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Résumeé

Les infections fongiques invasives constituent un probléme majeur de santé publique, aggravé par la
diffusion de souches résistantes aux azolés. La lanostérol 14a-déméthylase (CYP51), enzyme clé de
la biosynthése de I'ergostérol, demeure la cible la mieux validée des antifongiques triazolés. Ce
travail présente une évaluation entierement in silico de quatre dérivés triazolés ne différant que par
la longueur de leur chaine N-alkyle (C7 a C14) vis-a-vis de la CYP51 de Candida albicans.
L'amarrage moléculaire (Glide, précision standard) a été réalisé sur deux structures
cristallographiques, S5SFSA et 5TZ1 ; les propriétés de drug-likeness et ADME/Tox ont été prédites
par SwissADME et pkCSM, et les énergies libres de liaison affinées par Prime MM-GBSA. Les
scores d'amarrage s'échelonnent de -7,080 a -9,136 kcal/mol sur 5FSA et de -7,155 a -7,872
kcal/mol sur 5TZ1, le composé 1 (C14) étant le mieux classé sur 5FSA et le composé 2 (C12) sur
5TZ1. A l'inverse, seul le composé 4 (C7) satisfait simultanément les filtres de Lipinski, Veber et
Ghose. Les prédictions ADME/Tox indiquent une bonne absorption intestinale et 1'absence de
mutagénicité et d'hépatotoxicité prédites pour toute la série. Les calculs MM-GBSA désignent les
composés 3 et 4 comme les complexes les plus favorables (-27,18 et -26,87 kcal/mol). La
hiérarchisation de ces dérivés exige donc une approche multiparamétrique, et les composés 3 et 4
apparaissent comme les tétes de série les plus équilibrées en vue d'une validation expérimentale.

Mots-clés : 1,2,4-triazole, CYP51, docking moléculaire, ADME/Tox et MM-GBSA.
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Abstract

Invasive fungal infections are a major public health concern, aggravated by the spread of azole-
resistant strains. Lanosterol 14a-demethylase (CYP51), the key enzyme of ergosterol biosynthesis,
remains the most validated target of triazole antifungals. This work reports a fully in silico
evaluation of four triazole derivatives differing only by the length of their N-alkyl chain (C7 to C14)
against CYP51 of Candida albicans. Molecular docking (Glide, standard precision) was performed
on two crystal structures, 5SFSA and 5TZ1; drug-likeness and ADME/Tox properties were predicted
with SwissADME and pkCSM, and binding free energies were refined by Prime MM-GBSA.
Docking scores ranged from -7.080 to -9.136 kcal/mol on 5FSA and from -7.155 to -7.872 kcal/mol
on 5TZ1, with compound 1 (C14) ranking first on 5FSA and compound 2 (C12) on 5TZ1.
Conversely, only compound 4 (C7) simultaneously satisfied the Lipinski, Veber and Ghose filters.
ADME/Tox predictions indicated good intestinal absorption and no predicted mutagenicity or
hepatotoxicity for the whole series. MM-GBSA calculations identified compounds 3 and 4 as the
most favourable complexes (-27.18 and -26.87 kcal/mol). Ranking these derivatives therefore
requires a multiparametric approach, and compounds 3 and 4 emerge as the most balanced leads for
experimental validation.

Keywords: 1,2,4-triazole, CYP51, molecular docking, ADME/Tox and MM-GBSA.
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Introduction générale

Longtemps reléguées au second plan de la recherche biomédicale au profit des pathologies
bactériennes et virales, les infections fongiques se sont affirmées, au cours des deux derniéeres
décennies, comme une menace mondiale de santé publique majeure. Il est désormais établi que plus
d'un milliard d'individus souffrent de mycoses superficielles, tandis que les formes invasives
engendrent une mortalité annuelle comparable a celle de la tuberculose. Ces atteintes touchent
préférentiellement les sujets immun compromis (patients vivant avec le VIH, receveurs de greffes,
individus sous chimiothérapie ou hospitalisés en soins intensifs), chez lesquels des agents
opportunistes des genres Candida, Aspergillus et Cryptococcus peuvent induire des taux de
mortalité atteignant 40 %. L'expression fréquemment citée de « tueurs cachés » illustre avec
précision le contraste saisissant entre la sévérité épidémiologique de ces pathologies et la sous-
estimation dont elles font encore I'objet dans les programmes de recherche prioritaires.

Cette situation est aggravée par une difficulté biologique majeure : Les champignons sont des
organismes eucaryotes : ils partagent avec les cellules humaines une grande partie de leur
machinerie moléculaire, ce qui limite drastiquement l'identification de cibles spécifiquement
fongiques et non toxiques pour I'Homme. Il en résulte un arsenal antifongique étroit, structuré autour
de quatre grandes familles seulement (polyénes, azolés, échinocandines et allylamines) dont aucune
classe véritablement nouvelle n'est venue élargir le spectre depuis plusieurs décennies A cette
pauvreté structurelle s'ajoutent des contraintes lourdes : la toxicité rénale des polyénes, les
problémes d'interactions médicamenteuses dus a l'inhibition des cytochromes P450 humains par les
dérivés azolés, et enfin le colit élevé des traitements récents, soulevant de véritables enjeux d'équité
sanitaire a 1'échelle mondiale.

Le troisieme facteur d'urgence réside dans la progression rapide de la résistance aux traitements.
L'usage massif des antifongiques en médecine et en agriculture a conduit a l'apparition de
mécanismes de défense chez les champignons, qui diminuent considérablement I'efficacité des
molécules existantes (notamment les azolés et les échinocandines). Face a cette érosion de l'arsenal
thérapeutique, la conception de nouveaux agents antifongiques plus spécifiques et moins toxiques
est devenue une priorité absolue.

La lanostérol 14a-déméthylase (CYP51) constitue la cible de référence des antifongiques azolés. En
bloquant cette enzyme clé de la voie de biosynthese de l'ergostérol, (un composant essentiel de la
membrane cellulaire du champignon), on fragilise la membrane cellulaire fongique jusqu'a
provoquer la mort du champignon. L'efficacité des triazoles repose sur l'interaction entre 1'azote de
leur noyau aromatique et l'atome de fer présent dans le site actif de CYP51. La possibilité de
modifier facilement les substituants du noyau triazole permet d'ajuster finement l'activité et la
stabilité des molécules. Cette flexibilité structurale combinée a un profil de drug-likeness
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généralement favorable en fait un motif privilégié pour le développement de nouveaux agents
antifongiques hybrides, notamment en combinaison avec le noyau benzothiazole.

Face au cofit et a la durée du développement pharmaceutique classique, les approches de conception
assistée par ordinateur (Computer-Aided Drug Design, CADD) se sont imposées comme un levier
d'accélération majeur. Le Docking moléculaire, en particulier, permet de simuler les modes de
liaison d'un ligand au sein du site actif d'une cible, de hiérarchiser des séries de composés selon une
fonction de score, et d'identifier les résidus et les interactions responsables de la stabilisation du
complexe, et ce avant toute synthése chimique. Un score favorable ne constitue toutefois jamais, a
lui seul, une preuve d'activité biologique : il doit étre replacé dans une démarche multiparamétrique
associant la validation du protocole, I'analyse des interactions, 1'évaluation de la drug-likeness, la
prédiction des propriétés ADME/Tox et, lorsque cela est possible, un raffinement énergétique par
des méthodes telles que MM-GBSA.

C'est dans ce cadre que s'inscrit le présent travail. Quatre dérivés triazolés, issus d'une chimiotheque
antérieure et partageant un méme squelette moléculaire, testés face a 'enzyme CYP51 de Candida
albicans. Ces composés partagent un méme squelette de base et se distinguent uniquement par la
longueur de leur chaine N-alkyle, variant de 7 a 14 atomes de carbone. : Cette différence progressive
permet de comprendre l'effet d'une seule modification chimique sur la fixation a 1'enzyme CYP51 de
Candida albicans et sur les propriétés pharmacologiques. Afin de garantir la fiabilité des résultats,
deux structures cristallographiques distinctes de I'enzyme 3D de 1'enzyme issues de la Protein Data
Bank (codes PDB : 5FSA et 5TZ1) ont été sélectionnées pour tenir compte de la flexibilité ou les
variations de forme du site actif du site actif.

Les objectifs de ce mémoire sont au nombre de trois :

e Caractériser, a I'échelle atomique, les modes de liaison des quatre dérivés triazolés au sein du
site actif de la CYP51 de Candida albicans, et évaluer l'influence de la longueur de la chaine alkyle
sur la qualité des interactions ligand-récepteur ;

e FEtablir le profil physicochimique, de drug-likeness et de pharmacocinétique prédite
(ADME/Tox) de la série, en confrontant les composés aux filtres de référence de la chimie
médicinale que sont les regles de Lipinski, de Veber et de Ghose ;

e Affiner 1'évaluation énergétique des complexes par la méthode MM-GBSA, puis hiérarchiser les
candidats selon une approche multicritére recherchant le meilleur compromis entre affinité pour la
cible, robustesse du complexe et viabilité pharmacocinétique.

Pour répondre a ces objectifs, le mémoire est organisé en trois chapitres complémentaires.

Le chapitre I pose le cadre biologique et pharmacologique de 1'étude. Il part de la microbiologie
générale : diversité et classification des micro-organismes, organisation des cellules procaryotes,
croissance bactérienne, nécessité d'un contr6le raisonné ; pour resserrer progressivement le propos
sur les champignons, puis sur les antifongiques : historique des approches, mécanismes d'action,
panorama d'utilisation, stratégies chimiques, naturelles et physiques, et limites actuelles. Il se
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referme sur une présentation détaillée du noyau 1,2,4-triazole, de sa structure, de son intérét
pharmacologique et des relations structure-activité des hybrides benzothiazole-triazole.

Le chapitre II est consacré aux méthodes in silico. Apres un rappel des principes de la modélisation
moléculaire et de la représentation des molécules, il replace le docking parmi les cing grandes
stratégies historiques de découverte des médicaments : sérendipité, criblage empirique, dérivation
d'une molécule existante, approche fondée sur la cible et modélisation moléculaire. Il détaille ensuite
la théorie du docking moléculaire, ses différents types, les outils et les algorithmes employés, la
méthodologie compléte d'une étude d'amarrage ainsi que les fonctions de score et leurs limites. Le
chapitre s'acheve sur les principes de I'ADME/Toxicité et sur les regles empiriques de drug-likeness
de Lipinski et de Ghose.

Le chapitre III présente le travail personnel : matériels et méthodes, puis résultats et discussion. Il
décrit la préparation et la validation des récepteurs 5SFSA et 5TZ1, la génération de la grille et
I'amarrage des ligands par Glide, 1'évaluation du profil ADME/Tox par SwissADME et pkCSM,
ainsi que les calculs d'énergie libre de liaison par MM-GBSA. Les résultats sont analysés et discutés
successivement sous l'angle des scores de docking, des descripteurs de drug-likeness, des parametres
ADME/Tox et de la décomposition énergétique des complexes, avant d'étre intégrés dans une
hiérarchisation multicritére des quatre candidats.

Une conclusion générale reprend enfin les principaux enseignements de ce travail, en souligne les
limites méthodologiques et dégage les perspectives de validation expérimentale et d'optimisation
structurale qui en découlent.
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De la microbiologie générale a la conception antifongique
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I Introduction

Les micro-organismes constituent une composante fondamentale du monde vivant et jouent un role
essentiel dans le fonctionnement des écosystémes naturels. Ils regroupent un ensemble d'organismes
de taille microscopique, invisibles a I'eeil nu, incluant principalement les bactéries, les virus, les
champignons et certains protozoaires. Leur présence est observée dans pratiquement tous les
environnements, qu'il s'agisse des sols, des milieux aquatiques, de l'air ou encore des surfaces
biologiques et industrielles. Cette ubiquité s'explique par leur grande capacité d'adaptation a des
conditions environnementales variées, parfois extrémes [1].

Sur le plan biologique, les micro-organismes présentent une grande diversité structurale et
fonctionnelle. Certains possédent une organisation cellulaire simple, comme les bactéries, tandis que
d'autres présentent une structure plus complexe, comme les champignons. Les virus occupent une
position particuliére dans cette classification, car ils ne possédent pas de structure cellulaire
complete et dépendent d'une cellule hote pour leur reproduction. Cette organisation hiérarchique
reflete I'évolution de la vie sur Terre depuis les formes les plus simples vers les plus complexes [2,
3].

Les micro-organismes jouent un role fondamental dans les cycles biogéochimiques. Ils participent
activement a la décomposition de la matiére organique, au recyclage des nutriments et au maintien
de I'équilibre écologique. Leur activité contribue a la fertilité des sols et a la régulation de nombreux
processus naturels. A titre d'exemple, les bactéries nitrifiantes transforment 'ammoniaque en nitrates
assimilables par les plantes, assurant ainsi la continuité du cycle de l'azote [4].

Dans le domaine industriel, les micro-organismes sont également exploités pour leurs capacités
métaboliques. Ils interviennent dans des procédés tels que la fermentation, la production d'enzymes
ou encore la synthése de composés biologiques. Ces applications témoignent de leur importance
dans les activités humaines. La biotechnologie moderne utilise notamment des souches bactériennes
génétiquement modifiées pour produire de 1'insuline, des antibiotiques et des enzymes industrielles a
grande échelle [1, 5].

Cependant, certains micro-organismes peuvent également étre associés a des effets indésirables.
Leur développement peut entrainer des altérations de produits alimentaires, la dégradation de
matériaux ou des déséquilibres dans certains systémes biologiques. Cette dualité entre effets
bénéfiques et nuisibles rend leur étude particulierement importante. Selon 1'OMS, les infections
d'origine microbienne représentent encore aujourd'hui 'une des principales causes de mortalité dans
les pays a faible revenu [2, 6].

II Diversité et classification des micro-organismes

La classification des micro-organismes repose sur des critéeres structuraux, fonctionnels et
génétiques. Elle permet de distinguer les différents groupes et de mieux comprendre leurs
caractéristiques biologiques. On distingue principalement les organismes procaryotes et eucaryotes.
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Cette classification, initialement basée sur des criteres morphologiques, a été profondément
remaniée grace aux avancées de la biologie moléculaire et de la phylogénétique [2,7]. Les
procaryotes, représentés principalement par les bactéries, se caractérisent par I'absence de noyau et
d'organites membranaires. Leur matériel génétique est directement présent dans le cytoplasme. Cette
organisation simple leur confére une grande rapidité de reproduction et une capacité d'adaptation
élevée. Le temps de génération de certaines especes, comme Escherichia coli, peut étre aussi court
que 20 minutes dans des conditions optimales, ce qui explique leur extraordinaire capacité évolutive
[3,4].

Les eucaryotes, en revanche, possedent une organisation cellulaire plus complexe. Leur cellule
contient un noyau bien défini ainsi que des organites spécialisés tels que les mitochondries et le
réticulum endoplasmique. Les champignons appartiennent a cette catégorie et présentent des
caractéristiques spécifiques qui influencent leur fonctionnement, notamment la présence d'une paroi
cellulaire riche en chitine, absente chez les cellules animales, selon Deacon [8] les champignons
constituent le deuxieme regne le plus diversifié du vivant apres les insectes, avec plus de 1,5 million
d'espéeces estimées dont seulement 100 000 ont été décrites a ce jour [3, 8 ,9].

Les virus constituent un groupe a part. Ils ne possédent pas de structure cellulaire et dépendent d'une
cellule hote pour se reproduire. Leur classification repose sur la nature de leur matériel génétique,
leur mode de réplication et la morphologie de leur capside. Cette particularité les place a la frontiére
entre le vivant et le non-vivant, ce qui en fait des entités biologiques d'un statut unique [2,5].

La diversité des micro-organismes se manifeste également par leurs formes, leurs tailles et leurs
modes de vie. Certains sont libres dans l'environnement, tandis que d'autres vivent en association
avec des organismes hotes sous forme de symbiose, de commensalisme ou de parasitisme. Cette
diversité explique la complexité de leur étude et la nécessité de développer des approches adaptées,
incluant aujourd’hui des outils de métagénomique permettant d'analyser des communautés
microbiennes entieres sans culture préalable [2,7].
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Figure 1 : Classification des microorganismes [2]

I1.1 Structure générale des cellules procaryote

Les cellules procaryotes présentent une organisation simple mais efficace, adaptée a leur mode de
vie. Elles sont entourées d'une membrane plasmique bicouche lipidique qui assure les échanges avec
le milieu extérieur grace a des protéines de transport spécialisées. Cette membrane joue un role
essentiel dans la régulation des flux de nutriments et de déchets, et constitue également le site de la
phosphorylation oxydative chez les bactéries aérobies [4,5].

La paroi cellulaire constitue un élément fondamental de la structure procaryote. Elle confere rigidité
et protection a la cellule, tout en participant a sa forme. Sa composition varie selon les especes : les
bactéries Gram-positives possedent une épaisse couche de peptidoglycane, tandis que les bactéries
Gram-négatives ont une paroi plus fine entourée d'une membrane externe contenant des
lipopolysaccharides (LPS), comme le montre la Figure 2. [3,4].

Le cytoplasme contient le matériel génétique sous forme d'ADN circulaire localisé dans une région
appelée nucléoide. Contrairement aux cellules eucaryotes, cet ADN n'est pas enfermé dans un noyau
membranaire. Les ribosomes 70S présents dans le cytoplasme assurent la synthese des protéines
nécessaires au fonctionnement cellulaire et constituent d'ailleurs une cible privilégiée de nombreux
antibiotiques [3,5].

Certaines cellules procaryotes possedent des structures supplémentaires, comme les flagelles, qui
leur permettent de se déplacer par chimiotactisme, ou les pili, qui facilitent leur adhésion aux
surfaces et jouent un rdle crucial dans la conjugaison bactérienne. Ces appendices extracellulaires,
visibles dans la Figure 2, jouent un réle important dans l'interaction avec I'environnement et dans la
pathogénicité de nombreuses espéces [3,5].
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Figure 2 : Structure générale des cellules procaryotes [3].

I1.2 Structure et composition des bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires caractérisés par une structure cellulaire
relativement simple mais hautement fonctionnelle. Leur membrane plasmique, composée d'une
bicouche phospholipidique, joue un role essentiel dans les échanges avec le milieu extérieur grace a
des perméases et des transporteurs actifs. Elle régule 1'entrée des nutriments et la sortie des déchets
métaboliques, assurant ainsi I'homéostasie cellulaire [3,5].

La paroi cellulaire constitue un élément clé de la structure bactérienne et représente la cible de
nombreux agents antibactériens comme la pénicilline. Elle confere rigidité et protection a la cellule.
Sa composition, illustrée dans la Figure 3, varie selon les types de bactéries : les bactéries Gram-
positives se colorent en violet lors de la coloration de Gram, en raison de leur épaisse paroi de
peptidoglycane, tandis que les bactéries Gram-négatives présentent une paroi plus mince associée a
une membrane externe [3,5].

Le cytoplasme contient le matériel génétique sous forme d'’ADN circulaire double brin, ainsi que les
ribosomes nécessaires a la synthese des protéines. Certaines bactéries possedent également des
structures supplémentaires telles que les flagelles, les pili et des plasmides, qui sont des éléments
d'ADN extra chromosomique portant souvent des genes de résistance aux antibiotiques [5,8]. Cette
organisation simple confére aux bactéries une grande capacité d'adaptation et une vitesse de
reproduction élevée par fission binaire. Ces caractéristiques, associées a leur plasticité génétique,
expliquent leur présence dans pratiquement tous les environnements terrestres, des sources
hydrothermales aux milieux polaires, ainsi que leur capacité a développer rapidement des résistances
aux agents antimicrobiens [5,7].
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Figure 3 : Structure et composition des bactéries [5]

I1.3 Types et classification des bactéries

Les bactéries peuvent étre classées selon plusieurs critéres, notamment leur forme, leur structure et
leur mode de nutrition, comme représenté dans la Figure 4. On distingue les bactéries sphériques
(coques), qui peuvent s'organiser en amas (staphylocoques), en chaines (streptocoques) ou en paires
(diplocoques) ; les bactéries en forme de batonnets (bacilles) ; et les bactéries en forme spiralée
(spirilles et spirochetes) [3,6].

La classification peut également se baser sur la composition de la paroi cellulaire via la technique de
coloration de Gram, mise au point par le bactériologiste danois Hans Christian Gram en 1884. Cette
distinction entre bactéries Gram-positives et Gram-négatives est fondamentale car elle influence
directement les propriétés biologiques des bactéries, leur sensibilité aux agents antimicrobiens et
leur capacité a induire des réponses inflammatoires chez 1'héte [3,6].

Les bactéries peuvent également étre classées selon leur mode de nutrition, comme illustré dans la
Figure 4. Les bactéries autotrophes synthétisent leurs propres molécules organiques a partir de
sources inorganiques (photoautotrophes via la photosynthese, chimiolithotrophes via I'oxydation de
composés minéraux), tandis que les bactéries hétérotrophes dépendent de matiere organique
préexistante. Cette diversité trophique refléte leur remarquable capacité a s'adapter a différents
environnements et sources d'énergie [6,7].
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Figure 4 : Types et classification des bactéries [6]

I1.4 Croissance et reproduction bactérienne

La croissance bactérienne est un processus dynamique qui dépend de nombreux facteurs
environnementaux tels que la température, le pH, la disponibilité en nutriments et la pression
osmotique. Les bactéries se reproduisent principalement par fission binaire, un processus asexué
représenté dans la Figure 5, qui permet la formation de deux cellules filles génétiquement identiques
a partir d'une cellule mére apres réplication de I'ADN chromosomique [3,7].

La croissance bactérienne en milieu fermé suit une courbe sigmoide caractéristique décrite en quatre
phases distinctes, illustrées dans la Figure 5 : la phase de latence (adaptation métabolique au milieu),
la phase exponentielle ou logarithmique (division rapide et réguliére), la phase stationnaire
(équilibre entre naissances et morts cellulaires dii a 1'épuisement des nutriments), et la phase de
déclin (mort cellulaire accélérée par lyse et accumulation de métabolites toxiques). La connaissance
précise de ces phases est essentielle pour I'optimisation des procédés fermentaires industriels et pour
la conception de protocoles d'antibiothérapie efficaces [3,7]
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Figure 5 : Croissance et reproduction bactérienne [7]

I1.5 Role des micro-organismes et nécessité de leur controle

Les micro-organismes (bactéries, champignons, virus) ne se limitent pas a leur aspect pathogene ;
leur role est bien plus nuancé et fondamental dans 1'équilibre des écosystemes naturels et des
systemes biologiques. Leur étude constitue un enjeu majeur pour la santé publique, I'agriculture et
l'industrie [7, 8]. Acteurs de l'équilibre écologique : Ils décomposent la matiére organique et
recyclent les nutriments essentiels (carbone, azote, phosphore). Dans le traitement des eaux usées,
ils sont au cceur de I'épuration biologique, permettant la dégradation des polluants organiques par
voie aérobie et anaérobie [9].

e Symbiotes au service de la santé humaine : Le microbiote intestinal humain, composé de
plus de 103 micro-organismes, forme une barriére protectrice vitale contre les pathogenes.
Une dysbiose, ou déséquilibre de cette flore, est associée a de nombreuses pathologies telles
que les maladies inflammatoires de l'intestin, I'obésité et les infections opportunistes a

Candida [8, 10].

e Agents pathogénes et risques émergents : Certains micro-organismes produisent des facteurs
de virulence (toxines, enzymes destructrices, biofilms) qui leur permettent de contourner les
défenses immunitaires de 1'h6te et de provoquer des maladies graves. L'émergence de
pathogenes résistants représente aujourd'hui une menace sanitaire mondiale [8,11].

Cependant, leur développement incontrolé peut entrainer des effets indésirables considérables,
notamment dans les secteurs agroalimentaires et hospitaliers. Il devient donc nécessaire de mettre en
place des stratégies de controle adaptées. La Figure 6 illustre les principales approches disponibles

[8,11].

Prévention des infections nosocomiales et systémiques : En milieu hospitalier, la prolifération de
pathogeénes comme Candida albicans ou Aspergillus fumigatus peut causer une mortalité élevée

11
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chez les patients immunodéprimés. Selon Brown [12], les infections fongiques invasives tuent plus
d'un million de personnes par an dans le monde. Pfaller [13] a montré que la candidémie représente
la quatriéme cause d'infections nosocomiales sanguines aux Etats-Unis, avec une mortalité brute
pouvant atteindre 40%. [8, 9,13]

e Protection des ressources alimentaires et hydriques : Les biofilms microbiens, tels que
décrits par [11] constituent des communautés organisées de micro-organismes enchassés
dans une matrice polymérique et fixés sur des surfaces. Ils contaminent les réseaux
hydriques et les surfaces alimentaires, dégradant la qualité et propageant des maladies
d'origine hydrique [8,11].

e Lutte contre la résistance antimicrobienne (AMR) : Un contrdle défaillant (sous-dosage ou
surutilisation d'antimicrobiens) sélectionne des souches résistantes aux traitements.
L'approche in silico s'avere alors décisive : elle permet de concevoir des agents ciblés
réduisant la pression de sélection sur les souches non visées, comme l'a 0 démontré Black
pour les antifongiques. [8]

L'analyse montre que le controle moderne ne cherche plus 1'éradication totale, mais le controle
sélectif basé sur deux principes complémentaires : Sélectivité Moléculaire : Utiliser la modélisation
informatique et le criblage virtuel pour créer des molécules qui bloquent spécifiquement un
pathogene sans perturber la flore bénéfique de 1'hote. Cette approche in silico réduit
considérablement le temps et le colit du développement de nouveaux agents antimicrobiens [14].

e FEco-conception : Privilégier des agents de contréle biodégradables (antifongiques d'origine
naturelle, phages, bactériocines) pour éviter la rémanence chimique dans I'environnement et
la contamination des chaines alimentaires [8,15].
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Figure 6 : Role des micro-organismes et nécessité de leur contrdle [8]

Si le controle des populations bactériennes a longtemps dominé l'agenda de la recherche
antimicrobienne, la complexité biologique des champignons (organismes eucaryotes partageant de
nombreuses cibles moléculaires avec les cellules humaines) souléve des défis de sélectivité bien plus
ardus. Selon Donlan [9] plus d'un milliard de personnes souffrent d'infections fongiques
superficielles, et les formes invasives causent une mortalité comparable a celle de la tuberculose.
C'est précisément a l'intersection de cette urgence clinique et de la nécessité d'une précision
moléculaire accrue que se place notre étude des agents antifongiques [8, 9,16].

II1. Les antifongiques : Mécanismes, limites et conception in Silico

I11.1 Historique des approches antifongiques

Les premieres méthodes de contréle des champignons reposaient sur des pratiques empiriques
utilisant des substances naturelles comme les plantes, les huiles végétales ou certains composés
minéraux tels que le soufre et le cuivre. Ces méthodes, représentées sur la figure 7, visaient
principalement a limiter la dégradation des aliments et des matériaux sans compréhension
scientifique des mécanismes impliqués. La bouillie bordelaise, mélange de sulfate de cuivre et de
chaux utilisé en viticulture, constitue un exemple historique emblématique de cette approche
empirique. [8,17]

Avec l'avenement de la microbiologie au XIXe siecle, notamment grace aux travaux fondateurs de
Louis Pasteur et Robert Koch, les chercheurs ont commencé a identifier les micro-organismes
responsables des altérations. Cette étape a marqué une avancée importante dans la compréhension
des champignons et de leur role dans les processus de détérioration des aliments et des tissus
biologiques. Elle a permis d'ouvrir la voie a des recherches plus structurées sur les moyens de les
controler scientifiquement [17].

Au XXe siecle, le développement de la chimie organique a permis la synthese des premieres
molécules antifongiques spécifiques. La nystatine, découverte en 1950, et l'amphotéricine B,
introduite dans les années 1960, ont représenté des avancées majeures. Cette évolution a marqué une
transition vers une approche scientifique rationnelle basée sur l'identification de cibles biologiques
spécifiques aux champignons [17].

Les recherches modernes, comme celles de Montes [17] et de Dascalu [18] illustrent l'intégration
croissante de méthodes numériques et de modélisation moléculaire. Ces approches permettent
d'optimiser la découverte de nouvelles molécules antifongiques en prédisant in silico leur affinité
pour les cibles fongiques et leurs propriétés pharmacocinétiques avant toute syntheése chimique [17,
18].
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Approches Empiriques § Avénement de la
Anciennes % Microbiologie

Figure 7 : Evolution historique des approches antifongiques [17]

I11.2 Mode d'action des antifongiques

Les antifongiques agissent principalement en ciblant des structures essentielles et spécifiques des
cellules fongiques, minimisant ainsi les effets toxiques sur les cellules de 1'h6te. Selon les travaux de
Dascalu [18] et Revie [19] les mécanismes d'action sont généralement liés a trois grandes cibles
biologiques exploitables thérapeutiquement [18, 19].

La premiére cible est la membrane cellulaire fongique, dont la composition en ergostérol la
différencie des membranes des cellules animales qui contiennent du cholestérol. Les azoles
(fluconazole, voriconazole) inhibent la biosynthése de l'ergostérol en bloquant I'enzyme
Ergl1/CYP51, tandis que les polyénes (amphotéricine B) se lient directement a 1'ergostérol pour
former des pores transmembranaires, comme illustré sur la figure 8 [17, 18].

La deuxieme cible est la paroi cellulaire fongique, structure absente des cellules humaines et donc
particulierement intéressante pour la sélectivité thérapeutique. Les échinocandines (caspofungine,
micafungine, anidulafungine) inhibent la béta-(1,3) -D-glucane synthase, enzyme clé de la
biosyntheése du béta-glucane, principal constituant de la paroi, provoquant ainsi un affaiblissement
structural et la lyse cellulaire, comme représenté sur la figure 8 [17]. La troisiéme cible concerne les
processus intracellulaires, notamment la synthése des acides nucléiques. La 5-fluorocytosine (5-FC)
est convertie en 5-fluorouracile a l'intérieur de la cellule fongique, inhibant la thymidylate synthase
et bloquant ainsi la synthese de I'ADN et de ' ARN. Ce mécanisme, bien que puissant, est souvent
utilisé en association avec d'autres antifongiques pour prévenir I'émergence rapide de résistances
[18, 19].

Les recherches des travaux selon Dascalu [18] montrent également que ces mécanismes d'action
sont directement liés a 'apparition de phénomenes de résistance : mutations du gene ERG11 pour les
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azoles, mutations des genes FKS pour les échinocandines, et surexpression de pompes a efflux pour
plusieurs classes. Cette compréhension mécanistique est essentielle pour le développement de
nouvelles molécules capables de contourner ces résistances [18].

Echinocandines :
Inhibition du beta-glucane

Polyenes :
Formation de pores

Polyénes : Echinocandines :
Formation de pores Aspergillus fumigatus hypha  Inhibition du beta-glucane

Figure 8 : Diagramme schématique des principaux modes d'action des antifongiques [18]

IT1.3 Panorama des antifongiques

Les antifongiques sont utilisés dans de nombreux secteurs d'activité, comme illustré sur la figure 9.
Dans le domaine de la santé humaine, ils permettent de traiter des infections allant des candidoses
superficielles aux aspergilloses invasives, ces dernieres représentant une cause majeure de mortalité
chez les patients immunodéprimés selon Leyva Salas [20]. Dans le domaine agroalimentaire, ils
prolongent la durée de conservation des denrées et limitent les pertes économiques dues aux
contaminations fongiques, estimées a 25% de la production alimentaire mondiale annuelle [9, 20].

Dans l'industrie, les antifongiques sont intégrés dans des matériaux tels que les peintures, les textiles
et les revétements afin d'éviter la dégradation causée par les moisissures. Leur utilisation dans les
matériaux de construction contribue a prévenir la formation de biofilms fongiques susceptibles de
dégrader les structures et de provoquer des problemes de qualité de l'air intérieur [20]. Des
alternatives naturelles font 1'objet d'une attention croissante dans le contexte actuel de résistance et
d'impact environnemental. Les huiles essentielles de thym, d'origan et de cannelle présentent des
propriétés antifongiques remarquables, notamment grace a leurs composants actifs (thymol,
carvacrol, cinnamaldéhyde) qui perturbent l'intégrité membranaire des champignons. Il a été
démontré que ces molécules naturelles agissent sur des cibles multiples, limitant ainsi 1'émergence
de résistances [15, 20].

Les travaux de Leyva Salas [20] ont démontré I'efficacité de cultures de bioprotection utilisant des
bactéries lactiques et des levures sélectionnées comme ferments antifongiques dans les produits
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alimentaires fermentés. Ces approches biologiques représentent une voie prometteuse vers des
solutions plus naturelles, durables et acceptables par les consommateurs [20].

Approches  Santé
= Naturelles Humaine

Santé Humaine

Industrie

A

Industrie

Figure 9 : Applications sectorielles des antifongiques [20]

I11.4 Approches de lutte contre les agents fongiques

I11.4.1 Approches chimiques

Les approches chimiques reposent sur l'utilisation de molécules synthétiques capables d'inhiber ou
de détruire les champignons. Elles sont largement utilisées en raison de leur efficacité et de leur
action rapide. Les principales classes incluent les azolés (inhibiteurs de la biosynthése de
l'ergostérol), les polyénes (formation de pores membranaires), les échinocandines (inhibiteurs de la
synthése de la paroi) et les allylamines (inhibiteurs de la squaléne époxydase). Chacune de ces
classes cible une étape différente et essentielle du métabolisme fongique [19].

I11.4.2 Approches naturelles

Les approches naturelles exploitent les propriétés antifongiques de composés issus de plantes, de
bactéries et de champignons antagonistes. Les huiles essentielles, les polyphénols végétaux et
certains métabolites secondaires de bactéries lactiques (acides organiques, bactériocines) sont
étudiés pour leur potentiel a inhiber la croissance fongique. Ces solutions présentent 'avantage de
cibler des mécanismes multiples, réduisant ainsi le risque d'émergence de résistances et limitant
I'impact environnemental par leur biodégradabilité [15, 20].

I11.4.3 Approches physiques

Les approches physiques consistent a modifier les conditions environnementales afin de limiter le
développement des champignons. Cela inclut le controle de la température (réfrigération,
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pasteurisation, stérilisation thermique), de I'humidité (activité de I'eau), du pH, ainsi que l'utilisation
de rayonnements ultraviolets ou ionisants. Les études montrent que la combinaison de ces approches
avec des agents chimiques ou biologiques (approche des barrieres multiples) permet d'améliorer
significativement 1'efficacité globale des stratégies antifongiques dans 1'industrie alimentaire [7, 8].

I11.4.4 Limites des antifongiques

Malgré leur efficacité, les antifongiques présentent plusieurs limites importantes qui freinent leur
utilisation a long terme. L'un des problemes majeurs est l'apparition de résistances chez les
champignons pathogénes, qui réduit progressivement l'efficacité des traitements disponibles. Le
nombre limité de classes antifongiques approuvées (seulement quatre grandes classes avec des
mécanismes d'action distincts) aggrave cette situation, laissant peu d'alternatives thérapeutiques en
cas d'échec [19, 21].

Des études récentes, notamment celles de Pristov KE [21] montrent que certaines espéeces de
Candida développent des mécanismes de résistance complexes, incluant des mutations ponctuelles
du geéne ERGI11, la surexpression de pompes a efflux de la famille CDR et MDR, et des
modifications de la composition de la paroi cellulaire. De méme [21] a documenté 1'émergence de
résistances aux échinocandines via des mutations des genes FKS1 et FKS2 chez Candida glabrata.
De plus, [22] a identifié la surexpression de transporteurs ABC (ATP-binding cassette) comme
mécanisme majeur de résistance multi drogues chez plusieurs espéces de Candida et Aspergillus,
représentant un défi thérapeutique croissant [21, 22].

Les dérivés azolés, de par leur mécanisme calqué sur la liaison au fer héminique, exercent une
inhibition non sélective des cytochromes P450 humains [23,24]. Cette interférence métabolique
systémique est a l'origine d'interactions médicamenteuses croisées majeures et potentiellement
fatales chez les patients immunodéprimés recevant des traitements concomitants
(immunosuppresseurs, chimiothérapies, anticoagulants) [25,26].

Les cotlits élevés de développement et de production des nouvelles formulations (lipidiques
notamment), extrémement élevés en limitent l'accessibilité globale, particulierement dans les pays
en développement [27,28].

L'ensemble de ces contraintes et limites cliniques 1égitime et rend impérative la recherche continue
de nouvelles tétes de série moléculaires, dotées de profils pharmacocinétiques optimisés, de
mécanismes d'action novateurs et d'une toxicité systémique minimale [29,30].

IV Les Triazoles : Structure, activité et potentiel antifongique

IV.1 Généralités

Les triazoles constituent une famille de composés hétérocycliques azotés dont
I’intérétpharmacologique n’a cessé de croitre depuis leur découverte. Leur noyau de base est un
cycle a cinq chainons contenant trois atomes d’azote, ce qui leur confére des propriétés
électroniques et de coordination particulierement favorable a I’interaction avec des cibles
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biologiques. Cette structure leur permet notamment de former des liaisons de coordination stables
avec le fer hémique de I’enzyme CYP51 (Ergll), cible clé de la biosynéthése de 1’ergostérol
fongique [17,18]. Sur le plan clinique, les triazoles représentent aujourd’hui la classe antifongique la
plus largement utilisée, notamment dans le traitement des candidoses systémiques, des aspergilloses
invasives et des cryptococcoses méningées. Des molécules telles que le fluconazole, le voriconazole,
I’itraconazole ou encore le posaconazole illustrent la diversité structurale et le large spectre d’action
accessibles au sein de cette famille chimique. Leur développement progressif depuis les premiéres
générations d’imidazoles vers les triazoles de deuxiéme et troisieme génération a permis d’améliorer

significativement la sélectivité vis-a-vis des cibles fongiques et de réduire la toxicité pour I’héte [17,
19].

PREMIERE GENERATION : IMIDAZOLES  TRIZOLES (DEUXIEME & TROISIEME GENERATIONS)
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Figure 10 : Evolution et spectre d’activité des antifongiques azolés [17, 19]

Au-dela de leur activité antifongique, les dérivés triazolés présentent également des activités
antibactériennes, antivirales, anticancereuses et anti-inflammatoires démontrées dans la littérature,
faisant de ce noyau hétérocyclique un pharmacophore privilégié en chimie médicinale moderne.
Cette polyvalence thérapeutique, associée a leur stabilité métabolique relative et a la facilité avec
laquelle ils peuvent étre fonctionnalisés par synthése chimique, explique 1’intérét croissant porté a
leur égard dans les programmes de découverte de nouveaux médicaments [14, 23].
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Figure 11 : Mécanisme d’action des triazoles. Inhibition de la biosynthese de 1’ergostérol et
sélectivité CYP51 [18, 19]

IV.2 Structure chimique et nomenclature

Le noyau triazole est un cycle aromatique plané a cinqg chainons composés de deux atomes de
carbone et de trois atomes d’azote. Selon la disposition relative de ces atomes d’azote au sein du
cycle, on distingue deux isomeres principaux : le 1,2,3-triazole, dans lequel les trois azotes sont
consécutifs, et le 1,2,4-triazole, dans lequel les azotes occupent les positions 1, 2 et 4 du cycle. Ces
deux formes peuvent exister sous deux tautomeres distincts selon la position de 1’atome d’hydrogene
lié a I'un des azotes : les formes 1H- et 2H- pour le 1,2,3-triazole, et les formes 1H-et 4H- pour le
1,2,4-triazole [14, 17].

La numérotation des atomes du cycle suit les regles de I’ITUPAC : dans le 1,2,4-triazole, 1’azote
portant le substituant le plus prioritaire recoit le numéro 1, et la numérotation se poursuit dans le
sens permettant aux hétéroatomes d’obtenir les indices les plus faibles. Cette distinction structurale
entre les deux isomeres n’est pas anodine sur le plan pharmacologique : si les deux sous-classes
possedent des propriétés biologiques intéressantes, c’est le noyau 1,2,4-triazole qui concentre
I’essentiel des antifongiques cliniquement approuvés, notamment les azoles de deuxiéme génération
comme le fluconazole et le voriconazole [17, 18, 19].

Sur le plan physico-chimique, le caractére aromatique du noyau triazole lui confére une planaritié et
une stabilité thermique élevées. La présence de multiples atomes d’azote a caractere donneur et
accepteur de liaisons hydrogéne favorise des interactions non-covalentes avec les résidus actifs des
cibles enzymatiques. Le log P modéré des dérivés triazolés, combiné a leur poids moléculaire

19



Chapitre I : De la microbiologie générale a la conception antifongique

généralement compris dans les critéres de Lipinski, leur confere des propriétés pharmacocinétiques
globalement favorables en termes d’absorption et de distribution. [14, 23].
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Figure 12 : Structure chimique et nomenclature du noyau 1,2,4-triazole [14, 17]

IV.3 Importance du systeme cyclique 1,2,4-triazole

Le systeme cyclique 1,2,4-triazole occupe une place centrale dans la chimie médicinale en raisonde
ses propriétés bioisostériques et de sa capacité a mimer certains groupes fonctionnels naturels.
L’azote en position 4 du cycle, a caractere basique prononcé, est directement impliqué dans la
coordination avec le fer hémique du site actif de I’enzyme CYP51, inhibant ainsi la déméthylation
en C-14 du lanostérol, étape essentielle de la biosynéthese de 1’ergostérol. Cette interaction
hautement spécifique est a 1’origine de I’efficacité antifongique remarquable des triazoles de
deuxieme génération [15, 18,19].

Par rapport au noyau imidazole utilisé dans les antifongiques de premiére génération (éconazole,
ktoconazole), le 1,2,4-triazole présente 1’avantage d’une plus grande sélectivité vis-a-vis du CYP51
fongique par rapport aux cytochromes P450 humains (CYP3A4, CYP2C9). Cette sélectivité
améliorée se traduit par une réduction significative des interactions médicamenteuses et des effets
hépatotoxiques observés avec les imidazoles, comme 1’ont documenté Turnbaugh. et Revie et al [11,
20]. Le noyau 1,2 4-triazole constitue également un excellent point d’ancrage pour des stratégies de
modulation structurale. En modulant les substituants portés par les carbones C-3 et C-5 du cycle, il
est possible d’optimiser simultanément 1’affinité pour la cible, la liposolubilié, la stabilité
métabolique et le profil de résistance. Cette modularité est particulierement précieuse dans le
contexte des approches de criblage virtuel et de docking moléculaire, ou des bibliothéques de
dérivés triazolés peuvent étre générées et évaluées in silico avant toute synthése, réduisant ainsi
considérablement le temps et le colit du développement [14, 23].
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Figure 13 : Importance du systeme cyclique 1,2,4-triazole [15,18]

IV.4. Relation structure-activité des dérivés benzothiazolés

Les dérivés hybrides associant un noyau benzothiazole a un fragment triazole représentent une
stratégie de conception moléculaire particuliérement prometteuse. Le noyau benzothiazole, systéme
bicy-clique formé par la fusion d’un cycle benzénique et d’un cycle thiazole, posséde lui-méme des
propriétés  antifongiques, antibactériennes et antitumorales L’hybridation
pharmacophorique avec le triazole permet de cumuler et de synerger les propriétés biologiques des
deux entités structurales, tout en modulant le profil physicochimique global de la molécule
résultante [14, 23].

reconnues.

L’étude des relations structure-activité (SAR) de ces dérivés a permis d’identifier plusieurs
déterminants structuraux critiques pour |’activité antifongique. La nature et la position des
substituants sur le cycle benzénique du fragment benzothiazole exercent une influence déterminante
sur D’activité : les groupements électro-attracteurs en position para (halogénes, groupes nitro,
trifluorométhyle) tendent a augmenter 1’activité antifongique en améliorant I’interaction avec le site
hydrophobe de 1’enzyme cible. En revanche, les substituants encombrants ou fortement
électrodonneurs en position ortho réduisent généralement 1’affinité par empéchement stérique au
niveau du site actif [14, 23].

La nature du lien entre le fragment benzothiazole et le noyau triazole constitue également un
parametre SAR déterminant. Un espaceur flexible de type méthyléne ou éthyléne permet une
meilleure adaptation conformationnelle au site de liaison de la protéine cible, tandis qu’une liaison
directe entre les deux cycles tend a rigidifier la structure et peut soit améliorer soit réduire 1’activité
selon la géométrie du site actif concerné. Ces données SAR, acquises par des études expérimentales
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et confirmées par des calculs de docking moléculaire, constituent le fondement rationnel sur lequel
repose la conception des nouvelles molécules évaluées dans notre travail [14, 18, 23]. Au regard des
éléments présentés dans cette section, les dérivés triazolés (et plus particulierement les hybrides
benzothiazole-triazole ) apparaissent comme des candidats médicamenteux de premier choix dans la
recherche de nouveaux agents antifongiques. Leur profil structural, leur mécanisme d’action bien
établi, leur modularité synthétique et leur adéquation aux criteres de drug-likeness en font des
scaffolds idéaux pour des approches de criblage virtuel par docking moléculaire. C’est précisément
dans cette perspective que s’inscrit la démarche développée dans les chapitres suivants du présent
mémoire [14, 20, 23].
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Figure 14 : Relations structure-activité des dérivés benzothiazole-triazole [14, 23]

V Conclusion

Ce premier chapitre a posé les fondements conceptuels et scientifiques indispensables a la
compréhension de notre démarche de recherche. A travers une exploration structurée de la
microbiologie générale, puis des agents antifongiques, une réalité s'impose avec clarté : la lutte
contre les infections fongiques invasives est aujourd'hui a un tournant critique, on parle souvent de «
tueurs cachés » pour décrire l'impact sous-estimé des mycoses sur la mortalité mondiale. L'analyse
de la biologie microbienne diversité des micro-organismes, organisation cellulaire des procaryotes et
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des eucaryotes, dynamique de croissance bactérienne — a permis d'établir le cadre dans lequel
s'inscrit toute approche antimicrobienne. La particularité des champignons en tant qu'organismes
eucaryotes, partageant de nombreuses cibles moléculaires avec les cellules humaines, rend leur
controle sélectif particulierement complexe et constitue le défi central de ce travail de recherche.

L'étude du panorama antifongique a révélé un arsenal thérapeutique certes diversifié polyeénes,
azoles, échinocandines, allylamines mais dont les limites deviennent de plus en plus préoccupantes.
L'émergence de souches multi-résistantes, combinée a la toxicité inhérente de certaines molécules de
référence et au manque de nouvelles classes thérapeutiques depuis plusieurs décennies, justifie
pleinement le recours aux approches de modélisation moléculaire in silico pour accélérer la
découverte de nouveaux candidats antifongiques.
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Chapitre II : Les méthodes in silico

I Introduction

L'évolution des sciences expérimentales s'accompagne aujourd'hui d'un développement important
des approches numériques et théoriques. Ces méthodes permettent d'étudier les propriétés des
molécules et leurs interactions sans recourir systématiquement a des expérimentations coliteuses ou
longues. Dans ce contexte, les approches dites « in silico » occupent une place croissante dans les
domaines de la chimie, de la biologie et des sciences des matériaux [1].

L'intérét principal de ces méthodes réside dans leur capacité a fournir des informations détaillées a
'échelle moléculaire. Elles permettent notamment de prédire le comportement des molécules,
d'évaluer leur stabilité et d'anticiper leurs interactions avec des cibles biologiques. Ces outils
constituent ainsi un complément essentiel aux approches expérimentales, en facilitant la sélection
des composés les plus prometteurs [2].

Dans le domaine des antifongiques, les méthodes théoriques sont particulierement utiles pour
identifier de nouvelles molécules actives et comprendre leurs mécanismes d'action. Elles permettent
également d'optimiser les structures chimiques afin d'améliorer leur efficacité et de réduire leurs
effets indésirables [2,3].

II Principes généraux de la modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire regroupe un ensemble de techniques permettant de représenter et
d'étudier les molécules a 1'aide d'outils informatiques. Elle repose sur des principes physiques et
mathématiques permettant de décrire les interactions entre les atomes et les électrons [3,4].

Elle s'appuie sur deux approches fondamentales : la mécanique moléculaire (ou mécanique
classique) et la mécanique quantique. La mécanique quantique analyse la distribution des électrons
pour une précision optimale en réactivité chimique, tandis que la mécanique moléculaire emploie
des fonctions de « champs de force » pour représenter les atomes comme des sphéres
interconnectées par des ressorts, facilitant I'étude de macromolécules complexes telles que les
enzymes fongiques [4,5].

Le principe clé consiste a identifier un état d'énergie minimale, qui correspond a la conformation la
plus stable et probable de la molécule. Grace a des algorithmes d'optimisation géométrique, cette
approche permet de visualiser les entités chimiques en trois dimensions, de prédire rigoureusement
leurs propriétés physico-chimiques et d'anticiper leurs interactions avec des cibles biologiques
spécifiques [4].

I1.1 Représentation et topologie moléculaire

Les molécules sont décrites comme des ensembles d'atomes liés entre eux, dont la disposition
spatiale influence directement leurs propriétés. La géométrie moléculaire joue un réle essentiel dans
la réactivité chimique et dans la capacité d'une molécule a interagir avec son environnement [6,7].
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La description d'une molécule ne se limite pas a sa formule brute ; elle repose sur une hiérarchie de
représentations allant du plan local a I'espace global :

e Connectivité (Structure 2D) : Elle montre quels atomes sont liés et comment (liaisons
simples, doubles ou aromatiques). En modélisation informatique, cela crée des graphes pour
calculer les propriétés physiques et chimiques [7].

e Stéréochimie et Isomérie : La disposition dans I'espace compte, surtout la chiralité. Pour un
antifongique, deux formes miroirs (énantiomeres) peuvent agir différemment : 1'une bloque
bien I'enzyme fongique, I'autre est inactive ou toxique [8,9].

III Les méthodes de découverte des médicaments

La découverte de nouveaux agents thérapeutiques est un processus complexe et pluridisciplinaire
qui mobilise des compétences en chimie, biologie, pharmacologie et informatique. Historiquement,
plusieurs approches stratégiques ont été développées pour identifier des molécules candidates a
visée thérapeutique. On distingue principalement cinq grandes méthodes, chacune reposant sur un
paradigme différent et présentant des avantages spécifiques [10,11].

LES 5 APPROCHES DE DECOUVERTE DES MEDICAMENTS

& MOLECULE @ PROCESSUS 5 MODELISATION
EXISTANTE PHYSIOLOGIQUE IN SILICO
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Figure 1 : Les cinqg approches stratégiques de la découverte des médicaments [10,11]

IT1.1 Découverte par Sérendipité (Hasard)

La sérendipité, ou découverte fortuite, constitue historiquement la premiére forme de découverte
médicamenteuse. Elle repose sur l'observation imprévue d'un effet biologique lors d'une
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expérimentation initialement orientée vers un autre objectif. Bien que non planifiée, cette approche a
permis d'identifier certains des médicaments les plus importants de I'histoire de la pharmacologie
[10].

L'exemple le plus emblématique reste la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en
1928. Ayant remarqué qu'une moisissure (Penicillium notatum) inhibait la croissance bactérienne sur
une boite de Petri contaminée, Fleming identifia le premier antibiotique naturel, révolutionnant ainsi
le traitement des infections bactériennes. De méme, l'aspirine (acide acétylsalicylique) et le
sildénafil (Viagra, initialement développé pour l'angine de poitrine) ont été découverts grace a des
observations inattendues lors d'essais cliniques [10,11].

Cette approche, bien que limitée dans sa reproductibilité, a démontré 1'importance de 1'observation
rigoureuse en sciences. Elle a servi de point de départ pour de nombreuses classes thérapeutiques
majeures, notamment les antibiotiques, les antihistaminiques et les antidépresseurs. Elle illustre
parfaitement le lien entre curiosité scientifique et innovation thérapeutique [11].

Figure 2 : Découverte médicamenteuse par sérendipité [10,11]

I11.2 Découverte par données empiriques (Criblage de substances naturelles)

L'approche empirique repose sur le criblage systématique de substances naturelles issues de plantes
médicinales, de micro-organismes ou de médecines traditionnelles. Cette méthode s'appuie sur des
connaissances ethno pharmacologiques accumulées au fil des siecles et cherche a en identifier les
principes actifs [12].

De nombreux médicaments modernes trouvent leur origine dans des remedes traditionnels. La
morphine, extraite du pavot (Papaver somniferum) et utilisée depuis I'Antiquité comme analgésique,
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a été isolée et caractérisée chimiquement au XIXe siecle. La quinine, principe actif de 1'écorce de
quinquina utilisée dans le traitement du paludisme par les populations andines bien avant sa
découverte scientifique, ou encore le Taxol (paclitaxel), extrait de 1'if du Pacifique (Taxus brevifolia)
et utilisé en oncologie, illustrent cette démarche [12,13].

L'avenement de la chimie combinatoire et du criblage a haut débit (HTS, High-Throughput
Screening) a permis de moderniser et d'accélérer considérablement cette approche empirique, en
testant des milliers de composés simultanément contre des cibles biologiques définies, réduisant
ainsi les délais de découverte [13].

Figure 3 : Découverte médicamenteuse par données empiriques [13]

I11.3 Découverte a partir d'une molécule déja existante (Repositionnement et analogues)

Cette stratégie, aussi appelée repositionnement ou optimisation de chef de file (lead optimization),
consiste a partir d'une molécule biologiquement active déja connue et d'en modifier la structure
chimique pour améliorer ses propriétés pharmacologiques, réduire sa toxicité, ou cibler une nouvelle
pathologie [14].

Dans le domaine des antifongiques, cette approche a permis le développement de toute la famille
des dérivés azolés. A partir du miconazole, premier antifongique azolé de référence, les chimistes
médicinaux ont synthétisé de nombreux analogues structuraux comme le fluconazole, l'itraconazole
et le voriconazole, chacun présentant un spectre d'activité et un profil pharmacocinétique améliorés.
Le principe repose sur les relations structure-activité (SAR), qui permettent de rationaliser les
modifications chimiques a effectuer [14,15].

Le repositionnement de médicaments existants vers de nouvelles indications thérapeutiques
représente également une déclinaison économiquement attractive de cette stratégie, car les données

30



Chapitre II : Les méthodes in silico

de sécurité et de pharmacocinétique sont déja partiellement disponibles, réduisant ainsi les risques
de développement [15].
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Figure 4 : Découverte médicamenteuse a partir d'une molécule déja existante [15]

I11.4 Découverte a partir d'un processus physiologique (Approche basée sur la cible)

L'approche basée sur la cible (Target-Based Drug Discovery) repose sur l'identification préalable
d'une protéine ou d'un processus biologique clé impliqué dans la physiopathologie d'une maladie.
Une fois la cible identifiée et validée biologiquement, des molécules sont concues spécifiquement
pour l'inhiber ou la moduler [16,17].

Un exemple paradigmatique est le développement des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de
'angiotensine (IEC) pour le traitement de I'hypertension artérielle. En comprenant le role central de
cette enzyme dans la régulation de la pression artérielle, les chercheurs ont pu concevoir des
inhibiteurs spécifiques comme le captopril et 1'énalapril. De méme, dans le domaine antifungique,
l'identification de la 14a-déméthylase (CYP51), enzyme essentielle a la biosynthese de I'ergostérol
fongique, a conduit au développement ciblé des antifongiques azolés [16-18].

Cette approche est aujourd'’hui fondamentale dans la conception rationnelle de médicaments et
constitue la base de la cinquieme méthode : la modélisation moléculaire et le docking in silico, qui
représente le cceur de ce chapitre [18].
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{

3. Découverte par Compréhension du Processus Physiologique
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Figure 5 : Découverte médicamenteuse a partir d'un processus physiologique [18]

I11.5 Découverte par modélisation moléculaire in silico (Docking)

La modélisation moléculaire in silico représente 1'évolution naturelle de 1'approche basée sur la
cible, amplifiée par la puissance de calcul informatique moderne. Elle permet de simuler
virtuellement les interactions entre une molécule candidate (ligand) et sa cible biologique
(récepteur) sans nécessiter de synthese chimique préalable. Cette approche constitue le cceur de ce
chapitre et sera développée en détail dans les sections suivantes [18,19].

Grace au docking moléculaire, il est possible de cribler virtuellement des milliers de composés,
d'identifier les interactions clés ligand-récepteur, et de prédire 1'affinité de liaison avec une précision
croissante. Cette méthode a radicalement transformé le processus de recherche pharmaceutique en
permettant un criblage virtuel efficace, réduisant considérablement le nombre d'essais
expérimentaux nécessaires et accélérant ainsi le développement de candidats médicaments. [19,20]
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lIL5. Découverte par Docking In Silico (Simufation Numérique)
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Figure 6 : Découverte médicamenteuse par modélisation moléculaire in silico [19,20]

IV Le docking moléculaire
IV.1 Historique et évolution de la méthode

L'émergence du docking moléculaire remonte aux années 1970, impulsée par le besoin croissant de
stratégies rationnelles dans la conception de médicaments. Initialement limités a la modélisation de
petites molécules rigides selon les principes de la chimie théorique, les algorithmes ont
considérablement évolué. Les méthodes contemporaines intégrent désormais la flexibilité
conformationnelle des cibles biologiques et s'appuient sur des simulations de dynamique
moléculaire pour affiner la précision des prédictions [19,20].

Cette progression a été catalysée par l'augmentation exponentielle de la puissance de calcul,
l'enrichissement des bases de données structurales (PDB) et l'optimisation des algorithmes de
recherche. Aujourd'hui, le docking ne se limite plus aux petits ligands ; il permet de traiter des
systemes complexes, incluant des interactions macromoléculaires de type protéine-protéine ou
protéine-ADN, offrant ainsi une résolution de plus en plus fidéle aux réalités biologiques [20,21].

IV.2 Théorie fondamentale du Docking moléculaire

Le principe fondamental du docking moléculaire repose sur le concept de complémentarité physico-
chimique entre un ligand (petite molécule) et une macromolécule cible, généralement une protéine
ou un acide nucléique. Pour qu'une interaction soit thermodynamiquement favorable et
biologiquement efficace, le ligand doit présenter une affinité spécifique avec le site de liaison, dictée
par deux facteurs clés [21,22] :
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¢ (Complémentarité géométrique : La forme du ligand doit s'ajuster avec précision a la
topologie de la cavité du site actif, suivant le modele historique « clé-serrure » ou, plus
récemment, celui de « I'ajustement induit » (induced fit) [21].

e Complémentarité électronique : Les propriétés électrostatiques, les zones de
donneurs/accepteurs de liaisons hydrogene et les régions hydrophobes des deux entités
doivent étre alignées pour stabiliser le complexe [22].

Le processus de docking consiste a simuler numériquement la formation de ce complexe en
explorant l'espace de configuration du systéme. Cette simulation s'articule autour de deux axes
méthodologiques : 1'algorithme de recherche (le docking proprement dit) et la fonction d'évaluation
(le scoring) [22,23].

e L'étape de Docking (Echantillonnage conformationnel) : L'algorithme génére une multitude
de poses en faisant varier les degrés de liberté du ligand : sa position (translation), son
orientation (rotation) et ses angles de torsion internes (flexibilité) au sein du site actif.
L'objectif final est de converger vers le minimum thermodynamique global, identifiant ainsi
la conformation « bioactive » [22].

e L'étape de Scoring (Fonction d'évaluation) : Le scoring quantifie l'affinité de liaison de
chaque pose produite via une fonction mathématique estimant 1'énergie libre de liaison :
interactions stériques (Van der Waals), électrostatiques (Coulomb), hydrophobes et liaisons
hydrogéne [23].

IV.3 Types de docking moléculaires

L'évolution des algorithmes de docking a suivi la compréhension croissante de la dynamique des
biomolécules. On distingue principalement trois niveaux de complexité selon la gestion de la
flexibilité [23,24] :

IV.3.1 Le docking rigide (Rigid Body Docking)

Le docking rigide constitue 1'approche la plus simple et la plus rapide sur le plan computationnel.
Dans ce modele, le ligand et la protéine sont traités comme des corps rigides dont la géométrie
interne (longueurs de liaison, angles et diedres) reste fixe. L'algorithme explore uniquement les 6
degrés de liberté rotationnels et translationnels du ligand dans l'espace discrétisé du site actif. Cette
méthode est principalement utilisée pour le criblage virtuel a tres haut débit de grandes bases de
données moléculaires, mais ne prend pas en compte les changements conformationnels nécessaires a
l'ajustement optimal du complexe [24,25].

IV.3.2 Le docking semi-flexible

C'est la méthode la plus couramment utilisée dans la recherche actuelle, notamment pour I'étude des
dérivés azolés. La protéine est maintenue rigide (pour économiser du temps de calcul), tandis que le
ligand est considéré comme flexible. L'algorithme explore les degrés de liberté internes du ligand
(rotations autour des liaisons simples), permettant a la petite molécule d'adopter sa conformation
bioactive pour épouser la topologie du site actif [25,26].
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IV 3.3 Le docking flexible (Induced Fit)

Le docking flexible représente le niveau de simulation le plus avancé et le plus réaliste. Il repose sur
le concept de « l'ajustement induit », ou les deux partenaires s'adaptent mutuellement lors de
l'interaction. Cette approche multi-étape combine une recherche exhaustive des poses du ligand avec
une optimisation fine de la géométrie de la protéine. Bien que plus coliteuse en ressources
informatiques, cette méthode améliore considérablement la précision des prédictions en tenant
compte des contraintes géométriques réelles et de la dynamique moléculaire. [26,27]

IV.4 Outils du docking moléculaire

IV.4.1 Le Récepteur (La macromolécule cible)

Dans le contexte de la modélisation moléculaire, le récepteur est généralement une protéine
spécialisée capable de former une liaison spécifique et réversible avec un partenaire moléculaire.
Les structures tridimensionnelles (3D) de ces macromolécules sont majoritairement extraites de la
Protein Data Bank (PDB), qui constitue la plus importante archive mondiale de données structurales,
regroupant les architectures atomiques des protéines et des acides nucléiques résolues par
cristallographie aux rayons X, RMN ou cryo-microscopie électronique [27,28].

La préparation de la cible est une étape critique incluant : la suppression des molécules de solvant
cristallographiques, 1'ajout des atomes d'hydrogéne manquants, la définition des charges partielles, et
l'affinement de la structure par minimisation d'énergie. Ces étapes sont généralement réalisées a
l'aide de logiciels spécialisés tels que Maestro Schrodinger, AutoDockTools ou MOE [28].

IV.4.2 Le ligand (La petite molécule)

Le ligand est une entité chimique destinée a se lier a la cible pour moduler son activité (inhibition,
activation ou stabilisation). Dans un protocole de docking, le ligand doit impérativement étre
représenté sous sa forme 3D optimisée. Le choix et la préparation des ligands s'effectuent
généralement selon deux approches [28,29] :

e (riblage de chimiothéques : Utilisation de bases de données chimiques publiques comme
PubChem ou ZINC, regroupant les structures, propriétés physico-chimiques et activités
biologiques connues des composés [29].

¢ Conception de novo : Les ligands sont modélisés a l'aide de logiciels de construction
moléculaire (ChemDraw) puis optimisés géométriquement par des méthodes de mécanique
classique ou quantique (DFT) pour obtenir la conformation de plus basse énergie [29,30].

IV.4.3 Le programme de docking (L'Algorithme)

Le logiciel de docking est 1'outil de calcul qui simule l'insertion de la petite molécule au sein de la
cible. Il prédit in silico la position, 1'orientation et la conformation (les « poses ») les plus probables
du ligand, puis évalue chaque pose pour identifier celle qui présente la meilleure complémentarité
géométrique et énergétique avec le récepteur. Les programmes les plus utilisés incluent
AutoDock/AutoDock Vina, Glide (Schrodinger), GOLD et FlexX [30,31].
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IV.5 Méthodologie du docking moléculaire

Le processus de docking moléculaire comprend plusieurs étapes successives et interdépendantes. La
sélection de la cible consiste a identifier une structure protéique, généralement obtenue a partir de la
Protein Data Bank (PDB). La préparation du ligand implique la génération de conformations 3D
pour les petites molécules et la prise en compte de toutes leurs formes tautomeres, afin d'obtenir une
structure chimiquement précise. La préparation de la protéine nécessite un affinement de la structure
cible, notamment par la restauration des atomes manquants et la suppression des éléments non
pertinents comme les solvants cristallographiques [31,32].

L'étape suivante consiste a générer la grille du récepteur pour représenter le site de liaison et ses
propriétés physicochimiques associées. Différents modeles de docking peuvent étre utilisés, faisant
principalement appel a des algorithmes de docking rigide ou flexible pour proposer des poses du
ligand, évaluées a l'aide de fonctions de score basées sur 1'énergie de liaison ou des fonctions
empiriques [32,33].

Apres le docking, I'analyse des interactions du ligand permet d'identifier les résidus critiques et les
types d'interactions (liaisons hydrogene, empilement m-n, contacts hydrophobes, etc.) pour valider
les modes de liaison. [33]

ETAPES DE LA METHODOLOGIE DU DOCKING MOLECULAIRE

ETAPE 2 “TAPE 3 ETAPE 4

SELECTION PREPARATION GENERATION SIMULATION ANALYSE DES
DE LA CIBLE DU LIGAND DE LA GRILLE DU DOCKING INTERACTIONS

AlgorEime g,
semi-fienkie ou flmabie
+ Genération des pases

* Exglaration cond,

# Fanctians de scane

dusabock, Gide,
GOLD, Flexk

Figure 7 : Etapes de la méthodologie du docking moléculaire.

IV.6 Le docking flexible

Cette approche tient compte indirectement de la flexibilité protéique en minimisant les forces
répulsives, permettant ainsi au ligand d'interagir plus profondément avec la surface protéique. Au
cours des réactions enzymatiques, la protéine ajuste dynamiquement sa conformation pour mieux
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accueillir le ligand, favorisant des interactions précises tout en évitant les conflits stériques. Ces
adaptations conformationnelles améliorent la complémentarité structurale entre le ligand et la
protéine, optimisant les conditions de formation de liaisons hydrogene et accroissant 1'efficacité de
liaison [27,34].

Dans les méthodes semi-flexibles, comme celles implémentées dans AutoDock Vina, les simulations
de Monte-Carlo et les algorithmes génétiques, classés parmi les méthodes stochastiques, permettent
d'équilibrer précision computationnelle et rapidité d'exécution en autorisant une flexibilité partielle
du site de liaison tout en maintenant le reste de la protéine dans une conformation fixe [34,35].

IV.7 Fonction de Score

Le score de docking mesure l'intensité de la liaison d'un ligand a une protéine. Il estime la variation
d'énergie libre (AG) lors de la formation du complexe ligand-protéine a partir des espéces libres,
calculée selon I'équation ci-dessous [35,36] :

AG =AG complexe — AG ligand — AG protéine

Ce score reflete l'affinité du ligand pour sa cible et non son activité biologique intrinséque. Les
scores ne doivent pas étre directement comparés aux données d'activité expérimentale, mais doivent
étre validés par confrontation avec des données de liaison expérimentales. Méme en cas de
divergence entre les scores et les résultats expérimentaux, cela ne signifie pas nécessairement que la
méthode de scoring est défaillante, car les données expérimentales couvrent souvent une plage plus
étroite que les prédictions théoriques [36].

Les fonctions de score remplissent deux roles principaux :

¢ Identifier la conformation du ligand présentant le meilleur ajustement dans le site de liaison.
[36]

¢ C(lasser les molécules pour mettre en évidence celles présentant la liaison prédite la plus
forte. [36]

Le docking présente cependant des limitations. Les principaux défis concernent la modélisation des
liaisons hydrogéne, des variations d'énergie et des interactions avec les molécules d'eau lors de la
liaison. Les fonctions de score simplifient ces complexités et ne peuvent pas rendre compte de toutes
les interactions moléculaires ; les résultats doivent donc étre interprétés avec prudence dans le
contexte de la découverte de médicaments [36,37].

V Principes de ' ADME/Toxicité

Apres son administration, un médicament doit franchir les barrieres ADME/Tox (Absorption,
Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité) pour atteindre efficacement sa cible thérapeutique.
Chacun de ces processus physiologiques peut réduire la concentration active du médicament,
rendant indispensable le maintien de niveaux suffisants pour exercer un effet biologique significatif.
Se concentrer uniquement sur I'amélioration de I'affinité d'une molécule pour sa cible peut conduire
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a un échec en situation clinique si ses profils pharmacocinétique et de sécurité sont défavorables.
Des lors, le développement réussi d'un médicament nécessite une optimisation équilibrée a la fois de
l'interaction avec la cible et des propriétés ADME/Tox [38,39].

Ces propriétés dépendent non seulement de la structure chimique du médicament, mais aussi de ses
interactions avec les protéines de transport, les enzymes métaboliques et les protéines plasmatiques.
Etant donné qu'environ 80 % des médicaments commercialisés sont administrés par voie orale, il est
particuliérement important de comprendre la nature dynamique et interdépendante des processus
ADME/Tox le long du tractus gastro-intestinal. Les outils computationnels, tels que les modeles
SAR, jouent un role essentiel dans la prédiction du comportement des composés in vivo [38,39,40].

PROFIL ADME/TOXICITE : DEVENIR DU MEDICAMENT DANS L'ORGANISME

D — DISTRIBUTION M — METABOLISME E — ELIMINATION
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Parganisme (clairancs)
+Nanke rénale furine)
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‘ioie crale -50% des med. Lipophile - sssus adipew Inectivation erzymasus In WAt 1 i e

Figure 8 : Profil ADME/Toxicité [38,39].

V.1 Absorption

L'absorption décrit le passage du médicament de son site d'administration vers la circulation
systémique. Ce processus est dicté par la solubilité aqueuse de la molécule, sa masse moléculaire,
son pKa et sa capacité a traverser les membranes biologiques (perméabilité passive ou transport
actif). La biodisponibilité orale d'un composé dépend également de l'effet de premier passage
hépatique, qui peut réduire significativement la concentration plasmatique du médicament actif
[38,40].

V.2 Distribution

Une fois dans le compartiment sanguin, le composé se répartit dans les différents tissus de
l'organisme. Cette diffusion dépend de la lipophilie (exprimée par le coefficient de partage Log P),
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de la charge électrique et de l'affinité pour les protéines plasmatiques. Les molécules lipophiles ont
tendance a s'accumuler dans les tissus adipeux, tandis que les molécules hydrophiles demeurent
préférentiellement dans les fluides extracellulaires. Le volume de distribution (Vd) est le parameétre
pharmacocinétique qui rend compte de cette répartition tissulaire. [38,39]

V.3 Métabolisme

Principalement localisé au niveau hépatique, le métabolisme vise a transformer la molécule originale
en métabolites généralement plus hydrosolubles. Ce processus, médié par des complexes
enzymatiques (tels que les cytochromes P450, notamment CYP3A4, CYP2D6 et CYP2C9), facilite
l'inactivation et l'excrétion du médicament. Il se déroule en deux phases : la phase I (réactions
d'oxydation, de réduction ou d'hydrolyse) et la phase II (réactions de conjugaison). Un médicament
peut étre inducteur ou inhibiteur du métabolisme, engendrant des interactions médicamenteuses
potentiellement dangereuses [40,41].

V.4 Elimination

L'élimination correspond a 1'étape finale d'évacuation des substances hors de 1'organisme, réalisée
majoritairement par voie rénale (urine) ou biliaire (féces). La clairance d'un composé dépend
directement de sa solubilité et du succes des étapes métaboliques préalables. La demi-vie (t%2) d'un
médicament, qui correspond au temps nécessaire pour que sa concentration plasmatique diminue de
moitié, est un parameétre clé guidant la posologie et la fréquence d’administration [39,40].

V.5 Toxicité

Ce filtre évalue la toxicité d'un composé ainsi que celle de ses métabolites. A I'heure actuelle, la
toxicité et l'insuffisance d'efficacité représentent les principales causes d'échec dans le
développement des médicaments. Différentes formes de toxicité sont examinées, notamment la
mutagénicité (test AMES), l'inhibition du canal hERG 1 (risque de cardiotoxicité), la toxicité orale
aigué chez le rat (DL50), la toxicité hépatique et la sensibilisation cutanée [41,42].

V.6 Régle de Lipinski (Reégle des Cinq)

La regle des cing de Lipinski est un critéere empirique largement utilisé pour évaluer si un composé
chimique est susceptible d'étre biodisponible par voie orale. Etablie a partir de l'analyse de
molécules ayant réussi les essais cliniques de phase II, cette regle aide a identifier les composés
pouvant présenter une absorption ou une perméabilité insuffisante, sans pour autant définir de
maniére catégorique leur caractere médicamenteux. Elle se concentre sur des propriétés
physicochimiques clés influencant la perméabilité intestinale passive et énonce cinq critéres
principaux [42,43] :

® Masse moléculaire < 500 g/mol
¢ LogP (lipophilicité) < 5

¢ Donneurs de liaisons hydrogene < 5
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® Accepteurs de liaisons hydrogene < 10

e [.jaisons rotatives < 15
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Figure 9 : La regle des cinq de Lipinski et ses critéres de biodisponibilité orale [43]

V.7 Régle de Ghose

La régle de Ghose définit le caractére médicamenteux d'une molécule sur la base d'une analyse
quantitative et qualitative de médicaments connus, dans le but d'identifier des composés présentant
des profils pharmacologiques favorables. Cette regle est largement utilisée en chimie médicinale
pour le filtrage de candidats médicamenteux lors du criblage virtuel et de la conception de librairies
combinatoires [44].

Les critéres clés sont les suivants :

® Masse moléculaire comprise entre 160 et 480 g/mol.

Log P (coefficient de partage octanol-eau) calculé entre -0,4 et 5,6.

¢ Réfractivité molaire comprise entre 40 et 130, reflétant le volume moléculaire et la
polarisabilité.

¢ Nombre total d'atomes compris entre 20 et 70.

¢ Analyse de la fréquence d'occurrence des groupes fonctionnels.

¢ Identification des sous-structures importantes, telles que les noyaux benzéniques et les
hétérocycles, fréquemment rencontrés dans les molécules médicamenteuses [44].
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V.8 Profil ADME in Silico

Le succes d'un agent thérapeutique repose sur sa capacité a atteindre sa cible a une concentration
efficace tout en étant éliminé sans toxicité majeure. Les propriétés ADME définissent ce
comportement pharmacocinétique. Les outils de prédiction in silico du profil ADME/Tox, tels que
Swiss ADME, pk CSM, et la plateforme ADME Tab, permettent d'évaluer rapidement ces
parametres a partir de la structure moléculaire seule, avant toute synthese chimique, orientant ainsi
le processus d'optimisation des candidats médicaments vers des profils pharmacocinétiques
favorables [45].

VI Conclusion

Ce chapitre a présenté les fondements théoriques et méthodologiques nécessaires a la
compréhension du docking moléculaire dans le contexte de la découverte de médicaments
antifongiques. Apres avoir situé les approches in silico parmi les cing grandes stratégies de
découverte médicamenteuse, nous avons détaillé les principes de la modélisation moléculaire, les
types de docking (rigide, semi-flexible et flexible), ainsi que les outils algorithmiques et les
fonctions de score associées .

L'importance du profil ADME/Toxicité a également été soulignée, avec les regles de Lipinski et de
Ghose comme outils de filtrage précoce des candidats médicaments. L'ensemble de ces
connaissances constitue le socle méthodologique sur lequel s'appuient les études de docking
présentées dans les chapitres suivants, visant a identifier et optimiser de nouveaux agents
antifongiques ciblant la CYP51 fongique.
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Chapitre III : Résultats et discussion

I Introduction

Les infections fongiques invasives (IFI) représentent aujourd’hui une menace croissante et majeure
pour la santé publique mondiale, touchant particulierement les patients immunodéprimés (atteints du
VIH, sous chimiothérapie ou hospitalisés en soins intensifs). Face a I’émergence alarmante de
souches résistantes aux traitements conventionnels et a la mortalité élevée associée aux infections
systémiques causées par les genres Candida, Aspergillus et Cryptococcus, le développement de
nouvelles entités moléculaires plus efficaces et moins toxiques est devenu une priorité absolue [1].

Pour stopper la prolifération fongique, la stratégie thérapeutique la plus éprouvée cible la
biosynthese de I'ergostérol, un composant lipidique vital au maintien de l'intégrité et de la fluidité de
la membrane cellulaire des champignons. Lalanostérol 14a-déméthylase (CYP51), une enzyme de la
famille des cytochromes P450 en est le constituant principal, elle est donc la cible privilégiée des
antifongiques triazolés [2].

Le noyau triazole (un hétérocycle aromatique a cinq chainons contenant trois atomes d'azote) inhibe
directement cette enzyme, provoquant une accumulation de stérols anormaux qui altére fatalement la
membrane fongique. La CYP51 représente ainsi une cible particulierement pertinente pour 1’étude
de nouveaux dérivés azolés[2]. .

Bien que les triazoles cliniques actuels (comme le fluconazole, le voriconazole ou le posaconazole)
offrent une bonne biodisponibilité, leur utilisation intensive a induit des mutations structurelles au
niveau du site actif de la CYP51, réduisant leur efficacité [3]. Dans ce contexte, la conception de
médicaments assistée par ordinateur (Computer-Aided Drug Design, CADD) constitue une approche
utile pour caractériser, a un stade précoce, les interactions potentielles entre des molécules
candidates et leur cible macromoléculaire.

La modélisation moléculaire, et plus particulierement le docking moléculaire, s'impose comme un
outil computationnel indispensable. Il permet notamment d’explorer les modes de liaisons possibles
des ligands au sein du site actif et de comparer leur complémentarité structurale au moyen d’une
fonction de score. Toutefois, un score de docking favorable ne constitue pas, a lui seul, une preuve
d’activité biologique ni une mesure expérimentale de 1’affinité. L’interprétation des résultats doit
donc étre intégrée dans une démarche multiparamétrique associant la validation du protocole de
docking, I’analyse détaillée des interactions ligand-récepteur, 1’évaluation des propriétés de drug-
likeness, la prédiction des parametres ADME/Tox et enfin, 1’estimation énergétique complémentaire
par MM-GBSA [3].

Dans la présente étude, quatre dérivés triazolés ont été évalués vis-a-vis de CYP51 de Candida
albicans afin d’étudier I’influence de leurs caractéristiques structurales sur leur mode de
reconnaissance de la cible. Deux structures cristallographiques distinctes de CYP51 ont été
considérées: SFSA (co-cristallisée avec le posaconazole) et 5TZ1 (co-cristallisée avec le VI-1161 /
otéséconazole), permettant de vérifier la robustesse des résultats vis-a-vis de différentes
conformations du site de liaison.
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Les analyses ont porté successivement sur la préparation et la validation des récepteurs, 1’amarrage

moléculaire des quatre dérivés, I’identification des résidus et des interactions impliqués dans la
stabilisation des complexes, 1’évaluation de leurs propriétés de drug-likeness et de leurs profils
ADME/Tox, puis, I’analyse énergétique complémentaire par MM-GBSA.

L’objectif global est d’identifier les caractéristiques structurales et physicochimiques associées a une
reconnaissance favorable de CYP51 et de hiérarchiser les quatre dérivés selon une approche
multicritére, en recherchant un compromis entre qualité des interactions avec la cible, robustesse des
poses et des complexes, et propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques prédites.

II Matériels et méthodes

I1.1 Base de données

Les entités moléculaires sélectionnées pour cette étude de criblage virtuel proviennent d'une
chimiothéque de composés initialement synthétisés lors des travaux antérieurs. L'analyse
approfondie de leur architecture moléculaire a révélé qu'elles possédent toutes, au cceur de leur
structure, le motif hétérocyclique triazole. En chimie médicinale, ce noyau hétérocyclique azoté a
cinq chainons est universellement classé parmi les « structures privilégiées » (privileged scaffolds)
[4]. 11 se distingue par une stabilité métabolique et chimique remarquable face aux processus
d'oxydation et d'hydrolyse in vivo, ainsi qu’une grande capacité a établir des réseaux d'interactions
non covalentes avec les résidus d'acides aminés des sites actifs biologiques. Sa présence dans
plusieurs antifongiques de référence clinique actuels nous a conduits a nous demander si ces
composés pourraient eux aussi présenter une activité antifongique. C’est cette hypotheése qui a
motivé la réalisation d’études de docking moléculaire afin de quantifier leur affinité de liaison et de
décrypter leur mode d'interaction au niveau de cibles protéiques fongiques essentielles [5].

I1.2 Docking moléculaire

Des simulations d'amarrage (docking) moléculaire ont été entreprises afin de caractériser, a 1’échelle
atomique, les modes de liaison, les conformations énergétiquement favorables ainsi que le réseau
complet d'interactions non covalentes établi entre les dérivés triazolés synthétisés et 1'environnement
tridimensionnel du site actif de la macromolécule cible [6].

I1.2.1 Préparation du récepteur

Les structures tridimensionnelles (Figure 1) de la lanostérol14-alpha déméthylase (CYP51) de
Candida albicans, co-cristallisées avec des inhibiteurs de référence, ont été téléchargées depuis la
Protein Data Bank (PDB) sous les codes d'acces 5FSA et 5TZ1 [7].
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Figure 1 : Structure cristalline du stérol 14-alpha-déméthylase (CYP51) issue de Candida ;
A :5FSA ; B:5TZ1.

Afin de garantir la pertinence biologique de la cible lors des calculs d'amarrage, les coordonnées
structurales brutes de ces récepteurs ont été optimisées et raffinées a 1'aide du protocole automatisé
Protein Preparation Wizard intégré a la suite logicielle Schrédinger [8]. Ce traitement standardisé
s'est déroulé selon les étapes clés suivantes :

1. Restauration et assignation des structures : Attribution correcte des ordres de liaison
chimique, ajout des atomes d'hydrogéne manquants et reconstruction des boucles ou chaines
latérales incompletes a 1'aide du module Prime.

2. Optimisation des états de protonation (Epik) : Ajustement des états d'ionisation, de
protonation et de tautomérie des acides aminés, pour un pH physiologique de 7.4 £ 0.5.

3. Optimisation du réseau de liaisons hydrogéne.

4. Minimisation énergétique finale (champ de force OPLS4) : Application d'une minimisation
énergétique restreinte au moyen du champ de force OPLS4 (Optimized Potentials for Liquid
Simulations). La géomeétrie du systeme a été relaxée jusqu'a l'obtention d'une déviation

0,30 AA
quadratique moyenne (RMSD) du squelette peptidique inférieure a , permettant
ainsi d'éliminer les chevauchements atomiques et les conflits stériques potentiels sans
déformer la structure native [9].
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I1.2.2 Génération de la grille et amarrage des ligands

Une fois la protéine préparée, la zone de fixation (le site actif) a été délimitée en créant une grille de
réception (Receptor Grid Generation). Cette grille permet de modéliser les forces d'attraction et de
répulsion (électrostatiques, hydrophobes et de van der Waals) au sein d'une boite 3D. Pour cibler
précisément la poche de liaison, le centre de cette boite a été placé exactement sur le centre
géométrique du ligand d'origine (posaconazole ou otéséconazole) .

L'amarrage moléculaire a ensuite été réalisé au moyen du module Glide (Grid-based Ligand
Docking with Energetics) en mode de précision standard (SP, Standard Precision). Un protocole
d'amarrage flexible a été appliqué : le récepteur est maintenu rigide tandis que les différentes
conformations des ligands sont explorées de facon exhaustive par I’algorithme [10]. Le processus se
déroule en deux étapes : d’abord un échantillonnage exhaustif des conformations possibles des
ligands dans le site actif, puis un filtrage basé sur les grilles de potentiels (électrostatiques,
hydrophobes, Van der Waals) . Pour chaque pose optimisée, Glide calcule un score empirique
(GlideScore) qui estime de maniére semi-quantitative 1’énergie libre de liaison AGuina [10].

I1.3 Evaluation du profil ADME/Tox et de la ressemblance médicamenteuse (Drug-likeness)

Dans le cadre du développement rationnel de candidats médicaments, I'évaluation précoce des
propriétés ADME/Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité) constitue une
étape décisionnelle et stratégique critique. Cette caractérisation computationnelle in silico permet
d'anticiper le comportement pharmacocinétique des molécules au sein de 1'organisme, d'optimiser
leur biodisponibilité et d'écarter précocement les composés présentant un risque d'atypie
métabolique ou de toxicité systémique [11].

I1.3.1 Propriétés pharmacocinétiques et Drug-likeness

Les descripteurs physico-chimiques clés et les indices de ressemblance médicamenteuse (drug-
likeness) ont été prédits a l'aide de l'outil bio-informatique Swiss ADME [12] selon trois
parametres fondamentaux :

e La solubilité aqueuse théorique : estimée via différents modéles thermodynamiques et
topologiques (Log S, modéles ESOL et SILICOS-IT), qui influencent directement la
libération et la dissolution du principe actif.

e La lipophilie : caractérisée par le coefficient de partage octanol/eau (log P,.), un parametre
déterminant pour le passage des membranes lipidiques et 1'affinité pour les récepteurs.

e La perméabilité membranaire : matérialisée par la prédiction quantitative de 1’absorption
intestinale humaine (HIA) et le franchissement de la barriéere hémato-encéphalique (BHE),
modélisés de maniere robuste par I'approche graphique de I'ellipsoide BOILED-Egg [13].

L'ensemble de ces descripteurs a permis de vérifier la conformité structurelle des dérivés triazolés
vis-a-vis des filtres empiriques de référence de l'industrie pharmaceutique. Nous avons notamment
confronté nos composés a la regle des cinq de Lipinski (Rule of Five) ainsi qu'aux critéres de Veber
(concernant le nombre de liaisons rotatives et la surface polaire topologique ou TPSA : Topological
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Polair Surface Area), garantissant ainsi un profil pharmacocinétique compatible avec une
administration par voie orale.

11.3.2 Profil de toxicité moléculaire

En complément, le profil toxicologique et certains indices d’excrétion ont été modélisés via la
plateforme prédictive pkCSM [14]. Basé sur l'analyse de signatures de graphes moléculaires, cet
outil a permis d'anticiper les points critiques de sécurité biologique suivants :

e La toxicité aigué et chronique : estimées respectivement par la dose létale 50 (LDso) chez le
rat et la dose minimale avec effet nocif observé (LOAEL).
e La sécurité dorgane et génomique : évaluant les potentiels d'hépatotoxicité et de
mutagénicité (test d'Ames in silico).
L'intégration conjointe de ces outils computationnels (SwissADME et pkCSM) fournit ainsi une
cartographie pharmacocinétique complete, indispensable pour valider la viabilité biologique des
meilleures tétes de série issues du docking.

I1.4 Calcul des énergies libres de liaison par I'approche MM-GBSA

Pour affiner les prédictions du Docking et surmonter les limites des fonctions de score empiriques,
la méthode thermodynamique MM-GBSA (Molecular Mechanics - Generalized Born Surface Area)
a été mise en ceuvre [15].

Cette approche estime de maniéere robuste l'affinité thermodynamique globale des complexes

protéine-ligand en calculant l'énergie libre de liaison effective (ﬁﬁbf”d) selon 1'équation standard
suivante :

&Gbiud = Gcom;:!s.ra - [Gp:ﬂoréi:zs + G!igrmd)

Ol : BGbina ; indique 1'énergie libre de liaison globale résultante (plus la valeur est négative,
plus l'affinité est forte).

cemptexe . Correspond a l'énergie libre calculée pour le complexe ligand-protéine optimisé.
profeing - Représente 1'énergie libre du récepteur enzymatique a I'état isolé
G

figand . désigne 1'énergie libre du ligand libre isolé.

Les calculs ont été exécutés a I'aide du module Prime (suite Schrédinger), en appliquant le champ de
force de haute précision OPLS4 associé au modéle de solvant implicite VSGB (Variable Surface
Generalized Born) [16].
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III Résultats et discussions

Les quatre composés étudiés possédent la méme structure de base, la seule différence entre ces
quatre molécules réside dans la longueur de leur chaine carbonée (allant de 7 a 14 carbones). Leurs
structures chimiques 2D sont présentées sur la figure 2.

Composé 1 (N-tetradécyle, C14) Composé 2 (N-dodécyle, C12)
| |
0 0
/

/
__O/’N? N=—" NN =’\__0/ N; \ ) \N/\/V\/
\':‘/ \?_i/

Composé 3 (N-undécyle, C11) Composé 4 (N-heptyle, C7)
| /
0 0

/ /

Figure 2 : Structures chimiques 2D des quatre dérivés triazolés

Le tableau 1 rassemble les scores d’amarrage moléculaire, réalisé via le logiciel Schrodinger Glide
entre les quatre dérivés triazolés (1 a 4) et les sites actifs des protéines cibles SFSA et 5TZ1.

Tableau 1 : Scores du docking des quatre composés avec les protéines CYP51 (5FSA et 5TZ1).

Composé Chaine 5FSA 5TZ1
1 C14 -9,136 -7,249
2 C12 -8,721 -7,872
3 C11 =7,779 -7,304
4 C7 -7,080 -7,155

Les quatre dérivés triazolés ont été dockés sur les deux formes cristallographiques de la CYP51 de
Candida albicans (5FSA et 5TZ1), en mode de précision standard (SP Glide). Les résultats du
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tableau 1 montrent des affinités de liaison variables selon la longueur de la chaine alkyle greffée en

N-1 du triazole. Le score Glide SP (kml"m Dl) reflete I'énergie de liaison libre estimée : plus la valeur
est négative, plus l'affinité du ligand pour la poche active de la protéine est élevée et plus le
complexe est thermodynamiquement stable et par conséquent, une affinité de liaison théorique plus
forte.

IT1.1 Analyse des scores de docking SP Glide

Concernant la protéine 5SFSA, le composé 1 (chaine tétradécyle, C14) se distingue avec le score le
plus favorable : —9,136 kcal/mol. Il est suivi par les composés 2 (C12, —8,721 kcal/mol), 3 (C11,
=7,779 kcal/mol) et 4 (C7, —7,080 kcal/mol). Cette progression réguliére suggere qu’une chaine
alkyle plus longue favorise 1’ancrage dans le site actif hydrophobe de CYP51, vrai semblablement
grace a davantage de contacts de van der Waals avec les résidus lipophiles.

Concernant la protéine 5TZ1, la hiérarchie se modifie 1égeérement : le composé 2 passe en téte
(=7,872 kcal/mol), suivi des composés 3 (7,304 kcal/mol), 1 (7,249 kcal/mol) et 4 (-7,155
kcal/mol). Les écarts sont ici plus réduits, ce qui refléte probablement la conformation plus fermée
de 5TZ1, qui accommode différemment les longues chaines.

Il est intéressant de situer ces valeurs par rapport aux azolés de référence utilisés dans la littérature.
Plusieurs travaux de docking sur la CYP51 rapportent des scores de 1'ordre de —6,7 kcal/mol pour le
fluconazole et jusqu'a —8,23 kcal/mol pour le kétoconazole [17].

Visualisation 3D des complexes protéine-ligand et analyse des poses d'amarrage

Afin de mieux comprendre les bases moléculaires qui régissent 1'affinité de nos composés envers la
lanostérol 14a-déméthylase (CYP51) de Candida albicans, une analyse approfondie des modes de
fixation (binding poses) a été réalisée. La prédiction des scores d'amarrage a été complétée par une
étude visuelle des interactions non covalentes stabilisant le complexe protéine-ligand au sein de la
cavité catalytique. Pour évaluer la sensibilité du mode d'ancrage vis-a-vis de la flexibilité du site
actif, les simulations ont été conduites sur deux structures cristallographiques distinctes de la cible :
la forme 5FSA et la forme 5TZ1.

La Figure 3 montre la pose de docking du composé 1 (C14), le mieux classé sur 5SFSA, dans le site
actif de la CYP51. L'enzyme est représentée en rubans, le ligand en boules et batonnets, les résidus
voisins en traits fins et les contacts avec le ligand en pointillés. Le ligand occupe la cavité centrale :
sa longue chaine N-alkyle s'étend le long d'un canal bordé de résidus hydrophobes.
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Figure 3 : Représentation tridimensionnelle du complexe protéine-ligand illustrant la pose de
docking du composé dans la cavité catalytique de la CYP51 (PDB ID : 5FSA).

De maniére analogue,La Figure 4 présente la pose du composé 2 (C12), le mieux classé sur 5TZ1.
Le ligand se place dans la méme cavité, avec sa chaine alkyle repliée d'un coté du site et son
extrémité aromatique orientée vers I'héme.

Figure 4 : Représentation tridimensionnelle du complexe protéine-ligand illustrant la pose de
docking du composé dans la cavité catalytique de la CYP51 (PDB ID : 5TZ1).
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I11.2 Prédiction du profil ADME/Tox

III.2.1 Analyse des descripteurs physico-chimiques et pharmacocinétiques

En complément des données de docking moléculaire, une caractérisation in silico du profil
pharmacocinétique et de la « drug-likeness » des composés 1 a 4 a été menée par les serveurs bio-
informatiques SwissADME[18] et pkCSM [19]. Cette évaluation s’appuie sur le calcul de
descripteurs physicochimiques clés comportant la masse moléculaire (MW) ; LogP, nombre
d’accepteurs (HBA) /donneurs (HBD) de liaisons hydrogene et nombre de liaisons rotatives (Rot.
Bonds), ainsi que sur l'application de trois filtres majeurs de chimie médicinale : les regles de
Lipinski, Veber et Ghose, associées a l'estimation du score d'accessibilité synthétique (SA score).
Cette étape est impérative car un composé peut présenter une excellente affinité prédite pour sa cible
tout en étant peu adapté avec une administration orale ou difficile a synthétiser, ce qui justifie de
croiser systématiquement les résultats de docking avec ce type d'analyse avant de choisir le candidat.
Les résultats sont réunis sur le tableau 2.

Tableau 2 : Propriétés de drug-likeness et parametres de chimie médicinale des composés.

Mol (glyln:),l) LogP HBA HBD BI({):is SA Lipinski Veber Ghose
1 441,65 6,84 4 0 19 4.13  Oui (1 viol.) Non Non
2 413,61 5.82 4 0 17 3.89  Oui (1 viol.) Non Non
3 399,58 5.55 4 0 16 3.77  Oui (1 viol.) Non Non
4 343,47 4,19 4 0 12 3.31 Oui Non Oui

MW : masse moléculaire ; Rot. Bonds : liaisons simples non cycliques rotatives ; SA : accessibilité synthétique ; HBA : nombre d’accepteur de liaison d’hydrogéne ; HBD :

nombre de donneur de liaisons d’hydrogéne.

L’analyse de tableau 2 permet de faire les remarques suivantes :

343,47 g/mol 441,65 g/mol

¢ La masse moléculaire (hm') s’'échelonne de (Composé 4) a

(Composé 1). Tous les composés restent bien en dega du seuil critique de =00 g.-mc:l, ce qui

favorise une absorption passive correcte et évite I'encombrement stérique excessif lors du
passage membraire. De méme il est observé une tendance nette : plus le composé est
volumineux et lipophile, plus il s'écarte des critéres classiques de « drug-likeness ».

e L'analyse du LogP et du nombre de liaisons rotatives (Tableau 2) montre que les composés
C1, C2 et C3 présentent un LogP supérieur au seuil de Lipinski (>5) [20], une lipophilie
élevée favorise I'ancrage hydrophobe dans la poche catalytique de la CYP51 (explicable par
leurs excellents scores de docking), mais nécessite une attention particuliére quant a la
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solubilité aqueuse et au risque de fixation non spécifique aux protéines plasmatiques. Le
Composé 4, avec un LogP de 4,19 reste par contre sous ce seuil et ne présente aucune
violation, ce sera donc en le seul composé pleinement conforme a la regle des cinq de
Lipinski.

* Les composés 1 a 3 possedent un nombre élevé de liaisons rotatives (16 :3119). Le composé 4

se distingue par une plus grande rigidité relative (12 liaisons rotatives), Or, la regle de Veber
[21], recommande un nombre de liaisons rotatoires inférieur ou égal a 10 pour favoriser une
bonne biodisponibilité orale. Seul le composé 4 se rapproche de ce critére de fagon globale,
ce qui suggere une flexibilité conformationnelle plus raisonnable, favorable a 1'établissement
de contacts stables avec sa cible sans colit entropique excessif lors de la liaison ce qui limite
la perte d'entropie lors de la fixation sur la cible protéique

¢ Les quatre composés affichent un profil remarquablement homogene : tous présentent 4
accepteurs de liaisons hydrogene (HBA) et aucun donneur (HBD = 0) sur le plan de la
conformité aux regles de chimie médicinale, ce parameétre est favorable pour I'ensemble de la
série : la regle de Lipinski tolere jusqu'a 10 accepteurs et 5 donneurs de liaisons hydrogene,
et les quatre composés respectent tres largement ces deux bornes

e Les quatre composés satisfont la borne de masse moléculaire de Ghose [22], (tous compris
entre 343 et 442 g/mol, donc dans la fenétre 160—-480), mais seul le Composé 4 satisfait la
borne de LogP (4,19 < 5,6), les trois autres la dépassant nettement (5.55 a 6,84) ce qui
explique leur exclusion de la fenétre de Ghose en raison de leur lipophilie excessive.

¢ Enfin, les scores d'accessibilité synthétique (SA score), tous compris entre 3.31 et 4.13 sur
une échelle de 1 (tres facile) a 10 (trés difficile), indiquent que l'ensemble des quatre
composés reste raisonnablement accessible sur le plan synthétique, avec une légére
augmentation de la complexité de synthese proportionnelle a la taille de la molécule (du
Composé 4 vers le Composé 1) [23].

Ces résultats mettent en évidence un compromis classique en conception de médicaments assistée
par ordinateur classique en conception de médicaments assistée par ordinateur (CADD) : les
composés affichant les meilleurs scores de docking sur 5SFSA (composés 1 et 2) sont également ceux
qui s'écartent le plus des criteres de drug-likeness, tandis que le Composé 4, le moins bien classé en
docking, est paradoxalement le seul candidat satisfaisant simultanément les trois filtres de chimie
médicinale (Lipinski, Veber et Ghose). Ce contraste démontre les limites d'une sélection fondée
uniquement sur le docking et suggeére d'optimiser la lipophilie et la flexibilité des composés.

I11.2.2. Parametres ADME/Tox

Afin de compléter I'évaluation in silico des quatre composés, une prédiction de leur profil
ADME/Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité) a été réalisée a l'aide
d'outils de pharmacocinétique prédictive généralement utilisés en conception rationnelle de
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médicaments. Cette étape permet de prévoir, en amont de toute validation expérimentale, le
comportement pharmacocinétique des candidats ainsi que leurs risques toxicologiques potentiels,
complétant ainsi les analyses de docking (Tableau 1) et de drug-likeness (Tableau 2) présentées
précédemment.

Tableau 3 : Prédiction des paramétres ADME/Tox des composés avec seuils de référence.

Parametre Comp.1 Comp.2 Comp.3 Comp.4 Seuil

Absorption

82,3 85,7 87,2 93,4 > 30 %
intestinale (%) °

Absorption Solubilité
OUDUNE AUESE 612 584 561 487 >4
(log mol/L)
Distributi p sabilité BLIE <1 =
istributio erméabilité 184 156 143 0,98 .
n (log BB) faible
; . Substrat CYP3A4 Oui Oui Oui Oui —
Meétabolis
me I Non
Inhibiteur CYP2D6 Non Non Non Non L
souhaité
Excrétion  Clarance totale 0,38 0,42 0,45 0,61  Modérée
(log ml/min/kg)
N
Test d'Ames Non Non Non Non on. i
souhaité
Toxicité Sen51b1hs’at10n Non Non Non Non Non. i
cutanée souhaité
N
Hépatotoxicité Non Non Non Non on' ,
souhaité

a) Absorption

L’absorption intestinale représente I'un des indicateurs centraux calculés par les plateformes de
prédiction ADME/Tox, largement utilisées en criblage virtuel [24]. L’absorption intestinale prédite
est satisfaisante pour tous les composés. Le composé 4 affiche la meilleure fraction absorbée
(93,4 %), devant les composés 3 (87,2 %), 2 (85,7 %) et 1 (82,3 %). Ces valeurs dépassent
largement le seuil de 30 % généralement retenu pour considérer qu’un médicament est absorbable
par voie orale. Cette bonne absorption s’explique par la lipophilie des molécules, qui facilite leur
passage a travers les membranes lipidiques de 1I’épithélium intestinal. La solubilité aqueuse par
contre est faible : les Composés 1 a 3 se situent en dessous du seuil de —4 log mol/L, cohérent avec
leur caractere trés lipophile déja relevé au Tableau 2 (LogP> 6), tandis que le Composé 4 s'en
rapproche davantage sans toutefois I'atteindre.

b) Distribution
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La perméabilité prédite a la barriere hémato-encéphalique (BHE) diminue progressivement du
Composé 1 (-1,84) au Composé 4 (-0,98), ce dernier étant a la limite du seuil de —1 caractérisant
une pénétration cérébrale jugée faible. Les Composés 1 a 3 présentent donc une perméabilité au
SNC (Systeme Nerveux Central) prédite plus faible que le Composé 4.

c¢) Meétabolisme

Les quatre composés sont prédits comme substrats du CYP3A4, isoforme hépatique majoritairement
impliquée dans le métabolisme des azolés antifongiques de référence tels que le kétoconazole,
l'itraconazole et le fluconazole, ainsi que 1'a largement établi la littérature pharmacocinétique [25].
L'absence prédite d'inhibition du CYP2D6 pour les quatre composés est en revanche un résultat
favorable, ce qui réduit considérablement le risque d’interactions médicamenteuses cliniquement
significatives et parfois séveres rapportées avec plusieurs azolés de référence [25]

d) Excrétion

La clairance totale prédite augmente progressivement du Composé 1 (0,38 log mL/min/kg) au
Composé 4 (0,61 log mL/min/kg), restant dans une gamme qualifiée de modérée pour I'ensemble
des quatre composés. Cette clairance plus élevée pour le Composé 4 suggere une élimination plus
rapide, ce qui pourrait se traduire par une demi-vie plasmatique plus courte et nécessiter, le cas
échéant, des administrations plus fréquentes pour maintenir des concentrations thérapeutiques
efficaces.

e) Toxicité

Sur le plan toxicologique, les quatre composés présentent un profil rassurant et strictement identique
: absence de mutagénicité prédite au test d'Ames, absence de potentiel de sensibilisation cutanée, et
absence d'hépatotoxicité prédite. Ce résultat homogene est particulierement intéressant, car il
élimine d'emblée les critéres de toxicité comme facteur discriminant entre les quatre candidats, et
permet de concentrer la discussion sur les seuls parametres pharmacocinétiques (absorption,
solubilité, distribution, clairance) pour orienter la priorisation finale.

Parmi les parameétres du Tableau 3, seuls I'absorption intestinale et la solubilité aqueuse présentent
une variation significative et monotone entre les quatre composés, directement liée a la longueur de
la chaine N-alkyle ; les autres descripteurs (métabolisme, excrétion, toxicité) restent qualitativement
homogenes sur 'ensemble de la série.

I11.3 Calculs d'énergie libre de liaison MM-GBSA
Pour évaluer plus précisément la force de fixation des molécules, nous avons calculé 1'énergie libre

de liaison (&Gh"ﬂd) des complexes avec la méthode MM-GBSA (module Prime, champ de force
OPLS4 et modele de solvatation VSGB). Contrairement au simple score de docking (Glide SP), qui
utilise un calcul approximatif, I'approche MM-GBSA prend en compte des forces physiques plus
détaillées (interactions électrostatiques, de van der Waals et effets du solvant). Le Tableau 4 présente
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les valeurs de AG_Bind ainsi que leur décomposition énergétique (van der Waals, Coulomb,
lipophile, solvatation, liaison hydrogene, covalent) pour chacun des quatre composés étudiés.

Tableau 4 : Energies libres de liaison relatives (kcal/mol) obtenues par Prime MM-GBSA

C OmPOSé A(}Bind Ac;vdW Ac;Coulomb Ac;Lipo Ac;Solv A(}I'Ibond Ac;Covalent

1 -18,79  -68.37 -4,66 —-48,35 96,47 0.00 9,88
2 -14,61  -70.10 -7,70 -45,04 102,14 0.00 7,60
3 -27,18  -65.76 -9,69 -41,18 87,63 —-0.07 5,13
4 -26,87  -51.25 0,74 —34,23 60,41 —-0.01 0,57

L’analyse MM-GBSA des complexes sélectionnés met en évidence des différences appréciables
dans leurs profils énergétiques. Les valeurs calculées de AGyina sont toutes négatives, comprises
entre —14,61 et —27,18 kcal/mol, ce qui traduit, dans le cadre de cette approche comparative, des
interactions énergétiquement favorables entre les ligands et la cible. Le complexe formé avec le
composé 3 présente la valeur la plus favorable (—27,18 kcal/mol), suivi de trés pres par le 4 (26,87
kcal/mol), tandis que le 1 (—18,79 kcal/mol) et le composé 2 (—14,61 kcal/mol) montrent des profils
moins favorables. Cette tendance semble principalement liée a I’importance des interactions de van
der Waals et des contributions lipophiles.

En particulier, la molécule 3 possede une contribution van der Waals de —65,76 kcal/mol et une
contribution lipophile de —41,18 kcal/mol, auxquelles s’ajoute une contribution électrostatique
favorable de —9,69 kcal/mol. Pour la molécule 4, les interactions de van der Waals (51,25
kcal/mol) et les interactions lipophiles (—34,23 kcal/mol) contribuent également de maniere
importante au profil énergétique global. A 1’inverse, les contributions de solvatation sont positives
pour I’ensemble des complexes et constituent donc un terme défavorable qui contrebalance
partiellement les interactions favorables avec la protéine.

Les contributions liées aux liaisons hydrogéne restent trés faibles, avec des valeurs proches de zéro,
suggérant qu’elles jouent un réle limité dans la différence énergétique observée entre les complexes.
Dans I’ensemble, les résultats MM-GBSA identifient le composé 3 et le 4 comme les complexes
présentant les profils énergétiques les plus favorables, ce qui est cohérent avec leur meilleure
stabilisation énergétique relative au sein de la série étudiée.

IV. Conclusion

En conclusion, ce chapitre a permis d’étudier de maniere intégrée les interactions de quatre dérivés
triazolés avec la lanostérol 14a-déméthylase (CYP51) de Candida albicans, en combinant docking
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moléculaire, analyse des propriétés de drug-likeness, prédiction ADME/Tox et calculs MM-GBSA.
Les résultats du docking ont montré que la longueur de la chaine alkyle influence le mode de
reconnaissance des composés au sein du site actif, avec des différences de score selon la
conformation cristallographique considérée. Les analyses de drug-likeness ont parallélement mis en
évidence un compromis entre 1’augmentation de la lipophilie et I’amélioration des interactions avec
la poche hydrophobe : les composés portant les chaines les plus longues présentent de meilleurs
scores de docking sur 5FSA, mais s’éloignent davantage de certains critéres classiques de chimie
médicinale. A I’inverse, le composé 4 présente le profil physicochimique le plus équilibré, avec une
absence de violation des principaux filtres de drug-likeness étudiés. Les prédictions ADME/Tox
indiquent par ailleurs une absorption intestinale satisfaisante pour 1’ensemble de la série, mais une
solubilité aqueuse limitée, particuliéerement pour les composés les plus lipophiles. Aucun potentiel
mutagene, hépatotoxique ou sensibilisant cutané n’a été prédit dans les conditions des modeles
utilisés, tandis que les quatre composés sont prédits comme substrats du CYP3A4. Enfin, 1’analyse
MM-GBSA apporte une dimension énergétique complémentaire au docking, avec des valeurs de
AG_bind négatives pour 1’ensemble des complexes et les profils les plus favorables observés pour
les composés 3 et 4, principalement en relation avec leurs contributions van der Waals, lipophiles et,
dans le cas du composé 3, électrostatiques. Dans son ensemble, cette étude montre que 1’évaluation
des dérivés triazolés ne peut reposer sur un seul parametre, mais doit considérer conjointement la
qualité des interactions avec la cible, les caractéristiques structurales et physicochimiques ainsi que
les propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques prédites. Ces résultats constituent ainsi une base
computationnelle pour orienter la sélection et 1I’optimisation ultérieure de nouveaux dérivés triazolés
ciblant la CYP51, tout en soulignant la nécessité d’une validation expérimentale pour confirmer les
prédictions obtenues.
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Conclusion générale

Ce mémoire avait pour ambition de contribuer, par une démarche entiéerement computationnelle, a la
recherche de nouveaux candidats antifongiques ciblant la lanostérol 14a-déméthylase (CYP51) de
Candida albicans. Le cheminement suivi a été volontairement progressif : partir du cadre biologique
général pour resserrer l'analyse sur une cible précise, puis sur une série chimique restreinte et
rigoureusement controlée.

Le premier chapitre a rappelé pourquoi la lutte contre les champignons pathogénes constitue un
probleme thérapeutique d'une difficulté particuliere. Leur nature eucaryote limite mécaniquement le
nombre de cibles sélectives exploitables, ce qui explique 1'étroitesse de l'arsenal disponible et la
lenteur de son renouvellement. L'examen des quatre grandes classes d'antifongiques a fait apparaitre
un tableau cohérent : une efficacité réelle mais fragilisée par la toxicité, les interactions
médicamenteuses et, surtout, par la progression des résistances. Dans ce contexte, le noyau 1,2,4-
triazole s'est dégagé comme un chassis particulierement adapté, en raison de la coordination de son
azote basique au fer hémique de la CYP51, de sa sélectivité améliorée vis-a-vis des cytochromes
P450 humains par rapport aux imidazoles, et de sa forte modularité synthétique.

Le deuxiéme chapitre a fourni le socle méthodologique. En replacant le docking moléculaire parmi
les grandes stratégies historiques de découverte des médicaments, il a montré que les approches in
silico ne remplacent pas l'expérimentation mais en réorganisent l'ordre : elles déplacent le filtrage en
amont de la synthese. La description des types de docking, des algorithmes de recherche
conformationnelle et des fonctions de score a également mis en évidence les limites de ces outils,
notamment le traitement approximatif des molécules d'eau, de la flexibilité protéique et des effets
entropiques. Les principes de 'ADME/Toxicité et les filtres empiriques de Lipinski, Veber et Ghose
ont complété ce cadre en rappelant qu'une bonne affinité prédite ne garantit nullement un devenir de
médicament.

Le troisieme chapitre a appliqué ce cadre aux quatre dérivés triazolés retenus, dont la seule variable
structurale était la longueur de la chaine N-alkyle, de sept a quatorze atomes de carbone. Les
principaux résultats peuvent étre résumés comme suit :

¢ Docking moléculaire. Sur la structure S5SFSA, les scores Glide SP suivent strictement la longueur
de chaine : le composé 1 (C14) obtient le meilleur score (—9,136 kcal/mol), devant les composés 2
(C12, -8,721), 3 (C11, -7,779) et 4 (C7, —7,080). Cette progression réguliere traduit un gain de
contacts de van der Waals avec les résidus lipophiles de la poche. Sur 5TZ1, la hiérarchie se resserre
et se réorganise, le composé 2 passant en téte (—7,872 kcal/mol) pour un écart total inférieur a 0,8
kcal/mol sur l'ensemble de la série. Cette sensibilité du classement a la conformation
cristallographique retenue constitue en soi un résultat méthodologique : elle rappelle qu'un
classement établi sur une seule structure demeure fragile.
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® Drug-likeness. L'analyse des descripteurs physicochimiques fait apparaitre une tendance
exactement inverse. Les composés 1 a 3 dépassent le seuil de LogP de Lipinski (5,55 a 6,84) et
présentent de 16 a 19 liaisons rotatives, bien au-dela de la recommandation de Veber. Seul le
composé 4 (LogP = 4,19 ; 12 liaisons rotatives) satisfait simultanément les regles de Lipinski, Veber
et Ghose. Les quatre molécules restent en revanche sous la barre des 500 g/mol et affichent des
scores d'accessibilité synthétique modérés (3,31 a 4,13).

e ADME/Tox. L'absorption intestinale prédite est satisfaisante pour toute la série et augmente
lorsque la chaine raccourcit (82,3 % pour le composé 1, 93,4 % pour le composé 4), tandis que la
solubilité aqueuse reste insuffisante, particulierement pour les composés les plus lipophiles. Les
quatre molécules sont prédites comme substrats du CYP3A4 mais non inhibitrices du CYP2D6, ce
qui limite le risque d'interactions médicamenteuses. Aucun signal de mutagénicité, d'hépatotoxicité
ou de sensibilisation cutanée n'a été prédit, ce qui écarte la toxicité comme critére discriminant au
sein de la série.

e MM-GBSA. Le raffinement énergétique modifie sensiblement la hiérarchie issue du docking :
les composés 3 (—27,18 kcal/mol) et 4 (26,87 kcal/mol) présentent les profils les plus favorables,
devant les composés 1 (—18,79) et 2 (—14,61). Cette inversion s'explique par la prise en compte
explicite du colit de désolvatation, terme fortement défavorable pour les ligands les plus lipophiles,
et confirme que les contributions de van der Waals et lipophiles gouvernent l'essentiel de la
stabilisation, les liaisons hydrogene n'y jouant qu'un role marginal.

Le principal enseignement de ce travail réside dans la convergence de ces quatre lectures. La
longueur de la chaine N-alkyle exerce des effets antagonistes : elle améliore I'ancrage hydrophobe
dans la poche catalytique, mais dégrade simultanément la solubilité, la flexibilité conformationnelle
et le bilan de solvatation. Le composé 1, meilleur candidat sur le seul critere du score de docking, est
également celui qui s'écarte le plus des critéres de développabilité. A l'inverse, les composés 3 et 4
réalisent le compromis le plus équilibré : le composé 3 combine la meilleure énergie libre de liaison
et un score de docking encore supérieur au seuil usuel de —7 kcal/mol, tandis que le composé 4, seul
pleinement conforme aux trois filtres de chimie médicinale, conserve une énergie MM-GBSA quasi
identique. Ces deux molécules constituent donc, a l'issue de cette analyse multicritére, les tétes de
série a privilégier.

Ce travail comporte néanmoins des limites qu'il convient d'énoncer clairement. L'ensemble des
résultats est de nature prédictive et n'a fait I'objet d'aucune validation expérimentale. Le protocole
d'amarrage a été conduit en mode semi-flexible, avec un récepteur maintenu rigide, ce qui ne rend
pas compte des réajustements conformationnels réels du site actif. Les molécules d'eau structurales,
dont le rdle dans la reconnaissance des azolés par la CYP51 est documenté, n'ont pas été traitées
explicitement. Enfin, les valeurs de AGbind issues de MM-GBSA doivent étre considérées comme
des grandeurs comparatives au sein d'une méme série, et non comme des affinités absolues
transposables a une constante d'inhibition.

Plusieurs perspectives se dégagent naturellement de ces constats :
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e Valider expérimentalement les prédictions par la synthese des composés 3 et 4, puis par la
détermination de leurs concentrations minimales inhibitrices sur des souches de référence et sur des
isolats cliniques résistants aux azolés ;

e FEtendre l'étude a des structures de CYP51 porteuses des mutations de résistance les plus
fréquentes, afin de vérifier si les composés retenus conservent leur affinité la ou les azolés cliniques
la perdent ;

e Compléter la caractérisation par une analyse quantique de type DFT, susceptible d'éclairer la
réactivité électronique du noyau triazole et la qualité de sa coordination au fer hémique.

En définitive, cette étude illustre 1'intérét et les limites d'une approche in silico intégrée. Elle ne
prétend pas désigner un médicament, mais elle réduit un espace chimique a quelques candidats
raisonnés et, surtout, elle explicite les compromis structuraux qui gouvernent la série étudiée. En
montrant qu'un méme parametre (la longueur d'une chaine alkyle ) améliore une propriété tout en
dégradant les autres, elle rappelle que la conception d'un antifongique ne se résume jamais a la
maximisation d'un score, et fournit une base rationnelle pour les travaux de synthese et d'évaluation
biologique qui devront lui succéder.

66



	وزارة التعليم العالي والبحث العلمي
	MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
	Université Dr. Tahar Moulay SAIDA جامعة د الطاهر مولاي سعيدة
	Faculté des Sciences et Technologie كلية العلوم و التكنولوجيا
	Département de Génie des procédés قسم : هندسة الطرائق
	Introduction générale
	I Introduction
	II Diversité et classification des micro-organismes
	II.1 Structure générale des cellules procaryote
	II.2 Structure et composition des bactéries
	II.3 Types et classification des bactéries
	II.4 Croissance et reproduction bactérienne
	II.5 Rôle des micro-organismes et nécessité de leur contrôle

	III. Les antifongiques : Mécanismes, limites et conception in Silico
	III.1 Historique des approches antifongiques
	III.2 Mode d'action des antifongiques
	III.3 Panorama des antifongiques
	III.4 Approches de lutte contre les agents fongiques
	III.4.1 Approches chimiques
	III.4.2 Approches naturelles
	III.4.3 Approches physiques
	III.4.4 Limites des antifongiques


	IV Les Triazoles : Structure, activité et potentiel antifongique
	IV.1 Généralités
	IV.2 Structure chimique et nomenclature
	IV.3 Importance du système cyclique 1,2,4-triazole
	IV.4. Relation structure-activité des dérivés benzothiazolés

	V Conclusion
	Références bibliographiques
	I Introduction
	II Principes généraux de la modélisation moléculaire
	II.1 Représentation et topologie moléculaire

	III Les méthodes de découverte des médicaments
	III.1 Découverte par Sérendipité (Hasard)
	III.2 Découverte par données empiriques (Criblage de substances naturelles)
	III.3 Découverte à partir d'une molécule déjà existante (Repositionnement et analogues)
	III.4 Découverte à partir d'un processus physiologique (Approche basée sur la cible)
	III.5 Découverte par modélisation moléculaire in silico (Docking)

	IV Le docking moléculaire
	IV.1 Historique et évolution de la méthode
	IV.2 Théorie fondamentale du Docking moléculaire
	IV.3 Types de docking moléculaires
	IV.3.1 Le docking rigide (Rigid Body Docking)
	IV.3.2 Le docking semi-flexible
	IV 3.3 Le docking flexible (Induced Fit)

	IV.4 Outils du docking moléculaire
	IV.4.1 Le Récepteur (La macromolécule cible)
	IV.4.2 Le ligand (La petite molécule)
	IV.4.3 Le programme de docking (L'Algorithme)

	IV.5 Méthodologie du docking moléculaire
	IV.6 Le docking flexible
	IV.7 Fonction de Score

	V Principes de l'ADME/Toxicité
	V.1 Absorption
	V.2 Distribution
	V.3 Métabolisme
	V.4 Élimination
	V.5 Toxicité
	V.6 Règle de Lipinski (Règle des Cinq)
	V.7 Règle de Ghose
	V.8 Profil ADME in Silico

	VI Conclusion
	Références bibliographiques
	I Introduction
	II Matériels et méthodes
	II.1 Base de données
	II.2 Docking moléculaire
	II.2.1 Préparation du récepteur
	II.2.2 Génération de la grille et amarrage des ligands

	II.3 Évaluation du profil ADME/Tox et de la ressemblance médicamenteuse (Drug-likeness)
	II.3.1 Propriétés pharmacocinétiques et Drug-likeness
	II.3.2 Profil de toxicité moléculaire

	II.4 Calcul des énergies libres de liaison par l'approche MM-GBSA

	III Résultats et discussions
	III.1 Analyse des scores de docking SP Glide

	Concernant la protéine 5FSA, le composé 1 (chaîne tétradécyle, C14) se distingue avec le score le plus favorable : −9,136 kcal/mol. Il est suivi par les composés 2 (C12, −8,721 kcal/mol), 3 (C11, −7,779 kcal/mol) et 4 (C7, −7,080 kcal/mol). Cette progression régulière suggère qu’une chaîne alkyle plus longue favorise l’ancrage dans le site actif hydrophobe de CYP51, vrai semblablement grâce à davantage de contacts de van der Waals avec les résidus lipophiles.
	
	III.2 Prédiction du profil ADME/Tox
	III.2.1 Analyse des descripteurs physico-chimiques et pharmacocinétiques
	III.2.2. Paramètres ADME/Tox

	III.3 Calculs d'énergie libre de liaison MM-GBSA

	IV. Conclusion
	Références bibliographiques

	Conclusion générale

