de I’AChE étudié jusque-la. Le docking moléculaire de ce composé
dans le site actif de I’AChE donne I’une des meilleures énergies d’interaction obtenue soit —
9.1 Kcal/mol. Cette énergie résulte de la mise en place d’une 12 liaisons hydrogenes avec le
site actif. 1l forme trois liaisons par leurs groupements hydroxyle de cycle benzénique de
ligand avec les résidus : TYR72, SER293, ASN283 et I’autre entre la fonction hydroxy
méthyle et les résidus : THR75, LEU76, TYR124 , TYR337, TRP286 avec une distance de
2.35 A

Ce complexe est également stabilisé par des interactions hydrophobiques de type pi-
sigma ,pi_pi staked pi-alkyl entre I’inhibiteur et les résidus LEU289, TRP286, HIS287,
TYR341, TYR 337 avec une distance 3.56 A. La conformation présentée a un taux de

répétition de 60%.

TYR337

Figure 18 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour SDG
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Chapitre ITI : Résultats et Discussion

Donépézil (C24H29NO3 ; 379,492 g/mol) ; (RS-2-[(1-benzyl-4-pipéridyl) méthyl] -
5,6-diméthoxy-2,3-dihydro indén-1-one) est un médicament de référence. L’énergie
d’interaction entre le composé et le site actif de I’AChE donne lieu a un score de I’ordre de
-9 Kcal/mol. Cet alcaloide prend une position bien observée au sein du site actif. Il est bien
entouré par les acides aminés du site actif formants une cavité, ce qui lui permet de faire,
une liaison hydrogene entre la fonction carbonyle de I’inhibiteur et résidu PHE295 séparés
par une distance de 3.05 A ,des nombreux d’ interaction hydrophobiques de type pi-Alkyl
, pi-pi shaped pi-pi stacked distance 4.29 A et électrostatique de type pi-anion distance 4.41
A avec ces acides aminés (GLU202, TYR124, TRP286, HIS447) . La conformation
présentée a un taux de répétition de 100%.

HIS447

donepenzil

GLU202

Figure 19 : Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour Donepezil

Enfin apres les résultats de docking moléculaire qui vise a inhiber I'enzyme (AChe) le
SDG présent une meilleure contribution a I'inhibition de cette enzyme avec une énergie

d’interaction de -9.1 Kcal/mol et équivalant a I'énergie du médicament donepezil.

Le SDG présente 12 liaisons d’hydrogene par contre le donepezil présentent une seule

liaison d’hydrogéne, 1l peut ralentir la progression de la maladie d'Alzheimer.
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Conclusion



Conclusion

L’objectif de ce mémoire est la recherche d’une nouvelle molécule thérapeutique dans
le domaine de la pathologie de maladie d’Alzheimer, en utilisant le moyen de simulations

bio-informatiques.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a I’inhibition de I'enzyme de
cholinestérase nommeée acétylcholinestérase (AChE) qui est impliqué dans la maladie
d’Alzheimer, et pour cela on a utilisé cing ligands de la plante Linum usitatissimum L. Pour
étudier la capacité de ces 5 produits, nous avons utilisés le Docking moléculaire pour

expliquer les interactions et déterminé le meilleur inhibiteur.

Les résultats de notre amarrage montrent que le ligand SDG avec énergie d’interaction
de - 9.1 kcal mol-1, présente une meilleure activité inhibitrice pour I’AChE car il forme le

complexe le plus stable avec AChE.

Les interactions qui gouvernent la stabilité de complexe SDG-Cholinestérase sont de

type hydrophobiques et liaisons hydrogenes.

En conclusion, compte tenu des résultats obtenus dans ce travail qui consiste a Pour
élucider l'inhibition de I'AChE par la méthode docking moléculaire, il semble que Affiche
le composé proposé Peut-étre une meilleure contribution a I'amortissement Pour réduire la

progression de la maladie d'Alzheimer
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