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Introduction

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative progressive et irréversible.

Il est difficile d’attribuer I’initiation de I’amyloidogenése a la seule présence des peptides AB40 et
AP42, alors que ce sont des constituants normaux du fluide cérébrospinal et que les porteurs de la maladie
d’Alzheimer familiale, qui surexpriment AB42 dés la naissance, ne présentent pas de dépdts amyloides
dans leur enfance.

Il est donc raisonnable d’évoquer, en plus de la surproduction d’Ap (liée a des causes génétiques ou a
I’age), d’autres facteurs permettant I’initiation des dépots amyloides avec 1’age. Il a été proposé que les
ions métalliques participent a ce phéenomeéne (Atwood et al., 1999). Leur homéostasie est perturbée lors
de la maladie d’ Alzheimer.

Les ions métalliques sont retrouvés a des concentrations trés élevées dans le cerveau des malades
d’Alzheimer, a proximité ou au sein des plaques amyloides (Atwood et al., 1999; Lovell et al., 1998).
Bien que les ions du Hg(ll) soient connus pour affecter I'agrégation et le mauvais repliement des protéines
en général(Arnhold F, Guhrs K.H et al. 2015 ) , les interactions moléculaires observées dans plusieurs
études soutiennent lI'implication potentielle des ions Hg(ll) dans les processus d'agrégation amyloide Ap
associes a la pathologie de la MA.

Les protéines de liaison aux métaux jouent un role vital dans I'équilibre de I'noméostasie des métaux
dans le cerveau, dont les métallothionéines-3 (MT3) sont les plus notables. Il s‘agit d'une protéine de
faible poids moléculaire, riche en cystéine, a haute teneur en métal (Zn(ll), Cu(l)) et principalement
exprimée dans le SNC.

Jusqu’a présent, certaines études in vitro ont démontré ses multiples fonctions liées a la MA. La
fonction principale fait référence a (i) détoxification des métaux non essentiels tels que le cadmium et le
mercure ; (i) détoxification de 1’exces de métaux essentiels tels que le cuivre et le zinc ; (iii)
séquestration des radicaux et des espéces réactives de 1’oxygene ; (iv) transfert et transport des métaux
lourds.La surexpression de MT3empéche la mort des cellules neuronales dans cerveau modele MA
(Sengupta U ,Nilson A N, Kayed R. 2016) et son réduction pourrait contribuer a I'accumulation d'Ap
extracellulaire (Wang Z , Wei X, Yang J, Suo J, et al .2016).

L’idée d’utiliser des chélateurs des ions de mercure pour empécher leurs effets pathogénes dans la
maladie d’Alzheimer est une stratégie vise a appauvrir 1’organisme en mercure non le séquestrant et en
I’éliminant par excrétion. Le but aussi est d’entrer en compétition avec le peptide pour ces ions
métalliques et de perturber les interactions métal-protéine déléteres afin de redistribuer ce métal et de le
réexporter dans la circulation sanguine générale.

Donc chélater le mercure et solubiliser 1’ AB42 agrégé constitue un enjeu majeur pour les laboratoires de
recherches de 1’industrie pharmaceutique.

Les enquéteurs ont montré un grand intérét pour I'ex- exploration des plantes médicinales utilisées

traditionnellement, de leurs dérivés et méme leurs combinaisons pour la recherche sur les médicaments
1



Introduction

contre la MA (Butler, 2004). Diverses plantes médicinales et produits naturels offerts atténuation
significative de toxicité induite expérimentalement par le mercure dans des modeles animaux.

Le docking moléculaire est une technique de criblage in silico de drug-design facile a mettre en ceuvre,
offre un complément aux méthodes expérimentales et qui fait gagner du temps et de 1’argent pour la
découverte de nouveaux médicaments. Dans ce contexte, s’articule notre travail qui consiste a proposer
de nouvelles séries de produits a base de plantes qui seront testés in silico vis-a-vis des cibles du mercure
et de la MA.

Notre travail est organisé en deux parties, initié par une revue de la littérature rapportée dans
quatre chapitres. Le premier chapitre porte sur le mercure et son implication dans la maladie d'Alzheimer.

Par ailleurs, dans le deuxiéme chapitre, nous abordons des généralités sur la métallothionéine et son
activité anti-MA et antagoniste des effets neurotoxiques des peptides Ap et du mercure. Suivi par le
chapitre trois qui met la lumiére sur la thérapie par chélation et les produits naturels ayant un potentiel de
réduire la toxicité du mercure dans le cerveau.

Enfin le dernier chapitre décris 1’état de I’art de la modélisation et le docking moléculaire et leur place
dans le domaine de la recherche et développement de nouveaux médicaments.

Dans la deuxiéme partie (partie pratique), nous précisons le matériel utilisé pour 1’obtention des
structures des cibles étudiées (Protein Data Bank) et celles des ligands(ChemSketh) nécessaires au
processus du docking moléculaire effectué par le logiciel AutoDockVina tout en détaillant le protocole de
docking ainsi que les résultats obtenus et la discussion. Enfin une conclusion et des perspectives

clturent cette partie.



Revue

Bibliographique



Chapitre 1



Chapitre 01 Le mercure et et la maladie D’alzhemer

Véritable fléau sanitaire dans le monde, la maladie d'Alzheimer est en passe de devenir une
pandémie mondiale. La flambée de cette épidémie ne peut s’expliquer uniquement par le vieillissement de
la population.

Si les causes de cette pathologie restent encore largement méconnues, des études épidémiologiques
démontrent I’importance de facteurs environnementaux, dont les effets sont modulés par la présence de
genes de susceptibilité a la maladie. (Marie Grosman et André Picot .2010)

Parmi tous les facteurs biologiques en relation avec la maladie d’Alzheimer, les métaux tiennent une
place essentielle. A ce stade disons simplement qu’ils sont impliqués dans de nombreuses autres maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la maladie de
Creutzfeldt-Jacob, la maladie de Wilson, la sclérose latérale amyotrophique ou la maladie du prion. Dans
le cas de la maladie d’Alzheimer, de nombreuses études ont montré que le métabolisme des ions
métalliques est altéré. Les concentrations de cuivre, de zinc et de fer sont plus élevées que la normale, et
plus particulierement dans les Iésions caractéristiques de la maladie (plaques amyloides) et a proximité de
celles-ci. (Atwood et al., 1999; Lovell et al., 1998). Les métaux jouent donc certainement un réle non
négligeable dans la Maladie d’Alzheimer. L’intérét pour 1’étude des ions métalliques en relation avec la
pathologie est donc croissant.

11 est difficile d’attribuer I’initiation de I’amyloidogenése a la seule présence des peptides AB40 et
AP42, alors que ce sont des constituants normaux du fluide érébrospinal et que les porteurs de la maladie
d’Alzheimer familiale, qui surexpriment AB42 des la naissance, ne présentent pas de dépots amyloides
dans leur enfance. D’autre part, il est difficile d’expliquer que les dépots formés soient localisés a des
endroits bien précis (au niveau des synapses par exemple) et que leur distribution ne soit pas uniforme
puisque I’Ap est exprimé de fagon ubiquitaire. Il est donc raisonnable d’évoquer, en plus de la
surproduction d’AP (li¢e a des causes génétiques ou a 1’age), d’autres facteurs permettant I’initiation des
dépots amyloides avec I’age.

Il a été proposé que les ions métalliques participent a ce phénomene (Atwood et al., 1999). Leur
homéostasie est perturbée lors de la maladie d’Alzheimer. Les ions métalliques sont retrouvés a des
concentrations tres élevées dans le cerveau des malades d’ Alzheimer, a proximité ou au sein des plagques
amyloides (Atwood et al., 1999; Lovell et al., 1998).

De nombreuses publications mettent notamment en évidence 1’implication du mercure. En effet, des
expérimentations mettent en évidence que le mercure inorganique induit dans le cerveau des perturbations
comparables a celles observées chez les malades d’Alzheimer. Plusieurs mécanismes expliquant ces
perturbations sont desormais clairement identifiés : déstructuration du cytosquelette neuronal, induction
d’une agression oxydante, inhibition de 1’activité d’enzymes jouant un réle vital dans le fonctionnement

ceérébral, action sur le métabolisme d’un neuromédiateur, le glutamate, etc.



Chapitre 01 Le mercure et et la maladie D’alzhemer

La recherche doit par conséquent s'orienter davantage vers l'étiologie de cette maladie, et non
seulement vers la mise au point de thérapies médicamenteuses ou vaccinales. Ce n’est qu’en
appliquant rapidement le principe de précaution qu’on pourra réduire 1’exposition de la population au
mercure et aux autres substances neurotoxiques, et ainsi retarder le vieillissement cérébral.

1. Le mercure est-il impliqué dans la maladie d’Alzheimer ?

La neurotoxicité des différentes formes de mercure (mercure élémentaire Hg°, mercure
inorganique : cation mercureux Hg + et cation mercuriqgue Hg2+, et mercure organique : cation
méthylmercure CH3 Hg + par exemple) est connue depuis longtemps. Elle a laissé 1’expression “travailler
du chapeau", évoquant la folie des chapeliers qui s’intoxiquaient avec le nitrate mercurique utilisé dans le
procédé¢ de feutrage. L’intoxication au mercure sous forme ¢lémentaire ou inorganique, I’hydrargyrisme,
inscrite dés 1919 au tableau des maladies professionnelles, recouvre plusieurs maladies ou symptomes
neurologiques : encéphalopathie aigué, tremblement intentionnel et ataxie cérébelleuse.

Ces vingt derni¢res années, 1’é¢tude de I’éventuelle relation entre une exposition au mercure
élémentaire ou inorganique et la MA a donné lieu a de nombreuses publications.

Donc le mercure présente un probable déterminant majeur impliqué dans la maladie d’Alzheimer a

cause des perturbations cérébrales résultant d’une exposition a de faibles doses de ce métal.

2. Le cerveau, principale cible des vapeurs de mercure

Le mercure élémentaire (Hg°) est en grande majorité inhalé, puis transféré a 80% des alvéoles
pulmonaires vers le sang. Le mercure présent dans la cavité nasale peut aussi traverser 1’épithélium nasal
et étre transporté jusqu’au cerveau par la voie olfactive (transport rétrograde). Dans les deux cas, il
traverse rapidement la barriere hémato-encéphalique (BHE) grace a sa lipophilie partielle. Il est alors
oxydé et transformé en final en cations mercurigues, incapables de retraverser la BHE. Du fait de la tres
grande affinité du mercure pour les groupements thiols (-SH), les cations mercuriques sont alors bloqués
sous forme de complexes insolubles avec les composés biologiques soufrés (peptides ou protéines), et
s’accumulent alors peu a peu dans le cerveau pour des annees voire des décennies (Weiner JA, Nylander
M.1993). Le mercure est donc un toxique bioaccumulable, tout comme le sont des éléments proches :
plomb, bismuth, cadmium,... regroupés sous le terme de métaux traces toxiques. Ce sont les cations
mercuriques accumulés dans le cerveau qui sont responsables des effets toxiques consécutifs a
I’inhalation de vapeurs de mercure : cette forme constitue le toxique ultime (le mercure élémentaire est
quant a lui qualifié de protoxique).

L’imprégnation mercurielle du cerveau est corrélée au nombre d’amalgames (Weiner JA,
NylanderM.1993).
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Une équipe italienne a montré que les porteurs de plus de 12 surfaces d’amalgames ont plus de 10 fois
plus de mercure dans leur hypophyse et leur cortex cérébral que les porteurs de 3 surfaces ou moins
d’amalgames (Guzzi G, Grandi M, Cattaneo C, Calza S.2006).

Le mercure des amalgames dentaires représente la principale source d’exposition mercurielle
dans les pays développés (WHO/IPCS.1991). Pour ces populations, il contribue approximativement pour
deux tiers a I’imprégnation mercurielle du corps humain, particulierement du cerveau (Lorscheider FL,
Vimy MJ, Summers AO ;1995).

3. Imprégnation mercurielle des personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer

Le cerveau des malades d’Alzheimer (M.A) posséde des concentrations mercurielles plus élevées que
celui des témoins (Bjorkman L, Lundekvam BF, Lagreid T,et al .2007), notamment dans le noyau
basal de Meynert, région du cerveau ou la dégénérescence neuronale est la plus marquée dans cette
pathologie (Wenstrup D, Ehmann WD, Markesbery WR .1990). Les M.A ont aussi une concentration
de mercure sanguin plus élevée que des témoins (Hock C, Drasch G,et al .1998; Lars Gerhardsson,
Thomas Lundh, et al .2008 ) ; cette concentration est en moyenne 3 fois plus élevée chez les M.A en
début de maladie que chez les personnes indemnes, et cette élévation peut étre associée a de hauts

niveaux de peptides f-amyloides dans le liquide céphalorachidien (Hock C, Drasch G,et al.1998).

4. Les caractéristiques biochimiques de la maladie d’Alzheimer

Le développement de la MA correspond a un processus inflammatoire et de dégénérescence cérébrale.
L’hyperphosphorylation de la protéine Tau, suivie de la deégénérescence neurofibrillaire (lésions
intracellulaires), et I’accumulation des peptides p-amyloides formant les plaques séniles (lésions

extracellulaires) constituent les 3 principaux marqueurs de la MA.

5. L’exposition au mercure entraine I’apparition des perturbations

caractéristiques de la MA

On a vu que dans des neurones exposeés a de petites quantités de mercure se formaient les amas de
neurofibrilles, un des marqueurs de la MA (Leong CC, Syed NI, Lorscheider FL.2001). On observe
I’apparition des deux autres marqueurs de la maladie, I’hyperphosphorylation des protéines Tau et
I’augmentation de la sécrétion de peptides B-amyloides dans une culture de neuroblastomes soumise a de
faibles doses de mercure inorganique (Olivieri G, Brack C, Muller-Spahn F et al .2000). Le cuivre et le
zinc, deux métaux indispensables a la vie neuronale entrant dans la composition des amalgames dentaires
seraient eux aussi impliqués dans la formation des plaques amyloides, en relation avec des perturbations

de leur homéostasie cellulaire (Bush Al1.2001).
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6. Principaux mécanismes impliqués dans I’agression oxydante due au mercure

L’agression oxydante : mécanisme important du processus toxique du mercure au niveau du systeme
nerveux central (Delattre J, Beaudeux JL, Bonnefont-Rousselot D. 2007 ; Klassen CD. 2001 )

Le tissu cérébral d’un M.A présente des niveaux d’agression oxydante bien plus élevés que ceux d’un
cerveau non atteint par cette pathologie (Su B, Wang X, Nunomura Aet al.2008). Or, de faibles
quantités de mercure inorganique induisent de méme un stress oxydant au niveau cérébral.

Dans le cerveau, le mercure issu de ’inhalation des vapeurs mercurielles se trouve sous trois formes
principales : le mercure élémentaire (Hg®) qui a traversé la BHE, le cation mercureux (Hg") et le cation
mercurique (Hg 2*) qui constitue la forme stable et réactive. Les deux entités ioniques (Hg" et Hg 2%) sont
en général solubles dans 1’eau et sont dotées d’activité toxique.

Elles sont en équilibre entre les formes réduites et les formes oxydées, lesquelles vont jouer un réle
fondamental dans les processus toxiques du mercure.

Dans les cellules gliales (cellules nourricieres des neurones), des réactions enzymatiques impliquant
un seul électron vont permettre la transformation du mercure élémentaire en cation mercurique en
présence d’une peroxydase, la catalase, qui utilise comme réactif oxydant le peroxyde d’hydrogene
(H20,). En plus du pouvoir oxydant du cation mercurique qui va entrainer une dégradation oxydative de
nombreux constituants biologiques (protéines, peptides, lipides insaturés, acides nucléiques ...), les deux
couples oxydo-réducteurs vont provoquer la réduction du dioxygene en plusieurs especes réactives
oxygeénées (ROS), et en final en radical hydroxyle (H-O .).

Ce radical a trés bréve durée de vie (10 -6 s) est de loin I’entité oxydante la plus réactive, capable de
détruire immédiatement toute molécule organique biologique telle que ’ADN. L’agression oxydante des
constituants cellulaires débute par une attaque des lipides insaturés ; cette peroxydation membranaire
entraine ultérieurement 1’oxydation des protéines puis celle de ’ADN. Si cette agression oxydante n’est
pas bien contr6lée par les systémes antioxydants présents au niveau neuronal, une dégradation cellulaire
va s’installer, qui entrainera une dégénérescence neuronale pouvant aboutir a des démences de type MA.

D’autres mécanismes toxiques peuvent aussi intervenir et perturber les processus de défense en
particulier ceux impliquant les molécules soufrées reductrices, comme le glutathion (G SH), tripeptide
indispensable a la protection cellulaire contre 1’agression oxydante, qui est alors inactivé par formation
d’un complexe mercurique insoluble. Ainsi, Si on soumet a de faibles doses de cations mercuriques une
culture de neuroblastomes, on observe une chute importante de la concentration de glutathion donc une
augmentation de 1’agression oxydante (Olivieri G, Brack C, Muller-Spahn Fet al .2000).

Au niveau cellulaire, le cation mercurique aprés stockage essentiellement dans les lysosomes, va
interagir principalement avec les mitochondries, lieu privilégié de la formation des entités réduites du

dioxygeéne, responsables du vieillissement cellulaire. Si la toxicité du cation mercurique est surtout liée a
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sa tres forte affinité pour les fonctions thiol des protéines (tubuline...) et des peptides (glutathion...), il est
probable que 1’agression oxydante peut jouer un role important selon 1’organe cible touché (SNC, rein...).
La figure 1 ci-dessous résume 1’impact du cation mercurique sur les molécules biologiques des neurones

et des cellules gliales.

Cation
Mencuneuco
- = 5 Giutathion-peroxydase
Hg 0—0 H—Cr=1
Dioxygéne
réductase I
+le”
Caticn Anion-superoxyde (; Radical
mercurique I «2n* dhwmuuw hydraxyle
G—SHI | ATTAIUE DES MOLECULES BIOLOGIQUES
DU SYSTEME NERVEUX, CENTRAL
anﬁﬁmumsPﬂmmﬁl%mamE
c rique du Lipides insaturés, ADN_ )
Gilutathson

1

BLOCAGE DES
Pt ESDE |— NEURODEGENERESCENCE CEREBRALE

DEFENSE

G-5H = Glutathion réduit

Figure 1 : Mécanismes de dégradation des molécules biologiques du systeme nerveux central par le
cation mercurique et les entités réduites du dioxygene (ROS).

Il est possible que le role protecteur du sélénium dans les intoxications mercurielles soit lié a son
intervention dans les systemes de défense, comme celui de la glutathion-peroxydase, une enzyme
contenant de la sélénométhionine, et dont le role est (avec la catalase) de neutraliser le peroxyd
d’hydrogene (H2 O2 ) formé durant la réduction du dioxygene. On peut rappeler que le poisson est riche
en sélénium, et qu’une consommation de poisson contaminé est protectrice de la MA, malgré 1’apport de

méthylmercure.

7. Perturbations lices a la forte affinitt du cation mercurique pour les
groupements thiols des proteines

La trés grande affinité des cations mercuriques (a 1’instar de ceux du plomb) pour les fonctions thiols
des peptides et protéines explique en grande part leur redoutable neurotoxicité.

Le cytosquelette des neurones assure entre autres le transport axoplasmique de nombreuses molécules,
processus essentiel a la survie neuronale. Il est constitué par I’assemblage de microtubules se formant par
polymérisation d’une protéine : la tubuline, qui posséde plusieurs cystéines portant des fonctions soufrées
thiol, indispensables a cette polymérisation. Les cations mercuriques empéchent ce processus par blocage
des groupements thiols : il se forme alors des amas de neurofibrilles toxiques pour le neurone qui

entrainent sa nécrose. La tubuline constitue ainsi une cible extrémement vulnérable au mercure, comme
9
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I’ont démontré de nombreuses expérimentations. De tres faibles doses de mercure inorganique inhibent la
phosphorylation de la tubuline par la guanosine-tri-phosphate (GTP) chez des cellules nerveuses
humaines (Duhr EF, Pendergrass JC et al .1993). Le méme mécanisme a été observeé chez le rat. Ces
perturbations moléculaires cérébrales sont identiques a celles observées post mortem dans les cerveaux de
80% des M. A, et I’importance des 1ésions est corrélée a la concentration mercurielle du cerveau
(Pendergrass JC, Haley BE, Vimy MJ et al .1997). 11 a aussi été démontré que 1’ADP-ribosilation de la
tubuline et de ’actine est fortement inhibée, in vivo et in vitro chez le rat, par de trés faibles quantités de
mercure (Palkiewicz P, Zwiers H, Lorscheider FL.1994). Le blocage des fonctions de la tubuline peut
aboutir a I’apoptose et a la formation de protéines chaperonnes du stress thermique (Cedrola S, Guzzi G,
Ferrari D, Gritti A, Vescovi AL, Pendergrass JC et al.2003). Enfin, sur des cultures de neurones en
croissance, 1’ajout de tres faibles quantités de mercure inorganique (10 -7 Mol) provoque la
dépolymérisation de la tubuline, entrainant la déstructuration du cytosquelette, la dégénérescence des
axones puis la formation d’amas de neurofibrilles.

Cet effet n’est pas retrouvé avec d’autres métaux neurotoxiques (Al, Pb, Mn...), et les auteurs concluent
que ces données d’ordre biochimique démontrent clairement 1’implication du mercure comme un facteur
étiologique potentiel de la neurodégénération Des enzymes telles que la glutamine synthétase (voir infra)
et la créatine kinase (CK), laquelle joue un réle clé dans la régulation du niveau d’adénosine triphosphate
des neurones, sont particulierement vulnérables aux cations mercuriques du fait de leur grand nombre de
fonctions thiols. Or I’activité de la CK est nettement réduite dans les régions cérébrales particulierement
touchées par la MA (David S, Shoemaker M, Haley BE.1998).

8. Le mercure perturbe le transport du glutamate et ’activité de la glutamine-

synthétase (GS)

Le glutamate, neuromédiateur impliqué dans I’apprentissage et la mémoire, est indispensable a la
synthése de I’acide gamma-amino-butyrique (GABA), un neurotransmetteur, et du glutathion (Danbolt
NC.2001).

Chez les M.A, on observe une activité excessive du glutamate, neurotransmetteur excitateur qui
devient neurotoxique s’il est en exces. Or, les cations mercuriques sont des perturbateurs du metabolisme
du glutamate, méme a dose micromolaire. Quand ce neuromédiateur est libéré dans la fente synaptique,
ils se fixent sur les fonctions thiols de ses transporteurs protéiques et inhibent sa recapture par les
astrocytes. (Mutkus L, Aschner JL, Syversen T et al.2006). Il en résulte une élévation du glutamate

extracellulaire, entrainant la mort neuronale par nécrose.
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On sait par ailleurs que le taux de GS est beaucoup plus éleve dans le fluide cérébrospinal des M.A, ce
qui pourrait étre utilisé comme un marqueur de la maladie (Tumani H, Shen G, Peter JB, Bruck
W.1999).

Cette enzyme est indispensable a la production de glutamine (utilisee pour la synthese des
neurotransmetteurs) a partir du glutamate capturé par 1’astrocyte. Or le cation mercurique inhibe dose-
dépendante 1’activité de la GS dans les astrocytes bien plus que ne le fait le cation méthylmercure, méme
a dose trés faible : une concentration de 5 uM de mercure inorganique pendant 6 heures entraine une
chute de I’activité de la GS de 74% (Allen JW, Mutkus LA, Aschner M.2001).

L’exposition aux vapeurs de mercure émises par les amalgames peut donc provoquer I’inhibition de la
GS cérébrale, entrainant une élévation du taux de glutamate excitotoxique, a I’origine de la nécrose des
astrocytes et de la perturbation du fonctionnement des neurones glutaminergiques et GABAergiques. De
faibles doses de mercure inorganique (Hg®") inhibent donc activité de 3 protéines, I'une de structure, la
tubuline, et de deux enzymes indispensables au fonctionnement cérébral, la créatine-kinase et la

glutamine-synthétase. Ces mémes perturbations cellulaires sont observées dans la MA.

9. Alleles APOE, risque de MA et exposition au mercure

On connait I’impact majeur de 1’all¢le €4 du geéne de 1’apolipoprotéine E sur le risque de développer la
maladie d’Alzheimer, et 1’effet protecteur de ’allele €2. Or, les apolipoprotéines E n’interviennent pas
seulement dans 1’excrétion hors du SNC des lipides dont le cholestérol. Ces protéines sont aussi capables
de se lier aux cations mercuriques, grace a leurs groupements thiols possédant une trés grande affinité
pour cet €lément (ainsi que pour d’autres cations métalliques, tels que ceux du plomb) :
le mercure stocké dans le cerveau est ainsi véhiculé par ces protéines et peut alors traverser la BHE puis
étre éliminé par les reins (Mutter J, Naumann J, Sadaghiani Cet al .2004; Godfrey ME, Wojcik DP,
Krone CA. 2003 ). Or, I’apolipoprotéine E2 posseéde deux cystéines, donc deux fonctions thiols (—SH),
I’apolipoprotéine E3 en posséde une seule tandis que 1’apolipoprotéine E4 en est dépourvue. Les
homozygotes APOE2 possédent donc de grandes capacités d’excréter le mercure hors du cerveau, ce qui
n’est pas le cas des homozygotes APOE4. Les autres catégories ont des possibilités de détoxication
intermédiaires entre ces deux probabilités extrémes (Mutter J, Naumann J, Sadaghiani Cet al .2004).
Des chercheurs émettent donc 1’hypothése que ce mécanisme explique la susceptibilité a la MA conférée
par les génes APOE4 : les porteurs d’un ou de deux génes APOE4 auraient plus de risques de contracter
la MA en raison de leur difficulté a éliminer le mercure. En I’absence d’exposition mercurielle (cas des
Yoruba du Nigéria et des Japonais), les porteurs d’APOE4 ont donc peu de risques d’étre atteints par la
MA. En revanche, exposés a des quantités importantes de mercure (celui des amalgames), les migrants

japonais augmenteraient leur risque de développer la maladie. La présence fréquente d’alléles €4 confére
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a la population afro-américaine (les "migrants historiques™) un risque trés élevé d’avoir la maladie, alors
que le risque de MA des Yoruba, non exposés, est indépendant de 1’haplotype APOE (Hendrie HC,
Murrell J, Gao S et al .2006).

Il existe d’autres susceptibilités génétiques envers la MA, comme la plus ou moins grande capacité a
synthétiser des métallothionéines en réponse a une exposition au mercure. Ces petites protéines soufrées,
dont la principale fonction est le transport du zinc et du cuivre, sont capables de se lier fortement aux
cations mercuriques présents dans le cerveau, permettant ainsi leur élimination. Cette variabilité
génétique peut aussi expliquer I’inégalité devant une exposition mercurielle comparable (Carrasco J,
Adlard P, Cotman C et al .2006). Un polymorphisme dit BDNF semble aussi jouer un rdle dans la
vulnérabilité a une exposition mercurielle a long terme (Echeverria D, Woods JS, Heyer NJ et al
.2005).

Par ailleurs, des scientifiques portent un intérét croissant a la responsabilité du mercure dans des
modifications de I’expression des génes (processus épigénétiques), et particulierement sur les effets a

longterme d’une exposition mercurielle précoce et ses éventuelles conséquences transgénérationnelles.
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Chapitre 02 Les metallothioneines dans le systeme nerveux central

1. Les Métallothionéines (MTSs)

Les métallothionéines (MTs) constituent une famille de polypeptides riches en cystéine avec de faibles
poids moléculaires (4-8 kDa). Elles sont capables de chélater les ions métalliques tels que le Cd(Il), le
Zn(1) et le Cu(l). Elles sont composées de deux domaines (a et ), chacun présentant des clusters métal-
thiolate. Plusieurs roles leurs sont attribués : (i) déetoxification des métaux non essentiels tels que le
cadmium et le mercure ; (ii) détoxification de I’excés de métaux essentiels tels que le cuivre et le zinc ;
(iii) séquestration des radicaux et des especes réactives de 1’oxygene ; (iv) transfert et transport des

métaux lourds.

2. Classification et propriétés biochimiques de la MT

MT est une famille de protéines caractérisées par leur faible poids moléculaire, elles ont une seule
chaine peptidique contenant 61 a 68 acides amines, 20 d'entre eux sont des cystéines réparties dans deux
domaines a et B-clusters ( Miles, A.T.; Hawksworth, G.M.; Beattie, J.H.; Rodilla, V.I. 2000 ), et ils
sont liés au total 7 ions de métaux divalents.

La chaine polypeptidique unique de MT a la structure cys-x-cys, Cys-Xy-cys et cys-cys ou les x et y
représentent des acides aminés non cystéine ; la forme stoechiométrique de la protéine montre 7 ions pour
20 cystéines (Figure 2) formant des complexes métal-thiolate, permettant au MT de se lier a 7-10 g
d'atomes de métal/mole de MT (Tanji, K.; Irie, Y.; Uchida, Y.; Mori, F.; Satoh, K et al . 2003).

La liaison de MT aux métaux se fait par le groupe thiol (SH) trouvé dans les résidus de cystéine ; la
protéine sans métal appelée apo-métallothionéine ou thionéine a une structure principalement
désordonnée, ce qui la rend trés vulnérable aux processus protéolytiques (Sewell, A.K.; Jensen, L.T.;
Erickson, J.C et al . 1995 ). Normalement, la MT a une forte affinité pour les métaux essentiels
divalents tels que Cu et Zn, bien qu'elle ait également montré une forte affinité pour les métaux toxiques
comme le cadmium et le mercure, donnant lieu & des amas de thiolate de métal (Atrian, S.; Capdevila,
M. 2013).

Jusqu'a présent, 4 isoformes de la protéine sont reconnues, qui sont structurellement homologues et
suffisamment conservées au cours de I'évolution (Coyle, P.; Philcox, J.C.; Carey, L.C.; Rofe, A.M..
2002).

L'existence de quatre génes MT dans une région de 50 kb sur le chromosome 8 a été rapportée chez la
souris, alors que chez I'nomme, les génes MT ont été trouvés sur le chromosome 16g13 qui sont codés par
un groupe de multi-genes étroitement apparentés ; la présence de sept genes fonctionnels MT-1: A, B, C,
D, E, F, G, H et X ont été décrits, qui representent la microhétérogenéité de la protéine MT-I ainsi qu'un
seul géne codant pour l'autre isoforme de MT-Il1 (MT-I1A), MT-IIl et MT-IV (Duncan, K.E.; Ngu, T.T;
Chan, J. et al . 2006).
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Les isoformes de MT-1 et MT-II sont principalement exprimés dans divers tissus animaux; MT-I1I et

MT-IV sont des isoformes qui sont exprimées dans des tissus plus spécifiques.

Figure 2 : Représentation schématique de la structure MT.

Les complexes métal-thiolate (avec domaine C-terminal de I'a- et N-terminal chaine dans la chaine PB);
les ovales verts représentent les 20 résidus cystéine liés au composé soufré (S) qui se lie divalent au zinc,

trois liaisons au zinc de la chaine B et quatre a la chaine a en ajoutant sept liaisons divalentes.

3. Physiologie des MT

Plusieurs articles ont soutenu les fonctions cellulaires des MT, qui comprennent principalement
I'noméostasie et le transport des métaux essentiels (Zn et Cu), la détoxification des métaux toxiques,
I'apoptose, la modulation de [I'équilibre redox intracellulaire, les processus anti-inflammatoires, le
piégeage des radicaux libres et la protection des neurones contre les Iésions neuronales (Vasak, M.;
Romero-Isart, N . 2005). Comme mentionné ci-dessus, la MT a été initialement décrite comme une
protéine responsable de l'accumulation de cadmium dans les reins des chevaux (Hidalgo, J.; Aschner,
M.; Zatta, P.; Vasak, M. 2001). On sait maintenant que cette protéine est principalement impliquée dans
la détoxification des métaux lourds tels que le cadmium et le mercure ; ces métaux se lient a la protéine
en les séquestrant et en diminuant les effets aigus de ces métaux toxiques (Faller, P.2010).

L'induction de I'expression de MT par les metaux lourds et I'accumulation subséquente de métal dans
la cellule a été utilisée comme biomarqueur dans le domaine de la toxicologie environnementale (Atrian,
S.; Capdevila, M ; 2013).
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La MT a pour fonction physiologique principale de maintenir I'noméostasie et le transport des métaux
essentiels tels que le Zn et le Cu. Le zinc est un métal physiologiqguement important qui fournit des
fonctions structurelles et catalytiques a une variété de protéines.

La forme Apo-MT est un accepteur de Zn (qui se lie avec une haute affinité), augmentant les
concentrations intracellulaires de Zn ; lorsque ces taux de Zn sont insuffisants pour stabiliser la protéine,
la MT est rapidement protéolysée, de sorte que le Zn est libéré par la dégradation de la MT, ce qui fait
que le Zn intracellulaire reste a une concentration équilibrée ( Duncan, K.E.; Ngu, T.T.; Chan, Jet al .
2006). Traditionnellement, MT a été considérée comme une protéine intracellulaire, est localisée dans le
cytoplasme, et par translocation peut également étre retrouvée dans le noyau ; cependant, des rapports
plus récents suggerent que la MT peut étre localisée dans une variété d'espaces extracellulaires (Vasak,
M.; Meloni, G. 2011).

La MT est une protéine vitale dans le systeme antioxydant de la défense cellulaire, et son réle protecteur
contre les dommages des ROS dans les systemes biologiques a été largement rapporté. Différentes études
ont montré que les ligands thiolate dans les résidus cystéine conferent I'activité redox de MT ; ces résidus
peuvent étre oxydés par des oxydants cellulaires, et au cours de ce processus, du Zn est libéré, entrainant
une diminution des niveaux de peroxydation lipidique (Bruinink, A.; Faller, P.; Sidler, C.et al . 1998).
On sait que, lorsqu'il y a une augmentation des niveaux de stress oxydatif, la MT est capable de piéger
une variété de ROS, y compris les radicaux hydroxyle et I'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogene, les
radicaux d'espéces azotées réactives et les radicaux d'oxyde nitrique (Miles, A.T.; Hawksworth, G.M et
al . 2000) ( Hasler, D.W.; Faller, P.; Vasak, M. 1998). Par rapport a d'autres antioxydants tels que la
super oxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase, la MT peut étre considérée comme un
antioxydant plus efficace (Oz, G.; Zangger, K.; Armitage, I.M. 2001).

En outre, il existe des rapports suggérant un role anti-inflammatoire de la MT, qui comprend la
protection du systéeme nerveux (Wang, H.; Zhang, Q.; Cai, B.; Li, H.et al . 2006), dans les Iésions
pulmonaires et les lésions hepatiques aigués (Roschitzki, B.; Vasak, M. 2002) ; il est proposé que cet
effet puisse étre di a l'activation ou a l'inhibition de I'expression des interleukines pro- et anti-

inflammatoires selon les conditions physiologiques presentes (Meloni, G.; Faller, P.; Vasak, M. 2007).

4. MT dans le systéme nerveux central
Le cerveau est tres sensible au stress oxydatif en raison des niveaux élevés de consommation
d'oxygeéne, de sorte que le rdle de la MT en tant que protéine qui protege contre ces processus est tres
important. important; comme mentionné ci-dessus, le maintien de I'homéostasie intracellulaire du Zn est
I'une des principales fonctions de cette protéine et le cerveau contient des niveaux élevés de ce métal, ce

qui montre I'importance de la MT dans le systeme nerveux central. MT-I et MT-II sont réglementés de
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maniere coordonnée ; leur biosynthése peut étre induite par une grande varieté de stimuli tels que les
conditions de stress, les niveaux de glucocorticoides, les cytokines, les ROS et les ions métalliques, qui se
produisent dans diverses régions du systéme nerveux central (cortex, tronc cérébral, moelle épiniére,
thalamus, hippocampe, basal cerveau antérieur, néocortex, noyaux des nerfs craniens, bulbe olfactif et
cervelet) ( Bogumil, R.; Faller, P.; Pountney, D.L.; Vasak, M. 1996).

Les MT sont des protéines principalement exprimées dans le cytoplasme cellulaire, les mitochondries
et les lyso- certains, dans les astrocytes, les cellules, les cellules méningées, les cellules épendymaires, la
choroide, I'arachnoide et la pie-mére (Roschitzki, B.; Vasak, M. 2003). Il a été récemment rapporté que
MT-1 et MT-11 sont également distribués de maniére intra- et extracellulaire, de sorte que les neurones
peuvent incorporer ces protéines dans leur cytoplasme via une famille de récepteurs de lipoprotéines de
basse densité (mégaline) (Foster, A.W.; Osman, D.; Robinson, N.J.. 2014). Bien que les cellules de la
microglie, des oligodendrocytes et des neurones ne montrent généralement pas I'expression de MT-I ou
MT-II, il a été observé qu'en réponse a des lésions cérébrales, la protéine peut étre exprimee (Meloni,
G.et al .2007).

La MT-I1I1 a été isolée et rapportée pour la premiere fois en 1991 par Uchida et al. (Dudev, T.; Lim,
C. 2008) chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer et a été identifié comme un facteur
inhibiteur de croissance (GIF) ou facteur inhibiteur de la croissance neuronale. Des études in vitro et in
vivo ultérieures ont révélé que la MT-III isolée de cerveaux humains et bovins est principalement
exprimée dans les neurones et contient 4 ions metalliques divalents de Cu et 3 ou 4 métaux Zn divalents,
différents des métaux Zn divalents que I'on trouve normalement dans les MT-I et MT-II (Atrian, S.;
Capdevila, M.2013).

Une autre différence par rapport a MT-1 et MT-II est que MT-1Il ne semble pas étre régulé par des
métaux ou des glucocorticoides, il n'est donc pas considéré comme inductible et sa distribution atomique
neuroan est bien liée aux zones a fortes concentrations de Zn.( Wang, B.; Wood, 1.S.; Trayhurn, P.
2008 ). Dans le cerveau normal, I'expression de MT-I11 est plus restreinte ; il a été rapporté que I'ARNmM
est lié aux cellules neuronales, alors gu'une régulation positive de MT-III peut étre observée dans les
cellules gliales aprés une lésion cérebrale (Calvo, J.; Jung, H.; Meloni, G. 2017).

Bien qu'il existe des rapports contradictoires sur I'expression de MT-I111, il est généralement admis que
la localisation cellulaire de MT-I11 se situe principalement dans les neurones, en particulier ceux avec de
fortes concentrations de Zn, suggérant une fonction spécifique ; aucune des autres isoformes de MT n'a
d'activiteé inhibitrice de croissance suggérant qu'il s'agit d'une caractéristique fonctionnelle spécifique de
MT-I1Il (Meloni, G.; Faller, P.; Vasak, M. 2007).

Le processus de neuroinflammation contribue indépendamment au dysfonctionnement neuronal ainsi

gu'au processus de mort cellulaire et est un facteur important dans le développement de maladies
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neurodégénératives puisque l'augmentation de la formation de ROS et de RNS peut générer un risque
accru ; lorsque le tissu cérébral est endommagé suite a une lésion aigué ou chronique, il y a une
augmentation de la réponse au stress neuro-inflammatoire et oxydatif provoquant I'activation du systeéme
immunitaire avec la présence d'astrocytes réactifs, de parenchyme cérébral, de cellules macrophages et
microgliales (Faller, P.; Hureau, C.; La Penna, G. 2014).

La MT regule I'expression des facteurs inflammatoires principalement les cytokines IL-6, IL-3 et TNF-
a et les interférons présents dans les astrocytes (Irie, Y.; Keung, W.M 2001) ; L'IL-6 est lI'une des
cytokines importantes régulées a la hausse lors de lésions cérébrales, car elle augmente la phagocytose et
la libération de médiateurs inflammatoires qui a leur tour induisent le site de MT en tant que protéines de
neuroprotection (Faller, P.; Hureau, C.; La Penna, G. 2014).

Le stress oxydatif, une condition qui survient en raison d'un déséquilibre entre le statut oxydant et
antioxydant, augmente avec I'age et peut donc étre considéré comme un facteur causal majeur dans les
maladies neurodégénératives (Meloni, G.; Sonois, V.; Delaine, T.; Guilloreau, L. et al .2008). Plusieurs
études ont montré des preuves suffisantes que les dommages oxydatifs jouent un réle vital dans la
physiopathologie des maladies neurodégénératives.

(maladie d'Alzheimer et maladie de Parkinson) et d'autres troubles cérébraux tels que l'ischémie
cérébrale et I'épilepsie (Pedersen, J.T.; Hureau, C.; Hemmingsen, L.; Heegaard, N.H. 2012).
L'augmentation du stress oxydatif dans les troubles cérébraux est souvent associés a des mécanismes de
défense antioxydants, y compris MT-I et MT-I11 ; la MT est capable de réduire les dommages oxydatifs en
atténuant les dommages causés par le stress oxydatif, suggérant que les fonctions de cette famille de
protéines sont plus complexes et variées gu'initialement envisagées (Hussain, I.; Powell, D.; Howlett,
D.R et al. 1999).

5. MT et la maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) est la cause la plus fréquente de démence, une maladie
neurodégénérative liée a l'dge, caractérisée cliniquement par une détérioration progressive des les
fonctions mentales et les fonctions cognitives, entrainant une démence sévere (Sinha, S.; Anderson, J.P
et al .1999). La neuropathologie est caractérisée par I'accumulation de deux types de materiel fibreux
dans le cerveau : le peptide extracellulaire AB-amyloide déposé dans les plaques séniles et les
dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales (NFT) composées principalement de fibres anormales et
hyperphosphorylées. formes de la protéine tau liée aux microtubules, en plus de la présence d'un grand
nombre d'astrocytes reactifs, de signes de neuroinflammation, de dyshoméostasie des métaux et

d'oxydation stress ( Andreasson, U.; Portelius, E et al . 2007).
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La formation de NTF et la dégénérescence qui en résulte apparaissent d'abord dans I'hippocampe, en
particulier les neurones pyramidaux de CALl et la couche Il du cortex entorhinal et du néocortex (Mori,
H.; Takio, K.; Ogawara, M.; Selkoe, D.J. 1992). Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer
la physiopathologie de la MA, notamment la cascade amyloide avec accumulation d'Ap, I'hypothese des
ions métalliques qui propose que la cause sous-jacente de la MA est I'homéostasie du métal déterioré, en
particulier Zn, Cu et Fe qui entraine un déséquilibre amyloide, un stress oxydatif entrainant un
dysfonctionnement mitochondrial, une dyshoméostasie des ions métalliques, une inflammation, une
apoptose améliorée et un déséquilibre Ap ( Moore, B.D.; Chakrabarty, P.; Levites, Y.etal . 2012).

Il est communément admis que les ROS jouent un réle important dans la pathogenése de la maladie
d'Alzheimer avec un faible taux de régénération cérébrale et un potentiel antioxydant insuffisant ( Mital,
M.; Wezynfeld, N.E.; Fraczyk, T et al . 2015) ; la le cerveau favorise le stress oxydatif, en raison de
I'activation de la microglie par des lésions neuronales qui générent un exces de radicaux superoxydes
(Andreasson, U.; Portelius, E.; Andersson, M.E et al . 2007). Différents rapports ont suggéré que le
stress oxydatif favorise la production d'Ap-amyloide et induit une altération des enzymes antioxydantes
en augmentant les niveaux de stress oxydatif genérant une augmentation du dépdt d'AB ( Wezynfeld,
N.E.; Stefaniak, E.; Stachucy, K.; Drozd, A.; Plonka, D et al . 2016)

Le peptide AB-amyloide présent dans les astrocytes constituant les plaques séniles observées dans la
maladie d'Alzheimer est considéré comme une source de radicaux libres ; des preuves ont montré que
I'AB-amyloide pénétre dans les mitochondries et induit la génération de radicaux libres qui favorisent la
réticulation des protéines, par la formation de fibrilles amyloides, et I'Ap lui-méme peut former des
peptides de radicaux libres qui peuvent entrainer des dommages oxydatifs dans neurones in vivo et in
vitro (Barritt, J.D.; Viles, J.H .2015). De méme, des études expérimentales ont montré que Ap affecte
I'ADN mitochondrial et les protéines, ce qui entraine des déficiences dans la chaine de transport
électronique (ETC) et, enfin, un dysfonctionnement mitochondrial (Gunn, A.P.; Masters, C.L.; Cherny,
R.A. 2010), contribuant ainsi a la neurodégénérescence.

Les astrocytes réactifs présents chez les patients atteints de MA montrent des niveaux élevés
significatifs d'expression de MT suggérant que les niveaux de MT peuvent servir de marqueur de la MA
(Naslund, J.; Schierhorn, A.; Hellman, U et al . 1994). La surinduction de MT-I et MT-11 dans la MA
stimulée principalement par la présence de radicaux libres, d'ions métalliques et de cytokines peut étre
une réponse cellulaire de défense contre les signaux inflammatoires soutenant un effet neuroprotecteur de
la MT (Andreasson, U.; Portelius, E et al, . 2007).

De méme, des éetudes expérimentales sur des animaux transgéniques ont également montré que les
astrocytes et les microglies/macrophages entourant les plaques amyloides ont des niveaux élevés
d'expression de MT-I et MT-I1 dans les régions du cortex et de I'hnippocampe (Durand, J.; Meloni, G. et
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al . 2010). En revanche, Valko et al. (Pedersen, J.T.; Hureau, C et al . 2012) ont démontré que la MT-I
majoritairement régulée positivement dans les astrocytes réactifs a un effet neuroprotecteur induit par des
mécanismes doubles dans la MA, atténuation directe de la neurotoxicité de I'AB et indirectement due a
I'inhibition par MT-I de I'activation microgliale induite par I'Ap et de la neurotoxicité subsequente.

Une autre caracteristique neuropathologique de la MA est l'altération du métabolisme du Zn et
I'accumulation du métal a I'intérieur des plaques amyloides. Des études in vitro ont montré que Zn est
capable d'induire la formation d'amyloide AP, tandis que Cu et Fe ne produisent qu'une agrégation
partielle (Paik, S.R.; Shin, H.J.; Lee, J.H . 2000). Deibel et al. (Drew, S.C.; Leong, S.L.; Pham, C.L et
al 2008,)ont rapporté une diminution significative de Cu et des augmentations significatives des niveaux
de Zn et Fe dans I'hippocampe et I'amygdale qui sont des zones qui présentent des altérations
histopathologiques séveres chez les patients atteints de MA ; en raison de son rdle dans
maintien homéostatique du Zn et du Cu, le MT est considéré comme un facteur important dans les
mécanismes physiopathologiques de la maladie. Il a également été rapporté dans des études in vitro que
MT-2A a été capable d'empécher les agrégations d’Ap40 et d'AB42 qui sont contrecarrées en empéchant
la neurotoxicité (Bogumil, R.; Faller, P et al . 1996).

L'expression de MT-IIl a été observée dans différentes maladies neurologiques ; cependant, les
mécanismes moléculaires de la régulation négative de MT-11l dans les maladies neurodégénératives ne
sont pas encore connus, et malheureusement, il existe plusieurs rapports avec des résultats contradictoires
sur la fonction de MT-I1I dans la MA. La MT-111 est exprimée en abondance dans les cerveaux normaux
mais largement réduite dans les cerveaux AD ; dans des études in vitro, une inhibition de la formation des
neurites et de la survie des neurones corticaux a été rapportée (Dudev, T.; Lim, C. 2008)

La MT-I11I et les altérations de I'noméostasie du Zn ont été corrélées a la perte neuronale ou a la durée
de la maladie, ce qui implique une sensibilité accrue au stress oxydatif et neurotoxicité induite par les
métaux (Dickson, D.W.. 1997). MT-III peut lier plus d'ions métalliques, son r6le de tampon Zn et de
capteur/signalisation, et a également une réponse périodique a l'insulte neuronale, tandis que d'autres
isoles formes sont uniformément protectrices (Andreasson, U.; Portelius, E. et al 2007). Contrairement
a MT-I, I'expression de I'ARNm de MT-III n'a été significativement altérée dans aucun des modeles de
MA étudiés, probablement parce que MT-I1I est insensible a I'inflammation (Durand, J.; Meloni, G et al

2010 ). La MT-III a une activité anti-Ap et antagonise les effets neurotoxiques des peptides AP
principalement en supprimant la formation d'agrégats toxiques de Peptides AR (Prusiner, S.B. 1991). La
diminution de I'expression de MT-I111 chez les patients atteints de MA suggére un possible effet protecteur
réduit dans le cerveau de la MA (Aguzzi, A.; Heikenwalder, M.2006).

20



Chapitre 02 Les metallothioneines dans le systeme nerveux central

6. La MT et le mercure

Des protéines telles que la MT-3 sont capables de prendre le mercure fixé a I’AB. Leur effet
protecteur contre la production de HO« a été mis en évidence. Or il a été montré que cette protéine était
déficiente chez les patients de la MA ou son taux est 10 fois moins élevé que chez le sujet sain. La
recherche de protéines, n’assurant plus leur réle dans le cas de la MA, pourrait, peut étre, permettre
d’expliquer I’accumulation des métaux au niveau des plaques amyloides.

MT forme des complexes plus stables avec le Hg que ceux de Zn et du Cd (A. Mufioz, AR
Rodriguez, 1995).Compte tenu de certaines similitudes dans les propriétés du Cd(II) et de I’Hg (II), il est
raisonnable de proposer que ce site puisse étre responsable de la liaison de I’'Hg (Mufioz et Rodriguez,
1995). Des études sur les caractéristiques structurelles de 1'interaction entre I’Hg et les MT réalisées par
(Henkel et Krebs (2004) et Lu et al. (1993)), suggeérent qu'une molécule de MT lie jusqu'a 18 ions
d’Hg.

La géométrie de tels complexes est supposée étre pseudo-tétraédrique avec des ponts métal-ion entre
les molécules de protéines. Hg4-a-MT et Hg7 -MT sont caractérisés par une géométrie tétraédrique, alors
que Hgl1l-MT est supposé avoir une géométrie trigonale. La liaison au mercure entraine la formation de
régions MS2-4 isolées et d'amas Hg-thiolate (RS)1-3MSRM(SR)1-3, ou jusqu'a quatre atomes S de
résidus Cys se lient aux ions métalliques & la fois en position terminale et en position de pont (W
.Goumakos, J.-P. Laussac, B. 1991 ).

Les souris dépourvue de MT étaient caractérisées par une plus grande susceptibilité a la neurotoxicité
du HgO en raison d'une accumulation accrue d’Hg dans le cerveau (M. Yoshida, C. Watanabe et
al.2005). Des données intéressantes ont été obtenues a partir de souris dépourvue de MT, démontrant
qu'un mangue de MT chez les souris exposées a la vapeur d’Hg (Hg0) entraine un changement dans la
liaison entre I’Hg et les protéines de haut poids moléculaire (M. Yoshida, M. Satoh, et al. 2002).

Ces résultats cadrent bien avec I'nypothese générale selon laquelle les MT servent de protéines

détoxifiantes pour le Cd et I’'Hg.
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Il a été montré que les ions métalliques aident a la structuration des peptides amyloides et a leur
agrégation en plaques insolubles, ainsi qu’a la production de stress oxydant. La mise en évidence d’un
niveau ¢élevé d’ions métalliques a activité redox au niveau des zones du cerveau touchées par la maladie
d’Alzheimer est a I’origine de 1’idée d’utiliser des chélateurs de ces ions métalliques pour empécher leurs
effets pathogenes (Bush, 2002; Cuajungco et al., 2005).

1. Définition et spécificité de la thérapie par chélation

La thérapie par chélation a été proposée comme traitement approprié pour réduire les anomalies
d’accumulation de métaux essentiels, tels que Fe, Cu et Zn, et des métaux lourds toxiques ou non
essentiels comme le plomb (Pb), le mercure (Hg), le cadmium (Cd) et I'aluminium (Al) (Kalia K, Flora
SJ.2005-Yokel RA, Ackrill P, Burgess E et al .1996).

Typiquement, les chélateurs se lient aux ions métalliques améliorant leur excrétion urinaire et fécale et
provoquant une diminution de leurs concentrations corporelles. La thérapie par chélation est devenue un
traitement alternatif populaire, malgré ses résultats cliniques encore controversés (Carter JP.1989,
Knudtson ML, Wyse DG, Galbraith PD et al .2002).

Les traitements efficaces par chélation de I'empoisonnement aux métaux nécessitent une
compréhension précise de la pharmacodynamie et de la pharmacocinétique du chélateur administré qui, a
son tour, dépend des caractéristiques physiques et chimiques des métaux (Andersen O.2004).

Les chélateurs hydrophiles favorisent l'excrétion rénale, mais leur localisation majoritairement
extracellulaire a activité limité uniquement sur les pools de métaux extracellulaires. Inversement, les
chélateurs lipophiles pourraient diminuer les réserves intracellulaires, mais peuvent également
redistribuer des métaux toxiques vers des organes plus vulnérables, par exemple, le cerveau.

La sélectivité métallique des chélateurs est trés importante, en raison de risque de 1’épuisement d’un
métal essentiel. De plus, dans les maladies chroniques induites par les métaux, nécessitant une chélation
de longue durée, la toxicité et les effets secondaires du chélateur peuvent limiter considérablement la
durée du traitement. Ainsi, le développement de nouveaux chélateurs plus sOrs adaptés a une
administration orale pour éliminer les métaux a long terme reste un défi de recherche important.

De plus, un effet tératogéne a potentiel important été démontré pour la plupart des chélateurs en raison
de carences induites en oligo-éléments (Domingo JL.1995), et donc une supplémentation minérale
pendant le traitement est recommandée.

La conception d’amélioré d’un chélateur doit viser a améliorer la sélectivité, 1'affinité, la stabilité, la
clairance rénale et l'activité orale, tout en conservant une faible toxicité et également un faible co(t.
Enfin, il faut se rappeler que I'adaptation de la thérapie de chélation aux conditions neurodégénératives est

une tache tres complexe.
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2. Les chélateurs pour traiter la maladie d'Alzheimer

Les chercheurs ont postulé que la chélation des métaux pourrait favoriser des résultats bénéfiques sur
les patients MA en inhibant le dép6t de ces métaux dans le cerveau et/ou en les empéchant de catalyser la
formation de radicaux hydroxyles toxiques (Smith MA, Nunomura A, Zhu X et al .2000- House E,
Collingwood J, Khan A et al.2004). Quelques études de cas et animaux des expérimentations ont été
rapportées dans ce domaine (Scarpini E, Scheltens P, Feldman H.2003- Ritchie CW, Bush Al,
Mackinnon A et al.2003 ) ; cependant, aucune preuve clinique n'a été fournies jusqu'a présent pour
soutenir l'utilisation d'agents chélateurs comme traitement d'appoint de la MA ou d'autres troubles

neurodegénératifs d'etiologie similaire. Chélation

3. Les chélateurs du mercure

Différents agents de chélations, comme la pénicillamine, le dimercaprol, le 2,3-dimercaptopropane-1-
sulfonate (DMPS), et méso-2,3-dimercaptosuccinique acide (DMSA), ont été administrés pour la
chélation du mercure (Carvalho et al., 2007) . Le DMSA, acide dimercaptosuccinique est un agent
important, administré oralement, qui a été utilisé comme antidote dans les empoisonnements aux métaux
lourds toxiques. Depuis les années 50, de vastes études cliniques chinoises, japonaises et russes ont
démontré que le DMSA accélére 1’élimination du mercure du cerveau et qu’il 1’élimine efficacement du
sang, du foie et des reins. En I’état actuel de nos connaissances, le DMSA semble étre 1’agent
pharmaceutique favori pour la détoxification systémique du mercure. (Klaassen et al., 1980 ; Aposhia et
al., 1983).

Cependant, les résultats bénéfiques désirés ne sont généralement pas atteints. En fait, méme si
I'excrétion urinaire du mercure pourrait étre considérablement améliorée au cours de la thérapie de
chélation, son efficacité sur la disparition des dépbts de ces métaux dans les tissus semble étre
négligeable. Les données existantes concernant [l'utilisation de la thérapie de chélation dans
I'empoisonnement au mercure indique que ces chélateurs chimiques peuvent retirer ces métaux du corps,
mais ne peuvent pas réparer les dommages causés au systeme nerveux central (Clarkson et al., 2003).

Le danger auquel ces produits chélateurs exposent le patient est, dans la majorité des cas, plus
important que 1’intoxication mercurielle elle-méme. En effet, les agents de chelation ne sont pas sélectifs,
c’est-a-dire qu’ils piégent aussi bien des métaux rares présents en traces que des métaux lourds en exces.

Les oligo-éléments nécessaires aux processus enzymatiques (présents dans les métallo-enzymes) sont
donc éliminés en méme temps que les métaux lourds excédentaires. Il est impossible de recomposer pour
un patient donné une complémentation alimentaire en oligo-éléments car on ne connait pas aujourd’hui la

liste compléte des métaux utilisés par 1’organisme dans la gestion de son équilibre biologique. Nous
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considérons donc que 1’utilisation d’agents de chélation chimique dans I’élimination du mercure et de
I’aluminium est une technique périlleuse pour le devenir de la qualité de vie du patient.

Par ailleurs, de nouvelles méthodes thérapeutiques sont au stade expérimental, qui utilise la
combinaison de chélateurs a des nanoparticules ; ces nouveaux medicaments ont la capacité de traverser
aisément la barriere hémato-encéphalique et reviennent tout aussi facilement dans la circulation sanguine,
éventuellement chargés de métaux présents dans le cerveau en trop grande quantité (Cui et al.,2005 ; Liu
et al.,2005 ; Liu et al., 2006).

4. Les composes naturels comme chélateurs du mercure

La littérature révele qu'au cours des 12 dernieres années, la recherche de plantes médicinales et leurs
constituants, c'est-a-dire les composés phytochimiques qui pourraient atténué la toxicité du mercure chez
les animaux de laboratoire se sont intensifiés.

Diverses plantes médicinales et produits naturels offerts une atténuation significative de la toxicité du
mercure induite expérimentalement dans des modeles animaux.

Ce chapitre résume les résultats de la recherche préclinique dans ce domaine.

Une enquéte sur la littérature associée a Internet a été réalisée en utilisant la base de données Google,
Scholar Google, Scopus et Pub-Med. Seuls les articles de revues scientifiques publiés sur Internet au
cours des deux derniéres décennies (1998-2018) ont été considérés ici.

Les études expérimentales précliniques sur les plantes médicinales (brutes, semi-pures ou extraits
enrichis) et les constituants issus de plantes (y compris les huiles fixes et essentielles) ont été choisi.

Vingt-sept (27) plantes médicinales ont été signalées posseder un effet améliorant sur la toxicité du
mercure dans modeles expérimentaux de toxicité du mercure.

Les détails sont résumés dans le tableau 1. Ceux-ci comprennent certains plantes putatifs reconnues
en Ayurveda, le systeme traditionnel de la médecine indienne et mondiale, & savoir Zingiber officialise,
Bac opa monnaiera, Tribu lus terres tris, Allium sativum, Camellia sinensis, Vitis vinifiera, Ocimum
sanctum et Curcuma longa. Et les principales plantes alimentaires, comprennent Camellia sinensis, Vitis
vinifera, Zanthoxylum piperitum, Triticum aestivum, Curcuma longa, Zingiber officinalis et Allium
sativum.

Les extraits bruts de matiéres végétales sechées a l'aide de des solvants comme I'éthanol sont utilisés
pour ces études. En cas de Camellia sinensis (feuille de thé), Rheum palmatum (rhubarbe), Zanthoxylum
piperitum (poivre japonais/coréen) et Vitis vinifera (pépins de raisin) un constituant chimique spécifique
ou des extraits enrichis en principes actifs ont été utilisés et trouve pour avoir des effets benéfiques dans

I'amélioration de multiples toxicités organiques chez les rongeurs.
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Tableau 1 : quelque plantes médicinales ayant un potentiel de réduire la toxicité du mercure dans le

cerveau.
N° Nom botanique Partie de plante/ Toxique utilisé Modele Référence(s)
Extraits utilisés expérimental
1 Dendropanax morbifera Feuille (CH3),Hg Rat Kim et al., 2015
Bacopa monnieri Parties aériennes | CH3Hg Rat Sumathi et al., 2012;
5 Ayyathan et al., 2015
Allium sativum Ampoule CH3Hg Rat Bellé etal., 2009
3
Vitis vinifere Proanthocyanidi | CH3Hg Rat Yang etal., 2012
4 ne de graines
extrait
5 Artemisia absinthium Parties aériennes | HgCl- Rat Hallal et al., 2016
6 Launaea taraxacifolia Feuille HgCl2 Rat Owoeye et Arinola, 2017.

Vingt-sept (27) produits naturels d'origine végétale ont démontré des effets atténuants de la toxicité

induite par le mercure, principalement chez les rongeurs.

Les détails sont donnés dans le tableau 2. Parmi eux deux sont des vitamines, a savoir l'acide

ascorbique (vitamine C) et a-tocophérol (vitamine E) et un est une pro-vitamine A (f-caroténe). Deux

sont des huiles fixes, a savoir I’huile de grenade, huile de moringa; et deux sont des huiles essentielles a

savoir I'huile d'argan et I'huile de Selinum vaginatum.

L’Acide ascorbique, a-tocophérol et la quercétine sont également utilisés comme composes de

référence. La co-administration du p-caroténe et d'a-tocophérol a montré une amélioration importante en

récupérant le stress oxydatif, indiquant la probabilité de cette combinaison pour le régime clinique.

Tableau 2 : quelque produits naturels ayant un potentiel de réduire la toxicité du mercure dans le

cerveau.
N° Nom Toxique Modéle Organe(s)/Systéme/ Référence(s)
utilisé expérimental Lignée cellulaire
impliquée

B-carotene + | CH3HgCI | Souris Foie, Cerveau, | Andersen et Andersen, 1993
1 | a-tocophérol Rein

a-tocophérol | HgCI2 Rat Foie, rein, cerveau | Agarwal etal, 2010a
2

Curcumine HgCl2 Rat Foie, rein, cerveau | Agarwal et al, 2010b;

Tamer et  Saad,2013;
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3 testicules Garcia-Nifio & Pedraza-
Chaverri,2014 ;
Joshi et al., 2017b,
Liu et al., 2017
Fisétine CH3Hg Rat Cerveau de feetus Jacob et Thangarajan, 2017
4
Myricétine CH3Hg Souris Cerveau Franco et al., 2010
5
Vitamine K CH3Hg Rat Cerveau Sakaue et al., 2011
6
Berbérine
. . Othman et al, 2014;
HgCl2 Rat Cerveau, Foie, Rein ]
Moneim.2015
7
Ansar, 2015
8 |Sulfure de | HgCI2 Rat Cerveau
diallyle
9 Huile de| CH3Hg Rat Cerveau Thiagarajan et al., 2018
Selinum
vaginatum

Il apparait que les médicaments a base de plantes ont joué un réle important dans I'atténuation de la
toxicité induite par le mercure expérimentalement chez les animaux. Les extraits végétaux bruts ou semi-
purs en général, présentent activités antioxydantes et montrent ainsi un potentiel de réduction de
I'oxydation induite par le mercure. Par ailleurs, la modulation de I'apoptose dans les organes intoxiqués.

A ce jour aucune étude clinique n’a été trouvée dans la littérature scientifique ou les médicaments a
base de plantes ou des produits phytochimiques ont supprimé tout type de toxicité induite par mercure
chez I'homme.

Ces composes phytochimiques dignes d'intérét des études preclinique et cliniques. Ils peuvent étre
utilisés seuls, ou en combinaison d’une fagon concomitante avec des agents chélateurs traditionnels ou
plus récents.

Cependant il existe un besoin urgent de développer des thérapies contre les intoxications mercurielles.
Il existe une forte demande pour développer de nouveaux médicaments sans effets secondaires. 1l semble
donc important d'investir au niveau de la recherche, pour trouver rapidement de médicaments efficaces
contre la maladie d’Alzheimer et qui peuvent chélater le mercure et les autres métaux toxiques et cela

constitue un enjeu majeur pour les laboratoires de recherches de 1’industrie pharmaceutique.
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Sachant qu’actuellement le développement des outils informatiques a considérablement
révolutionné le domaine médico-pharmaceutique. Ceci a permis de mettre en place des
programmes performants accessibles a la communauté scientifique constituant un grand
support pour le processus de recherche et développement en donnant lieu a des méthodes de
conception des médicaments ou « drug-design » dites in silico. C'est dans ce but que des
techniques de modélisation moléculaires, regroupées sous le nom de "amarrage™ ou "docking"
moléculaire ont été développées. Le docking moléculaire est une technique de criblage in silico de drug-
design « structure-based » (basée sur la structure), facile a mettre en ceuvre, offre un complément aux
méthodes expérimentales et qui fait gagner du temps et de I’argent pour la découverte de nouveaux
médicaments. Il vise a prédire la structure d’un complexe formé a partir de petites molécules isolées
appelées ligands qui interagissent avec une cible biologique généralement protéique. Dans ce contexte,
s’articule notre travail qui consiste a proposer de nouvelles séries de produits qui seront testés in silico

vis-a-vis des cibles du mercure et de la MA.
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1. Définition du docking moléculaire

Le docking moléculaire est I'étude in silico des différents mécanismes et interactions qui
interviennent. L'objectif étant de déterminer comment ces molécules s'agencent I'une par rapport a l'autre
(Khadidja M et Ikram L.2019).

Les 3 étapes d'un criblage virtuel

Tout criblage virtuel se décompose en trois étapes d'égale importance:

(1) la mise au point de la chimiothéque de départ,
(2) le criblage proprement dit,
(3) la sélection d'une liste de touches virtuelles.

Il est & noter que toute erreur a chacune de ces trois étapes aura des conséquences importantes se
traduisant généralement par une augmentation du taux de faux positifs et de faux négatifs. Il convient
donc d'étre trés attentif a chacune d'entre elles. (Rognan n.d.)

2. Intérét du docking

Le docking permet de prédire I'effet biologique d'un grand nombre de molécules dans un laps de
temps raisonnable et de proposer ensuite un plus petit nombre de molécules a synthétiser ou a tester sur
une certaine cible (Khadidja M et Ikram L.2019).

Sa fonction principale est d'étudier et de prédire les interactions potentielles entre le ligand et les
acides aminés qui composent la structure de la cible. Elle permet également de prédire la forme la plus

favorable du ligand au sein de son récepteur (figure 3).

Prédire Identifier les
I'affinité de poses du
liaison ligand dans le

Conception
rationnelle

d'un
médicament

e fonction du site de liaison

score * mode de liaison

Figure 3 : Intérét du docking (Khadidja M et Ikram L.2019).
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3. Applications du docking moléculaire
L'application la plus ancienne est la prédiction du mode d'interaction, tandis que la plus récente est
I'optimisation de molécules ayant déja interagi avec le récepteur.
L'interaction d'une petite molécule avec une protéine enzymatique peut provoquer l'activation ou
I'inhibition de I'enzyme. Si la protéine est un récepteur, I'interaction du ligand avec elle peut avoir un effet
agoniste ou antagoniste. Le terme « amarrage » est le plus couramment utilisé dans le contexte du

développement de médicaments.

4. Différents types de docking moléculaire

Il existe deux types de classification du docking moléculaire. Le docking peut avoir lieu entre :
protéine-protéine, ligand-protéine et protéine-nucléotide.

Le docking peut étre classé egalement en docking rigide, flexible et semi-flexible (voir figure 4)

Flexible
Semi-

flexible

Docking

Figure 4: Types de docking (Chevrollier N.2019).

4.1 Docking rigide

Le ligand et le récepteur sont des entités rigides, nous cherchons la pose optimale par positionnement
en énumérant toutes les rotations et les translations possibles pour le ligand & I’intérieur du site
d'interaction. Ensuite nous éliminons les poses incompatibles avec le site actif. Enfin, nous attribuons aux
poses sélectionnées un score et nous optimisons les meilleures. Seuls les degrés de liberté translationnels
et rotationnels du ligand relativement a la protéine sont explorés. Il est généralement employé pour

I’amarrage entre deux macromolécules pour lesquelles les degrés de liberté sont trés importants pour
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réaliser un échantillonnage conformationnel efficace dans des temps de calcul raisonnable. C’est le plus

simple et demeure encore souvent employé pour I’amarrage protéine-protéine (Chevrollier N.2019).

4.2 Docking flexible

Dans le docking flexible, le ligand et la protéine sont flexibles (la flexibilité du récepteur concerne les
chaines laterales des résidus du site actif). Les degrés de liberté conformationnels du récepteur peuvent
étre limités a certaines chaines latérales ou bien considérer également des mouvements plus larges
impliquant par exemple les différents arrangements possibles entre domaines d’une protéine. Ce type de
docking représente une approche plus réaliste en considérant des modeles de liaison du ligand au
récepteur de type ajustement induit et/ou la sélection conformationnelle.

C’est I’approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels de docking car elle permet une
évaluation rapide de bases de milliers de molécules.

En revanche, elle est approximative et I’exploration de I’ensemble des degrés de liberté du ligand et
du récepteur implique des difficultés importantes liées au temps de calculs nécessaires pour exploiter le

docking flexible efficacement (Chevrollier N.2019).

4.3 Docking semi-flexible

Dans le docking semi-flexible, le ligand est flexible et la protéine est rigide, 1’échantillonnage des
degrés de liberté du ligand s’ajoute aux explorations translationnelles et rotationnelles. Ce type de
docking repose sur I’hypothese que la conformation du récepteur utilisée est apte a reconnaitre le ligand.
Il est "asymétrique" et généralement utilisé pour ’amarrage protéine-ligand. Les approches de docking
semi-flexible ou flexible sont plus généralement appliquées a la modélisation d’interaction entre protéines
et ligand (Chevrollier N.2019).

5. Etapes de docking moléculaire
Une simulation de docking comprend deux étapes principales : le docking proprement dit et 1’étape de

scoring.
5.1 Docking proprement dit

C’est I’étape de sélection, qui consiste a placer le ligand dans le site actif de la protéine a la recherche

des conformations du ligand apte a établir des interactions idéales avec le récepteur.
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5.2 Scoring

C’est I’étape de classement, elle permet d’évaluer les conformations obtenues lors de la premiere étape
par le calcul de 1’énergie libre qui résulte du passage du ligand et de la protéine de la forme libre vers la
formation d’un complexe. Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand se complexe & un récepteur, c’est uniquement une estimation de I’affinité entre le ligand et la
protéine et non pas de I’activité.

Une fonction de score doit étre efficace et sélective, elle doit diriger la recherche en fournissant un
gradient d’énergie, et identifier le mode d’interaction correct parmi un ensemble de leurres (Saoussene

ML .2016).

6. Les outils du docking moléculaires

6.1 Le recepteur

La premicre grande voie d’étude et de conception de molécules bioactives par modélisation
moléculaire est celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche est basée sur I’expl-
oitation de la structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible. Trois méthodes expérimentales
permettent aujourd’hui de déterminer la structure des protéines : la résonance magnétique nucléaire
(RMN), la microscopie électronique et la cristallographie par rayons X. Cette derniere technique est

responsable de la majorité des structures issues d’une base de données de structures appelée la Protéine

Data Bank (PDB).

6.2 Le ligand

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit étre pertinent
en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des molécules.

Pour un docking moléculaire, le ligand doit étre également sous forme 3D. A présent, il existe deux
moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : La premiere souvent d’aspect commercial,
est constituée de bases de données de structures chimiques appelés chimiotheques ou espaces chimique.

Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner,
optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a des logiciels de

construction moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl.. etc.

7. Un programme de docking moléculaire

Le docking moléculaire s’accomplit en deux étapes complémentaires. La premiere consiste a

rechercher les conformations du ligand aptes a établir des interactions ideales avec le récepteur. La
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deuxiéme est une fonction de score qui permet d’évaluer ces conformations par un calcul rapide de leur

énergie d’interaction avec ce récepteur ( Bensegueni A.2007 ).

7.1 Autodock

L’étape de docking moléculaire est réalisée grace au sous-programme AutoDock. Est une suite d'outils de
docking automatisés. Il est congu pour prédire comment de petites molécules, telles que des substrats ou des

médicaments candidats, se lient & un récepteur de structure 3D connue. On a utilis¢ deux logiciels d’autodock :

7.2 Autodock vina

AutoDock Vina est une nouvelle génération de logiciel d'accueil du MGL (Molecular Graphics
Laboratory). Il réalise des améliorations significatives de la précision moyenne des prédictions de mode
de liaison, AutoDock Vina ne nécessite pas de choisir les types d'atomes et de pré-calculer les cartes de
grille pour eux. Au lieu de cela, il calcule les grilles en interne, pour les types d'atomes nécessaires, et il le

fait pratiquement instantanément.

7.3 Autodock tools

AutoDockTools, (ADT), permet entre autres de définir quelles liaisons seront traitées comme rotatives

dans le ligand et d'analyser les ancrages (http://autodock.scripps.edu/index_html/?searchterm=autodock).
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Figure 5 Schéma représente que 1’ AutoDock est la plus utilisé

(https://www.google.com/search?q=autodock).
7.4 PubChem

PubChem est la plus grande collection au monde d'informations chimiques librement accessibles.
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Recherchez des produits chimiques par nom, formule moléculaire, structure et autres identifiants. Trouvez
des propriétés chimiques et physiques, des activités biologiques, des informations sur la sécurité et la toxicite,
des brevets, des citations de la littérature et plus encore.

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov:( https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

7.5 PDB :(protein-data-bank)

La Protein Data Bank (PDB est un répertoire mondial de dépdt d’informations sur la structure
tridimensionnelle des protéines et des acides nucléiques. Ces molécules proviennent de 1’ensemble des
regnes biologiques. La PDB est gratuitement accessible par Internet (http://www.rcsb.org/pdb/). Elle
contient plusieurs de milliers de structures protéiques obtenues soit par cristallographie aux rayons X, soit
par RMN ( Fortuné A.2006). Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la banque, et cette
derniere contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient

afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée ( Krid A.2008 ).

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

libre de la protéine et du ligand a I’association sous forme de complexe (Arrault A. 2007).

9. Le Redocking

Le processus par lequel un ligand est pris de la structure d'un complexe de celui-ci avec un récepteur,
et ancré a la forme "induite-fit" du récepteur. Ceci est souvent effectué pour vérifier que les paramétres du
docking spécifiés dans le fichier d'entrée pour la méthode du docking sont raisonnables et capables de
récupérer la structure et les interactions d'un complexe connu (http://autodock.scripps.edu/faqgs-
help/glossary/redocking).

La technique de simulation du docking moléculaire est validee en utilisant les parameétres suivants :

e Energie de liaison: La méthode de simulation du docking moléculaire est initialement validée sur
la base de I'énergie de liaison obtenue. La plage prédéfinie d'énergie de liaison doit étre comprise
entre -5 et -15 kcal / mol.

e Meéthodes de superposition ou similarité des acides aminés: Une validation supplémentaire de
la méthode du docking moléculaire est effectuée par la méthode de superposition. La
conformation ancrée du ligand lié doit étre impeccablement superposée en référence a la

conformation bioactive du ligand présent dans la structure cristalline de la protéine téléchargée.
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e RMSD : Ladéviation quadratique moyenne si le ligand ancré affiche <2.0A ° Valeur RMSD
(root-mean-square derivation) avec le ligand cristallographique, il est considéré comme un

amarrage réussi.

10.Les interactions Protéine- ligand (complexe protéine-ligand)

La reconnaissance moléculaire est un critére essentiel impliquant une complémentarité spatiale entre
le ligand et Son récepteur. Cette complémentarité est importante car elle permet de laisser entrer le ligand
mais elle ne suffit pas pour qu’il reste au sein de la protéine. Dans ce contexte, une complémentarité
chimique Protéine-ligand est indispensable faisant intervenir le plus souvent des interactions non
covalentes telles que : la liaison hydrogeéne, ionique, hydrophobes...etc.

Les liaisons non covalentes sont des qui ont lieu pour des distances plus élevées que les liaisons
covalentes. Bien que ce type d’interactions soit énergétiquement beaucoup plus faible par rapport a une
liaison covalente (C-C ou C-N par exemple), leur portée est bien plus grande car assurant I’évolution des
biomolécules, et notamment les changements conformationnels. En effet, les liaisons non covalentes

peuvent étre créées et rompues plus facilement

Ligand
e recherche
conformationnelle Score
e

Complexe

Récepteur

ECGE
.

Figure 6 : Représentation des étapes du docking

10.1 Les liaisons hydrogenes
La liaison hydrogene est une interaction stabilisante entre deux atomes, elle est de trés faible énergie et

agit a tres faible distance.
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Elle se forme entre I’atome d’hydrogéne d’une molécule polaire (accepteur) et un atome trés
électronégatif portant un doublet non liant (donneur) essentiellement 1’azote, 1’oxygene, le fluor et le
chlore (voir figure7) (Martin T et Derewenda Z.1999).

Attt H—D
Al H—D

Figure 7 : Liaisons hydrogénes (https://ressources.unisciel.fr/).

10.2 Les interactions de Van Der Walls

Ce sont des interactions de faible intensité entre dipdles électriques et donnent un dipdle instantané qui
se forme grace a la différence des électronégativités, ce qui donne des pbles positifs et négatifs (voir
figure 8) (Salahi D.2014).

- | 8
bsdnw ' ’\@@mmmw
pow former w dipole
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Figure 8: Interaction de van der Waal (Khadidja M et Ikram L.2019).

10.3 Les interactions hydrophobes

Une protéine se forme d’un assemblage de nombreux acides aminés. Ces derniers possedent un
radical apolaire et hydrophobe (comme mentionné sur la figure 9), c’est la zone hydrophobe de la
protéine (ils ne forment aucune liaison hydrogene avec les molécules d’eau) (Martin T et Derewenda
Z.1999).
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Figure 9 : liaison hydrophobe (Khadidja M et Ikram L.2019).

10.4 Les interactions électrostatiques

Les groupements fonctionnels chargés des acides aminés agissent a longue distance pour donner

naissance a des interactions électrostatiques (voir figure10) (https://ressources.unisciel.fr/).

Figure 10: Interaction électrostatique

(https://ressources.unisciel.fr/).
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Matériels et méthodes
1. Spécifications de matérielles

Les calculs pour les amarrages moléculaires ont été effectués sur un systeme d’exploitation Lenovo
Intel (R) Pentium (R) CPU 2020M a 2,40 GHz, RAM : 4,00 Go et Windows 7.

2. Spécifications de logiciels

La structure de la protéine (récepteur ou cible) a été obtenue a partir du site https://www.rcsb.org.
Pour les études d’amarrage moléculaire, 1’outil Auto Dock Vina a été utilisé (https://vina.scripps.edu/).

Pour la vérification de 1’amarrage, Discovery Studio Visualizer a été téléechargé a partir du site :
https://www.3dsbiovia.com.

3. Préparation de récepteur

La Protéine Data Bank (http://www.rcsb.org) a été utilisée pour obtenir la structure tridimensionnelle
publiée de la Meétallothionéine 3 (PDB ID: 2FJ5) (Burley et al .2017). A I’aide du programme
AutodockTools 1.5.6. Toutes les structures cristallines ont été générées en supprimant les ligands et les
molécules d'eau existants et en ajoutant des atomes d'hydrogéne manquants (Scripps Researchl institut,
La Jolla, CA). Finalement on récupere la structure protéique préparé pour le docking moléculaire. Seule

la chaine A est retenue. Cette structure est complexée avec un ligand le cadmium (Cd*?).

Figure 11: Chaine A de la Metallothionein-3 (PDB ID : 2FJ5).
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Tableau 3. Caractéristiques du Métallothionéines-3 (PDB ID : 2FJ5).

Molécule Chaine | la  longueur de | Organism | Détails Code
Séquence e PDB
Metallothionein-3 A 37 Homo Mutation(s): 0 | 2FJ5
sapiens Gene
Names: MT3

Tableau 4. Le ligand naturel de la Métallothionéines-3 (PDB ID : 2FJ5).

Ligand Chaine Nom / Formule Diagramme 2D
CD B-C-D-E CADMIUM ION Cd | CD+2
%4 AutoDockTools - X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds  Grid3D Help

HEL O EMeEeil

ADT4.2 Ligand Flexible Residues  Grid  Docking Run  Analyze
I
Ay

DashBoard | AniMol | Tools

Sel.:l—ﬂ’mﬂ
R AZz [SLESEsLa
¥ Al Molecules “‘\“VV

Current Selection B%%%% VY
b o mosenn |L@OQOSOVY
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Figure 12: structures de Metallothioneine-3 préparées par 1’utilisation d’un programme Auto Dock
Tools-1.5.6.
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4. Preparation des ligands

La procédure de préparation du ligand comprenait plusieurs phases des conversions, des corrections,
des variations structurelles, d’élimination et d’optimisation.

Les structures des ligands ont été dessinées a 1’aide de logiciel ChemSketh, puis convertie en format
3D Mol par le logiciel Chem3D Ultra8.0 (Mendelsohn, 2004). Puis on realise la conversion des
structures format PDB & partir du format 3D Mol en utilisent le logiciel Auto Dock Tools-1.5.6.

Les étapes suivantes ont été effectuées lors de la préparation de ligand :

- I’ajout d’atomes d’hydrogene, I’élimination des hétéroatomes, la neutralisation des groupes chargés, la
génération d’états d’ionisation et de tautomeres, la filtration, les chiralités alternatives, 1’optimisation des
géométries et les conformateurs d’anneaux a basse énergie (Usha et al. 2013).

- Les structures des ligands format PDB ont suite été converties a un format dockable (PDBQT) en
utilisant I’outil AutoDockTools-1.5.6 (Suri et Naik, 2012).

Les études d’amarrage moléculaire permettent de filtrer et de cribler implicitement une base de
données de composées chimiques et de prédire les liants les plus forts en fonction d’un score.

Tableau 5 : Les structures des ligands utilisés pour I’amarrage moléculaire dans notre étude

N° Nom Structure

1. | B-carotene

2. | o-tocophérol
Vitamin E

3. | Curcumine O O
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5. L’amarrage moléculaire

L’amarrage moléculaire est le processus d’assemblage de deux molécules dans un espace
tridimensionnel; c’est un outil important en biologie structural et en conception de médicaments assistée
par ordinateur (Palleti et coll., 2011; Ladokun et coll., 2018).

Un dock standard stable a été utilis¢ comme option par défaut afin d’obtenir un dock précis. Les
meilleurs ligands de posture ont été sélectionnés pour leur plus faible énergie libre de conformation de
liaison (Kandeel et Kitade, 2013).

AutoDockVina dans a été utilise pour filtrer les surfaces de liaison du MT 3 et déterminer les affinités
de liaison des ligans a la protéine (Trott et Olson, 2010).

Discovery Studio Visualizer été utilisé pour visualiser les interactions moléculaires.

6. Grid Box du MT3

Afin d’effectuer une recherche conformationelle du ligand au sein du site actif d’une structure
protéique, les codes de docking moléculaires doivent définir cet espace. C’est ce qu’on appelle le GRID
BOX.

A partir du ligand de référence, cette boite est définie avec un volume de 14 A ou le centre est
déterminé par les coordonnées X =60, Y = 60 et Z =60. La boite est centrée sur le ligand de référence.

Ces informations sont ainsi sauvegardées dans un fichier texte qui est nécessaire et obligatoire pour

effectuer le calcul de docking.

La figurel3 suivante montre bien la boite ou s’effectue I’amarrage (docking) moléculaire.

74 Grid Options %

Compute  Hydrogen Bonds ~ Grid3D  Help
File Center View  Help

) . - =
Current Total Grid Pts per map: 226981 — ‘6\|s: C i( |
number of points in x-dimension: E o
un  Analyze
I sorTmy =

number of points in y-dimension:

I]]IHIEDIH[II

number of points in z-dimension:

IITi60] HI]II
Spacing (angstrom): M1 0-37S [T

Center Grid Box: <offset>

x center: [0.0 | IR IH]II
v center: |0.0 |HHHH|H|]]]]I

z center: [0.0 IHHHHIHI]]]]I

Figure 13 : Positionnement de la Grid Box dans le site actif du Métallothioneine-3.

L’¢étape suivante c’est I’exécution des instructions pour calculer I’affinité entre les différents types

d’atomes de la protéine et les ligands.
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If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010)

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

LR R R RO

WARNING: The search space volume > 27000 Angstrom”3 (See FAQ)
Output will be Ligand Prepared_out.pdbqgt

Detected 2 CPUs
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...

Analyzing the binding site ...

Using random seed: 2013

Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd
»»»»» e e T T
1 -6.6 e.000 e
2 -6.6 1.427 2
3 -6.4 1.689 2
4 -5.86 12.733 14
5 -5.86 16.751 21
6 -5.4 17.808 21
7 -5.4 16.366 22
8 -5.2 15.667 19
9 -5.2 19.895 22

Figure 14 : I’exécution des calculs de docking moléculaire

done

done.

u.b.

.00
.157
.317
.519
-e17
-732
.155
-982
-586

Matériele et méthodes

Dans la derniere étape, nous visualisons les interactions moléculaires par Discovery Studio Visualizer.
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Résultats et discussion

Analyse de docking moléculaire
Dans ce travail nous avons fait le docking de 9 molécules naturelles issues de plantes médicinales
avec le récepteur métallothionéine 3 (MT3) humain, ou leurs énergies de liaison ont été calculées.
Lorsque I’énergie de liaison étant la plus faible 1’affinité du ligand pour cette cible étant plus €levée.
Le tableau ci-dessous résume les valeurs des énergies des molécules par 1’ AutoDock Vina :
Le docking moléculaire de chacun de ces produits naturels avec la Métallothionéine 3 nous a donné des
valeurs de AG entre -7.6 et -2.2 (kcal/mol) qui sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : affinité de liaison des composés anti-Alzheimer avec le récepteur MT3 (2FJ5)

N Nom Affinite
AG (kcal/mole)
1 [-caroténe -7.6
2 Fisétine -6.1
3 Berbérine -5.6
4 Myricétine -5.5
5 Curcumine -5.4
6 Vitamine K -4.8
7 a-tocophérol Vitamine E -3.7
8 2-Propenoic acid -2.7
9 Sulfure de diallyle -2.2

Parmi les 09 produits naturels proposés, le p-caroténe a présenté le meilleur
score avec une affinité AG =-7.6 kcal/mol.
1. B-caroténe
L’analyse visuelle de son mode de liaison au sein du site actif de la métallothioneine 3 montre que la
p-caroténe forme trois liaisons de types alkyl hydrophobique, dont les deux premieres entre le ligand et
le résidu proline 39 avec des distances de 4.99A et 4.02A respectivement, et la troisiéme liaison avec la

cystéine 42 avec une distance de 4.54A (voir Figure 15).
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Tableau 7 : Les caractéristiques de complexe MT3 _ [-carotene et le nombre de liaisons formé.

Résidu | Distance | catégorie Type
PRO39 | 4.9922 Hydrophobe | Alkyl
PRO39 | 4.02776 | Hydrophobe | Alkyl
CYS42 | 454558 | Hydrophobe | Alkyl

Figure 15 : les liaisons alkyl hydrophobique la B-carotene au sien du site actif de la Métallothionéine 3

- la B-carotene (jaune) établit trois liaisons alkyl hydrophobique (rose).

2. Fisétine

Le Fisétine aun score de AG =-6.1kcal/mol.

L’analyse visuelle de son mode de liaison au sein du site actif de la metallothionéine 3 montre que la

fisétine forme trois liaisons hydrogene dont le premiéres entre le ligand et le résidu glutamine 68 avec

une distance de 3.13 A, la deuxiéme liaison avec 1’acide glutamique 41 avec une distance de 2,04 A et la

troisiéme liaison avec la cystéine 37 avec une distance de 2,88 A.

La Fisétine forme une liaison de type Pi-Cation électrostatique avec le résidu lysine 44 avec une

distance de 4 ,52A et une liaison de type Pi-Alkyl hydrophobique par un résidu proline39 avec une

distance de 3,54A.
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Tableau 8 : Les caractéristiques de complexe MT3 _ Fisétine et le nombre de liaisons formé.

Résidu Distance | catégorie Type
GLN68 3.13375 | Liaison hydrogene Liaison hydrogéne conventionnelle
GLU41 2.04388 | Liaison hydrogéne Liaison hydrogene conventionnelle
CYS37 2.88159 | Liaison hydrogéne Liaison hydrogene conventionnelle
LYS44 452468 | Electrostatique Pi-Cation
PRO39 3.54608 | Hydrophobe Pi-Alkyl

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond

- Unfavorable Donor-Donor

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

E Pi-Cation
:I Pi-Alkyl

Figure 16 : Les interactions entre le site actif de la Métallothionéine 3 et le Fisétine.
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3. Berbérine

Le Berbérine a un score AG = -5.6 kcal/mol.

Avec le logiciel Discovery Studio la figure montre que le Berbérine pénétre bien dans le site actif de

la protéine cible MT3 formant différentes interactions classées comme suit :

1- Liaisons Hydrogenes : Concernant ces interactions qui jouent le réle le plus important en
biologie et le domaine du vivant, elles sont classées comme suit : trois liaisons Hydrogénes dont la
premiéres entre le ligand et le résidu acide glutamique 43 avec une distance de 2.86 A et une
deuxieme liaison de type carbone hydrogene, formée avec le résidu cystéine42 (distance 3.55A).

2- Liaisons Hydrophobique : deux liaisons de type Alkyl Hydrophobique sont formées avec un
résidu proline 39 avec une distance de 4,21 A et le résidu proline 39 avec une distance de
4,60 A.

Deux autres liaisons type pi-Alkyl Hydrophobique lient les résidus lysine 63 et glycine 41 avec
un distance 5,37A et 3, 87A respectivement.

3- Liaisons électrostatique : une liaison type pi-Anion lie le résidu acide glutamique 41 avec une
distance de 4.89 A.

Tableau 9 : Les caractéristiques de complexe MT3 _ Berbérine et le nombre de liaisons formé.

Résidu Distance catégorie Type

GLU43 | 2.86743 Liaison hydrogéne | Liaison hydrogéne
conventionnelle

CYS42 3.55503 Liaison hydrogéne | Liaison Carbone
Hydrogéne

GLU41 | 4.89805 Electrostatique Pi-Anion

A:PRO39 | 4.21737 Hydrophobe Alkyl

PRO39 |4.60189 Hydrophobe Alkyl

Lys 63 5.37087 Hydrophobe Pi-Alkyl

GLY 41 | 3.87118 Hydrophobe Pi-Alkyl
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Interactions

Comven tional Hydrogen Bond |:| Akl
Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Adkyl

Pi-Anion

i

Figure 17 : Les interactions entre le site actif de la Métallothionéine 3 et le Berbérine.

4. Myricétine
Le Myricétine un score AG = -5.5kcal/mol.
On observe qu’il y a 3 interactions Hydrogénes avec les résidus SER36, GLU62 et PRO39. Les

interactions observées sont a des distances entre 2A et 1 A.
Le résidu PRO39 est lié avec le ligand par deux types de liaisons Hydrophobes : 1type pi-Sigma

formée a une distance de 2,77A, la deuxiéme est de type pi-Alkyl a une distance 3,71A.
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Tableau 10 : Les caracteristiques de complexe MT3; _ Myricétine et le nombre de liaisons formé.

Résidu Distance | catégorie Type
A:SER36 2.58816 Liaison hydrogene Liaison hydrogene conventionnelle
A:GLU62 2.18106 Liaison hydrogene Liaison hydrogene conventionnelle
A:PRO39 2.77653 Liaison hydrogene Liaison hydrogene conventionnelle
A:PRO39 3.71432 Hydrophobe Pi-Sigma
PRO39 4.69229 Hydrophobe Pi-Alkyl

= Comvenuenst s ydrosen Sens ] iAo

Figure 18 :Les interactions entre le site actif de la Métallothionéine 3 et le Myricétine
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5. Curcumine
Le Curcumine a un score AG = -5.4kcal/mol. On observe entre le curcumine et la MT3 les liaisons
suivantes :
1- des liaisons Hydrogeénes : trois liaisons Hydrogene sont formées avec les résidus :
-GLU43 avec une distance de 2.72A
-CYS42 avec une distance de 3.48 A
-GLUG62avec une distance de3.58 A
2- Trois liaison Hydrophobes lient le résidu PRO39 avec les trois distances: 3.97, 4.40 et 5.03

respectivement. (Voire Figure 19)

Tableau 11 : Les caractéristiques de complexe MT3 _ Curcumine et le nombre de liaisons formé.

Résidu Distance | catégorie Type

A:GLU43 2.72979 hydrogéne Liaison hydrogene
A:CYS42 3.4835 hydrogéne Liaison hydrogene
A:GLUG2: 3.58979 hydrogene Liaison hydrogene
A:PRO39 3.9705 Hydrophobe Hydrophobe
A:PRO39 4.40633 Hydrophobe Hydrophobe
A:PRO39 5.03821 Hydrophobe Hydrophobe
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond

: Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Sigma

G
GLU
A2
L]
- =
,..-"-- :
-
-
=
=
cvs A39
Ag2

[ ko
—

Figure 19 : Les interactions entre le site actif de la Métallothionéine 3 et le Curcumine
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Conclusion et perspectives

L'exploration des composés naturels dans le domaine pharmaceutique en utilisant des méthodes de
criblage virtuel (I'amarrage moléculaire) réduit les codts et le temps dans la découverte de médicaments.

Dans notre étude, on a visé I’approche de la conception des médicaments assistée par ordinateur
connue sous le nom « docking moléculaire in silico », afin de prédire les chélateurs naturels du mercure
inespéré des métallothionéine parmi les cibles impliquée dans la maladie d’ Alzheimer.

A partir des résultats obtenus, on a conclu que le B-caroténe présentent la meilleure affinité vis a
vis de la protéine métallothionéine 3 (2FJ5) avec une énergie de liaison = [-7.6kcal/mol].

Ces simulations montrent bien que la plupart des interactions trouvées entres la cible et ce ligand sont
de type liaisons hydrogene qui présentent les interactions les plus importantes dans les processus
biologiques et des interactions hydrophobiques stabilisantes qui sont aussi d’une grande importance.

Ce composé criblé pourraient étre une excellente source pour le développement de nouveaux
médicaments contre 1’agrégation induite par le mercure au niveau du cerveau et la MA, et peuvent étre
encore modifiés et optimisés pour présenter de meilleurs médicaments contre ces maladies.

Le compose issus de ce travail peuvent aussi étre teste, et compléter leurs parcours par une étude
expérimentale in vitro et/ou in vivo afin de valider nos résultats théoriques et vérifier I’efficacité de
I’approche in silico.

En termes de perspectives il est important de cribler ce ligand sur la base des propriétés
pharmacocinétiques car il réduira I'échec de la plupart des médicaments au stade clinique. Il est
indispensable de compléter notre travail par la prédiction des propriétés pharmacocinétiques ADME et
de la toxicité de ces molécules (inhibiteurs) in silico pour sélectionner le meilleur candidat et cela par
I’application de la régle de Lipinski et celle du Veber, et par une étude comparative des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (la toxicité) des inhibiteurs résultants. Les diverses
propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des composés (absorption, distribution,
métabolisme et excrétion) peuvent étre étudiées a l'aide du filtrage ADMET in silico.

58



Résumé

Résumé

La métallothionéine 3 (MT3) présente une activité neuro-inhibitrice et est impliquée dans la
réparation des dommages neuronaux. Un taux d'expression réduit de la MT3 suggere qu'il pourrait étre un
facteur important dans le dysfonctionnement neuronal de la maladie d'Alzheimer (MA). L'affinité du Hg
pour les groupes thiol de la métallothionéine 3 est cruciale dans la neurotoxicité induit par le mercure
(Hg) et peut également provoquer I'agrégation de I'AB4,, principale protéine de la MA.

Actuellement, il existe un nombre limité de médicaments commercialisés qui régule I’expression de
la MT3.

Dans notre étude, des composés naturels connus pour leur effet contre I’intoxication par le mercure
ont été sélectionnés pour étudier leur affinité avec la MT3. L'amarrage moléculaire et les simulations des
molécules les plus performantes ont été réalisés pour étudier la stabilité des complexes.

L'étude révele le B-carotene comme une molécule la plus puissante qui interagissent et forment des
liaisons hydrogéne avec les acides aminés Pro39 et Cys42 de notre cible la métallothionéine 3.

En termes de perspectives il est important de cribler ce ligands sur la base des propriétés
pharmacocinétiques car il réduira I'échec de la plupart des médicaments au stade clinique. Il est
indispensable de compléter notre travail par la prédiction des propriétés pharmacocinétiques ADME et
de la toxicité de ces molécules (inhibiteurs) in silico pour sélectionner le meilleur candidat.

Mots clés : la maladie d'Alzheimer (MA), La métallothionéine 3 (MT3), le mercure (Hg), plantes

meédicinales, composes naturels et I'amarrage moléculaire.



Abstract

Abstract

Metallothionein 3 (MT3) displays neuro-inhibitory activity and is involved in the repair of neuronal
damage. An altered expression level of MT3 suggests that it could be a mitigating factor in Alzheimer’s
disease (AD) neuronal dysfunction. Currently there are limited marketed drugs available against MT3.

The affinity of Hg for thiol groups of Metallothionein 3 is crucial in the neurotoxicity of Hg may also
caused the aggregation of A4, the main protein of AD.

In our present study, natural compounds, known for their effect against mercury poisoning were
screened out for MT3. Molecular docking and simulations of top hit molecules were performed to study
complex stability.

Study reveals B-carotene is the potent selective molecule that interacts and forms hydrogen bonds with
amino acids proline 39 and cysteine 42 of our target MT3.

In terms of prospects it is important to screen these ligands on the basis of pharmacokinetic properties
as it will reduce the failure of most drugs at the clinical stage.

It is essential to complete our work by predicting the ADME pharmacokinetic properties and the

toxicity of these molecules in silico to select the best candidate.

Key words: Alzheimer’s disease AD, Metallothionein 3 (MT3), mercury (Hg), medicinal plants,

natural’s compounds and molecular docking.
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