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Résumé

Theme : Etude in silico des interactions de nouveaux inhibiteurs sur la cyclooxygenase,

cible enzymatique impliquée dans les phénoménes de I’inflammation.

Résumé

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Au cours de cette recherche, nous
nous sommes appuyés sur le traitement de maladies inflammatoires basé sur 1’inhibition de la
cyclooxygenase-2, une enzyme importante impliquée dans la production de prostaglandines,

des substances qui jouent un réle clé dans 1’inflammation.

L’objectif principal de notre travail, consiste a étudier au moyen du docking moléculaire
par le programme Surflex-dock, les modes de liaison d’une série de petites molécules chimiques

sur la cible COX-2 et, ensuite a proposer des nouveaux inhibiteurs potentiels pour cette cible.

Le logiciel Surflex-dock est hautement performant, avec un bon coefficient de corrélation
linaire (r = -0,63) entre I’affinité et ’activité biologique ICso. On peut donc, utiliser ce
programme sans trop de risque d’erreurs pour générer par simulation informatique de
nouveaux inhibiteurs de I’enzyme COX-2. L’évaluation de I’affinité des inhibiteurs issus de
la PDB a permis de dégager celles présentant le meilleur effet inhibiteur. Il s’agit de composé
FLP dont le score de docking est égale & 5.96 M. Le docking moléculaire par Surflex-dock
d’une collection de 297 similaires de I’inhibiteur FLP issus de la chimiothéque PubChem avec
95% de similarité, fait ressortir les composes CID72099 et CID448006 comme meilleurs
inhibiteurs de la COX-2 qui ont des affinités égale & 7.59 M pour le premier et 7.54 M pour
le second.

Afin de valider ces résultats, la prédiction in silico de la similarité médicamenteuse nous

informe de maniere positive sur les propriétés ADME-Tox des inhibiteurs proposes.

Mots clés : cyclooxygenase-2, I’inflammation, docking moléculaire, Surflex-dock, filtrage
ADME-Tox



Theme: In silico study of the interactions of new inhibitors on cyclooxygenase,

enzymatic target involved in the phenomena of inflammation.

Summary

Currently, in silico methods are increasingly use in the strategies of discovery of new
molecules for therapeutic purposes. During this research, we have relied on the treatment of
inflammatory diseases based on the inhibition of cyclooxygenase-2, an important enzyme

involved in the production of prostaglandins, substances that play a key role in inflammation.

The main objective of our work is to study by means of molecular docking with Surflex-
dock program, the binding modes of a series of small chemicals molecules on the COX-2 target

and, then to propose new potential inhibitors for this target.

The Surflex-dock software is highly efficient, with a good coefficient of linear correlation
(r = -0.63) between affinity and biological activity 1Cso. So we can, use this program without
too much risk of errors to generate by computer simulation novel COX-2 inhibitors. Assessing
the affinity of inhibitors derived of PDB made it possible to identify those presenting the best
inhibitory effect. Its FLP compound who is the docking score is equal to 5.96 M. Molecular
docking by Surflex-dock of a collection of 297 similar of inhibitor FLP from the chemical
library PubChem with 95% similarity, highlights compounds CID72099 and CID448006 as the
best COX-2 inhibitors which have affinities equal to 7.59 M for the first and 7.54 M for the

second.

In order to validate these results, the in silico prediction of drug similarity positively
informs about the ADME-Tox properties of the proposed inhibitors.

Keywords: cyclooxygenase-2, inflammation, molecular docking, Surflex-dock, filtering
ADME-Tox.
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PGD?2 : Prostaglandine D2
PGE?2 : Prostaglandine E;
PGG?2 : Prostaglandine ndoperoxydase G2
QT: Quick time
RMSD: Root Mean Square Deviation

3D : Trois dimensions
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INTRODUCTION

La réaction inflammatoire est un des modes de réponse de I’organisme a une agression qui
peut étre physique, infectieuse, chimique, immunologique, tumorale ou traumatique [1].
Cependant, la réaction inflammatoire est déclenchée pour lutter contre une agression extérieure,
et de ce point de vue elle est indispensable pour préserver le bon fonctionnement de I'organisme.
Par contre, lorsque cette réaction prend trop d'ampleur, elle devient néfaste et peut perturber

differents processus physiologiques régissant le corps humain.

Nous avons choisi comme cible thérapeutique une enzyme impliquée dans le phénomene
de I’inflammation : la cyclooxygénases-2 ou COX-2 [2]. Cette forme de cyclooxygénase est
responsable de la production élevée en prostaglandine lors du processus inflammatoire et qui
posséde un role physiopathologique. Ces métabolites sont a [’origine des processus
inflammatoires. La découverte du site actif de la COX-2 a conduit au développement de
plusieurs médicaments ciblant cette enzyme, comme les anti-inflammatoires non stéroidiens et
les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 [3].

De nos jours, les études in silico correspondent a la modélisation de phénomenes
biologiques, telle que I’interaction entre plusieurs molécules. Ces études utilisées pour faciliter
la découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique, lorsque les méthodes chimiques
classiques ont atteint leurs limites [4].

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

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

Notre propos, dans ce mémoire, consiste a étudier in silico I’inhibition enzymatique de la
COX-2 par divers composés. Pour cela, nous avons utilisé le programme de docking
moléculaire Surflex-dock afin de détecter le meilleur inhibiteur de cette enzyme et par la méme

de proposer de nouveaux candidats médicament présentant un profil anti-inflammatoire.

Cette recherche est présentée sous forme de cing chapitres. Dans le premier chapitre, nous
avons donné un apercu général sur le phénomeéne de I’inflammation. Le deuxiéme chapitre
présente un descriptif détaillé de notre cible enzymatique, le cyclooxygénases-2. Tout en citant
les différents inhibiteurs déja connus de la COX-2. Le troisiéme chapitre est consacré a 1’étude
bibliographique de 1’application du docking moléculaire et les divers concepts théoriques sur

lesquels se base. Le quatrieme chapitre, intitulé « matériel et méthodes », décrit de facon
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approfondie les outils utilisés pour réaliser notre travail. Le dernier chapitre renferme les
principaux résultats obtenus au cours de cette étude en comparaison avec les recherches

précedentes. Nous terminons par une conclusion suivie par quelques perspectives.
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CHAPITRE | : ’INFLAMMATION

|. Définition de ’inflammation

\

La réaction inflammatoire est la réponse de I’organisme a une agression ayant pour
origine des ¢éléments physiques : chaleur, froid, rayonnements ionisants... ou des ¢éléments
solides exogeénes ou endogenes : pathogeénes microbiens, piqire d’insecte, produits chimiques
ou biologiques, composés issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps
cytotoxiques, cytokines...). Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les manifestations
de la réponse inflammatoire seront les mémes mais avec des intensités et des durées variables.
La réaction inflammatoire peut étre aigué, voire suraigué, se manifeste immédiatement apres
I’intrusion des micro-organismes et dure jusqu’a 48 heures environ. Elle est la réponse typique
du systéme immunitaire inné. La réaction inflammatoire peut aussi étre chronique et ainsi durer

des semaines, voire des années [5].
La réponse inflammatoire peut étre divisée en trois phases (figure 1.1) :

% Une phase d’initiation qui fait suite a un signal de danger d’origine exogene ou endogene

et qui met en jeu des effecteurs primaires ;
% Une phase d’amplification avec la mobilisation et I’activation d’effecteurs secondaires ;
% Une phase de résolution et de réparation qui tend a restaurer I’intégrité du tissu agresse.

Ces trois phases mettent en action différents systémes et impliquent de nombreux
médiateurs. La nature du développement de chacune de ces trois phases et la nature des
effecteurs primaires et secondaires impliqués (cellules résidentes et recrutées, médiateurs
préformés et néoformés) conditionnent le profil d’expression clinique et biologique de la

réponse inflammatoire (aigué ou chronique, locale ou systémique, protectrice ou délétere) [6].
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ORIGINE |
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REPOMSE

GENERALE — T INADAPTEE

Suraigué Maladies inflammatoires
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ou systémiques
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Aigue ou chronique
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1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)

2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)
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v v
SIGNES LOCAUX SIGNES GENERAUX
Douleur, Rougeur, Chaleur, Cedéme Figvre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffisance circulatoire

Figure 1.1. La réaction inflammatoire [7].

I1. Etiologie de I’inflammation

Les causes de la réaction inflammatoire sont nombreuses et variées et déterminent des

Iésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher 1’inflammation [8] :

e Infection : contamination par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites,

champignons) ;
e Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations ;
e Agents chimiques : caustiques, toxines, venins ;
e Défaut de vascularisation : réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par ischémie ;

e Agression dysimmunitaire (anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité).
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Autres causes [9] :
e Maladies cardiovasculaires : thromboses veineuses profondes ;

e Maladies intestinales inflammatoires comme la maladie de Crohn ou la rectocolite

hémorragique.

e Agression par agents physiques ou chimiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations,

toxines, venins.

Une réaction inflammatoire n’est donc pas synonyme d’infection. Un méme agent
pathogeéne peut entrainer des réactions inflammatoires différentes selon 1’hote, en particulier

selon 1’état des défenses immunitaires.
I11. Types de I’'inflammation

On distingue deux types : L’inflammation chronique et aigue.
111.1. L’inflammation aigue

L'inflammation aigué peut étre considérée comme la premiére ligne de défense contre les
blessures infligées a un tissu. Elle fait partie du systeme immunitaire inné est une réaction
immédiate aux agresseurs, est de courte durée (jours ou semaines), est souvent d'apparition
soudaine et se caractérise par une exsudation vasculaire importante. L'inflammation aigué
guérit d'elle-méme ou avec le corps il peut étre traité, mais si le tissu est gravement endommage,

il peut y avoir des séquelles [10].

o Lesétapes de ’inflammation aigue : Prenons I’exemple d’une blessure faite avec une épine

de rosier [11] :

Etape 1 : Lésion cutanée permettant le passage de la barriére naturelle. Les agents pathogénes

(bactéries) traversent I’épiderme puis atteignent le derme.

Etape 2 : Contamination conduisant & la pénétration des micro-organismes qui vont débuté leur

multiplication cellulaire. C’est le début de I’infection.

Etape 3 : Dilatation locale des capillaires sanguins et diffusion du plasma sanguin dans les
tissus avoisinants. Ce qui conduit au gonflement de la plaie et a sa rougeur (érytheme et
cedéme). Les terminaisons nerveuses presentes sont stimulées et envoient un signal de douleur

au cerveau.

Etape 4 : Diapédése : Les phagocytes circulant dans les vaisseaux sanguins vont traverser leur

paroi et venir au contact des micro-organismes. On les appelle alors macrophages tissulaires.
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Etape 5 : Phagocytose : Les macrophages sont activés et fixent a leur surface les micro-

organismes grace a des récepteurs et les internalisent. 1ls vont ensuite les digérer.

°D|Iatatlon des capllalres—’_ﬁgz Iervenuasawso“s
- - et diffusion du plasma

sanguln
-~

- oy Y e L e L

Figure 1.2. Les grandes étapes de la réaction inflammatoire aigué [12].

I11.2. L’inflammation chronique

L'inflammation chronique est une phase anormale de l'inflammation, correspond a une
inflammation n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée caractérisée par sa persistance
dans le temps, elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années, d'ou le terme
chronique. Le caractére chronique de cette inflammation a pour origine le maintien du (ou des)

facteur(s) d'agression, qui peut étre d'origine infectieux, toxique, auto-immune...etc [13].

On peut distinguer deux types de circonstances de survenue des inflammations

chroniques :

e Les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques
lorsque 1’agent pathogene initial persiste dans les tissus, ou lorsqu’une inflammation aigué
récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant & chaque épisode des

destructions tissulaires de moins en moins bien éparées.

e Les inflammations peuvent parfois se manifester d’emblée sous une forme apparemment

chronique.
De plus, on distingue deux types d’inflammation chronique [14] :

e Inflammation chronique non spécifique : son évolution est sous la dépendance de facteurs

locaux et systémique.
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e Inflammation chronique spécifique. Elle peut étre de morphologie granulomatose ou non

granulomatose. Elle repose en partie sur I’activation des macrophages.
V. La relation entre les maladies et ’inflammation

La réaction inflammatoire (RI) est un des modes de réponse de 1’organisme a une
agression qui peut étre physique, infectieuse, chimique, immunologique, tumorale ou
traumatique [15]. Si cette réaction devient trop importante, elle devient nocive, il peut perturber
divers processus physiologiques qui contrélent le corps humain. En realité, I'inflammation
chronique est actuellement développement de nombreuses maladies, asthme, cancer,

Alzheimer, rhumatismes, fiévre,...etc.
IV.1. L'asthme

L’asthme est une des maladies chroniques les plus fréquentes. Est défini par des épisodes
récurrents des symptémes respiratoires tels que le sifflement expiratoire, I'essoufflement,
I'oppression thoracique, et/ou la toux, variables en intensité, et par une limitation expiratoire
variable qui peut devenir persistante aux stades plus avancés de la maladie. Ils peuvent étre
déclenchés par de l'exercice, certains allergénes, des substances irritantes, un changement de
temps, ou des infections virales. Ils sont généralement réversibles au traitement ou

spontanément [16].
IV.2. Le cancer

L'inflammation représente un avantage pour la tumeur puisqu'une part importante du
processus inflammatoire est dédiée a la reconstruction du tissu ce qui sollicite des mécanismes
intervenant aussi dans la tumorigenése. L'inflammation tumorale est induite par des facteurs
inflammatoires sécrétés par les cellules tumorales. La prolifération et la survie qui sont déja
suractivées dans les cellules cancéreuses, sont stimulées par I'inflammation. L’angiogenese, qui
est absolument nécessaire pour la croissance de la tumeur, est induite par I'inflammation. En
dégradant la matrice extracellulaire, les macrophages favorisent l'infiltration des cellules
cancéreuses dans le tissu sain, ce qui peut favoriser la progression de I'oncogenése vers un stade
invasif [17].
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Figure 1.3. Causes et conséquences du microenvironnement tumoral

inflammatoire [18].

1VV.3. Alzheimer

L'Alzheimer est une maladie neurodégénérative incurable a ce jour du tissu cérébral qui
entraine la perte progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la mémoire.
C'est la cause la plus fréquente de démence chez I'étre humain [19]. L’ inflammation au cours
de la maladie d’Alzheimer présente un caractere particulier puisqu’elle se situe au sein du
systéme nerveux central et n’implique que tres peu les lymphocytes et les monocytes. Ainsi, les
¢tudes immunologiques dans la maladie d’Alzheimer se sont concentrées sur les réponses

humorales [20].
IV.4. Lafiévre

Une des premieres réponses adaptées de 1’organisme est la ficvre. Elle est un des signes
majeurs de l’inflammation systémique. La fiévre participe a la lutte contre 1’infection
notamment car elle stimule la prolifération des cellules de ’immunité tout en inhibant la

prolifération de nombreux organismes pathogenes [21]. Une inflammation peut se manifester
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de différentes maniéres. Elle peut étre généralisée et se traduire par une altération de I'état

général avec de la fievre et de la fatigue, ou étre locale.
IVV.5. Le rhumatisme

Le rhumatisme inflammatoire est une maladie chronique qui provoque des douleurs
articulaires et qui est le plus souvent héréditaire. Ils se caractérisent par des douleurs articulaires

inflammatoires [22].
V. Traitement par les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui peuvent réduire la douleur,
I’inflammation et dans certaines cas la fiévre. La thérapeutique anti-inflammatoire est
généralement menée par des molécules de synthése, lls sont utilisés quand les processus de la
réaction inflammatoire sont exagérés par trapper a la cause initiale [23]. Ces médicaments
peuvent étre divisés en deux groupes : les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS) et les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) [24].
V.1. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides de synthése
permettent d’obtenir une meilleure activité anti-inflammatoire et la dissociation entre les effets
anti-inflammatoires et les effets physiologiques cortisoliques. lls sont utilisés depuis plusieurs
dizaines d’années dans la prise en charge de nombreuses pathologies présentant une

composante inflammatoire [25].

Ces medicaments augmentent la production de la lipocortine (protéine anti-
inflammatoire) inhibant ainsi la phospholipase A2 donc la libération de 1’acide arachidonique.
Par contre, ils diminuent fortement la migration des polynucléaires, monocytes-macrophages
vers le site de I’inflammation et la production d’autres médiateurs comme 1’histamine, la
sérotonine, la bradykinine, les cytokines, les ions superoxydes. Parmi les anti-inflammatoires
stéroidiens les plus puissants, on cite les glucocorticoides, les corticoides naturels (cortisol) et

les corticoides de synthése (Prednisone, Prednisolone, Triamcilone et Dexamétasone) [26, 27].
V.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique trés
utilisee depuis plusieurs décennies [28], en raison de leur activité antipyrétique, antalgique et

anti-inflammatoire. lls sont utilisés dans de nombreuses indications comme dans les douleurs

10
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osteomusculaires, les affections rhumatologiques, en traumatologie, dans les coliques
néphrétiques, etc. Historiquement, les AINS constituaient un groupe hétérogéne de substances
qui permettaient de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction inflammatoire, sans

préjuger de 1’étiologie, ni du mécanisme de celle-ci [29].

Le mécanisme d‘action des AINS le plus communément admis, est celui découvert par John R.
Vane en1970 [30]. Il s‘agit de 1‘inhibition des cyclo-oxygénases (COX), ce qui implique un
blocage de la synthese des prostaglandines et du thromboxane A2 a partir de 1‘acide
arachidonique. Cet effet anti-prostaglandines explique 1‘action anti-inflammatoire, antalgique
et antipyrétique des AINS aux doses usuelles, ainsi que leurs effets indésirables aux doses

thérapeutiques [31, 32].

La diminution de la synthése des prostaglandines par les AINS est consécutive a
I’inhibition plus ou moins sélective des iso enzymes de la COX [33].Plusieurs classifications
ont été proposées, basées soit sur la structure des AINS, soit encore sur leurs modalités d’action
et/ou leur selectivité anti-COX [34].

e Les inhibiteurs de la p38 MAP kinase
e Les inhibiteurs de la Lipo-oxygénases
e Les inhibiteurs de La cyclooxygénase-1(COX-1)
e Les inhibiteurs de La cyclooxygénase-2 (COX-2)

Ces molécules offrent des avantages significatifs par rapport aux autres classes d'AINS.
Ceci explique notre choix pour cette classe de médicaments anti-inflammatoires. Le but de notre
travail est de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs de la COX-2 en faisant

appel au docking moléculaire.

11
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CHAPITRE Il : LA CYCLOOXYGENASE

I. Définition de la cyclooxygénase

La cyclooxygénase (COX) également appelées prostaglandines H synthases ou
prostaglandines endoperoxyde synthase (E.C.1.14.99.1) est une glycoprotéine membranaire
intégrale, appartient a la famille des myéloperoxydases [35], capable de convertir I'acide
arachidonique (AA), qui sert de substrat aux isomérases spécifiques a la prostaglandine H2,
responsable de nombreuses fonctions physiologiques, notamment au niveau musculaire [36,
37].

La COX a été identifié en 1971 comme étant la cible moléculaire d’une classe
thérapeutique, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) [38]. Par la suite, elle a été
purifiée et isolée en 1976 [39]. Les COX sont des protéines globulaires d'environ 600 acides
aminés. lls ont une masse moléculaire de 67 a 72 kDa, ont une sequence d'acides aminés égale
a 65 % et ont des sites actifs presque identiques. Ils se combinent pour former deux diméres.
Avec une région hydrophobe, ils flottent sur a I'intérieur des membranes microsomales du
réticulum endoplasmique. Cette région de liaison a la membrane forme une ouverture étroite,
également hydrophobe, dans un canal se terminant en aveugle vers le site actif ayant une activité

cyclooxygénase [40].
I1. Réle de la cyclooxygénase

Les COX sont des enzymes bi-fonctionnelles capables de convertir dans un premier
temps I’AA en endoperoxyde cyclique par sa fonction cyclooxygénase (ou bis-dioxygénase)
puis de former a partir de ce produit de la prostaglandine H2 (PGHZ2) par la fonction peroxydase
de P’enzyme (figure II.1). Puis des isomérases présentes en fonction du type cellulaire
permettent la synthése de prostanoides, c’est a dire une classe d’eicosanoides comprenant les
prostaglandines, les thromboxanes et les prostacyclines. Les prostaglandines sont des molécules
impliquées dans la fievre (PGE2), la douleur, I’inflammation, la régulation de la pression
artérielle, ’agrégation plaquettaire (PGI2) et jouent aussi un réle dans la vasodilatation (PGD2,
PGE2, PGI2), la protection de la muqueuse gastrique (PGI2), la coagulation sanguine (par
exemple, I’action anticoagulante de la PGI2).Cependant, les cyclo-oxygénases sont I'étape
déterminante de la vitesse de formation des prostaglandines et occupent donc une position

centrale dans la regulation du processus inflammatoire [41, 42].

13
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I11. Classification

Au début des années 1990, deux isoformes de cette enzyme ont été identifiées : la

cyclooxygénase 1 et la cyclooxygénase 2 (figure 11.1) [43].

La cyclooxygénase de type 1 (COX-1) est une isoforme constitutionnelle ayant un réle
physiologique majeur. Est exprimée de maniére constitutive dans 1’organisme c'est-a-dire de
facon permanente. Son inhibition conduit généralement a des évenements tels que des

dérégulations rénales et des dysfonctionnements de la fonction ulcéro-gastrique.

La cyclooxygénase de type 2 (COX-2) est une isoforme inductible associée a 1’apparition
de phénomenes inflammatoires exprimé par ’action d’agents inducteurs. Cette forme de
cyclooxygénase est responsable de la production élevée en prostaglandine lors du processus
inflammatoire et qui posséde un role physiopathologique. Ces métabolites sont a I’origine des

processus inflammatoires [44, 45].

Des études ont également montré l'existence d'une troisieme isoforme, la COX-3.
Cependant, il semble incapable de produire des prostaglandines actives dans les tissus humains.

MINGHETTI
wcoo}-‘ Arachidonic acid
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lcyclooxvgeﬂase Constitutive: COX-1
COX-3
PGG, cox PCOX-1
l peroxidase
0 - H - -
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TXs *———— specific — PGF,,
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Figure 11.1. Voie de la cyclooxygénase [46].
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e Acide arachidonique

L’acide arachidonique (AA) est un acide gras polyinsaturé a longue chaine, de la famille des
omega-6. Il est distribué a travers la couche bilipidique de la membrane cytoplasmique des
cellules et est normalement estérifié a la position SN-2 des phospholipides [47].L'AA est
ensuite transformé en prostaglandines (PG) et en thromboxanes (TX) par I'enzyme
prostaglandine endoperoxyde synthase, également appelée cyclo-oxygénase. Cette enzyme
catalyse deux réactions enzymatiques : I'oxygénation de I'AA en PGG2 suivie de peroxydation
de PGG2 en PGH2 [48]. La PGH2 est ensuite isomérisée et réduite en les principaux
prostanoides biologiquement actifs : PGE2, PGF2a, prostacycline (PGI2) ou thromboxane A2.11
est cependant d’une grande importance en pathologies inflammatoires car il est a 1’origine des

hormones éicosanoides (figure 11.2) [49].

Phospholipides BUA . o OO
' HH s Q/\;C/\/ Acide Arachidonique
membranaires
l Oxygeénase < l
T " PGH
OO\/\/\/\/ PGGZ
Synthase

OOH _—]
l Peroxydase <

Figure 11.2. Métabolisme de I’acide arachidonique par les cyclooxygénases [49].

V. La cyclooxygénase 2
IV.1. Définition

La cyclooxygénase-2 ou COX-2 a eté découverte au debut des années 1990, et a été
rapidement associée a des phénomenes inflammatoires pouvant affecter I'organisme. Elle a été

mise en évidence apres que certaines études aient montré que la quantité de protéines COX
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augmentait dans les conditions inflammatoires, indiquant une forme inductible de

cyclooxygénase [50].

La COX-2 humaine est constituée de 604 acides aminés de masse moléculaire (74 kDa)
dont la séquence est identique a environ 60 % a celle de la COX-1. La COX-2 inductible se
forme lors de I'inflammation. Il est active par I'inflammation qui I'aggrave en produisant des
prostaglandines pro-inflammatoires [51]. La COX-2 est essentiellement une enzyme inductible.
Séparément, c'est un composant que I'on trouve dans certains tissus comme le cerveau et les
reins.ll est physiologiquement présent dans la prostate, I'utérus, les testicules et les poumons,
et se retrouve dans tous nos tissus aprés induction. Cependant, il joue un réle physiologique

important dans le maintien de diverses fonctions vitales [52].
IV.2. La structure

L'enzyme COX-2 possede un site actif plus grand, compatible avec la promiscuité du
substrat de cette isoenzyme. Se retrouve dans la membrane du réticulum endoplasmique et dans
les feuillets internes et externes de 1’enveloppe nucléaire des monocytes, des cellules
endothéliales et des fibroblastes.Cependant, la COX-2 préfére se localiser dans 1’enveloppe

nucléaire ou son activité est plus importante [53].

Figure 11.3. Structure 3D de COX-2, code : 3HS5 [54].
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IV.3. Le géne de la COX-2

Le géne de la COX-2est situé sur le chromosome 1 (1g31.1) (figure 11.4) et mesure 8,3
kb de long avec une queue de produits géniques d’ARNm d'environ 4,0 kb de long, composée
de 10 exons et 9 introns [55]. Ce gene est inductible, avec un promoteur 5’UTR elle se
caractérise par la présence d'une boite TATA de liaison au régulateur transcriptionnel ainsi que
plusieurs sites de liaison pour les facteurs de transcription dans sa région promotrice comme :
CEBP/NFIL6, CRE, NFKB, qui expliquent la régulation complexe de I'expression de la COX-
2 [56]. La protéine COX-2 active est composée de 587 acides aminés et apparait comme un
doublé (72 kDa et 74 kDa) sur un gel SDS-PAGE a cause des différences de liaison

d’oligosaccharides en position N-terminale [57].
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Figure 11.4. Représentation schématique de la structure du géne de la COX-2 humaine et des

éléments promoteurs [58].
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1V .4. Site actif de COX-2 et interaction
1VV.4.1. Définition

L'enzyme COX-2 contient deux sites actifs, un pour la liaison a lI'oxygene et un pour la
liaison au substrat. Le site a une affinité élevée pour le substrat, parce que la nature chimique
des acides aminés du site et leur arrangement spatial forment une région complémentaire de
certains groupements de la molécule de substrat [59]. De plus, cette enzyme est également
connue pour interagir avec d'autres protéines et lipides, ce qui en fait un acteur clé dans les
voies de signalisation cellulaire et indiquant son réle important dans les processus biologiques
[60].

La découverte du site actif de la COX2 a conduit au développement de plusieurs
médicaments ciblant cette enzyme, comme les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et
les inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Ces medicaments ont été utilisés pour traiter diverses
affections, notamment l'arthrite, les crampes menstruelles et la douleur aigué.Au cours des
dernieres années, le site actif COX2 a été etudié en profondeur en raison de son implication
dans la pathogenese de nombreuses maladies, telles que le cancer, les maladies

cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives [61, 62].
IV.4.2. Structure du Site Actif de la COX-2

La structure 3D de la COX-2, déterminée en 1996 par Luong et Coll., a permis de
constater une grande similitude entre les deux isoformes (COX-1 et COX-2), il existe environ
60% d'homologie dans les séquences peptidiques, et représente le site de liaison de ’acide
arachidonique, des substrats naturels et des AINS [63]. Il existe une tres grande analogie dans
les séquences d'aminoacides des deux isoenzymes, Ces enzymes, organisées en homodimeres,

sont globalement identiques, et présentent trois sous-domaines [64] :

e Un domaine N-terminal « Epidermal Growth Factor like » ;

e Un motif en hélice de liaison a la membrane ;

e Un domaine catalytique en C-terminal représentant environ 80% de la protéine.

Le site actif des deux isoformes de la COX présente quelques spécificités essentielles : la
difference de trois acides aminés (Argl120, Tyr355 et Glu524) rend le site actif de la COX-2
plus grand et plus accessible. Ainsi, celui-ci comprend une poche de liaison au substrat

supplémentaire du fait.Ces différences entre les sites actifs des deux isoformesde la COX sont
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a ’origine des mécanismes d’action distincts entre les AINS traditionnels et ceux qui sont
spécifiques de la COX-2 [65].

1VV.4.3. Les acides aminés du Site Actif de COX-2

Le site actif COX-2 est compose de plusieurs résidus d'acides aminés qui jouent un réle
clé dans la catalyse de la réaction enzymatique. Les aminoacides essentiels a la fixation du
substrat (Arg120) ou a la réaction d'oxygénation (Tyr385) sont également retrouvés dans la
COX-2 (figure 11.5). Toutefois, des remplacements ponctuels de certains résidus vont entrainer
des modifications d'ordre stérique au niveau du site enzymatique [66]. De plus, il existe deux

acides aminés essentiels a I’activité de cyclooxygénation sur I’acide arachidonique [67, 68].

e Tyr385: situé au sommet du canal, il initie la réaction enzymatique et sert de passerelle vers

le site de peroxidation, il est le principal intervenant de la réaction d’oxydation.

e Argl20 : son groupement guanidine intervient dans une liaison électrostatique avec la
fonction acide de I’AA (ou de certains inhibiteurs de type anti-inflammatoires non
stéroidiens) en entrée de tunnel et assure la bonne position du ligand, cet acide aminé étant

le plus important pour [P’activitt de COX et le docking des AINS

)

\* ¥

Figure 11.5. Sites actifs Structure 3D de la COX-2 avec les acides aminés essentiels du actif
de la COX-2 [69, 70].

19



Chapitre IT la cyclooxygénase

V. Inhibiteurs de cyclooxygénases-2
Les inhibiteurs de la COX-2 peuvent étre séparés en deux catégories [71] :

e Les anti-inflammatoires non stéroidiens classiques (en vert) qui sont capables d’inhiber
I’activité de COX-1 et de COX-2 (figure 11.6) ;

e Les inhibiteurs spécifiques de COX-2 (en bleu), qui n’inhibent que 1’activité de COX-2 qui
inhibent spécifiqguement l'activité de la COX-2 (figure 11.7) ;

Le nimésulide et le méloxicam, qui inhibent préférentiellement la COX-2 (en gris) en
raison de leur capacité a inhiber COX-1 mais que pour les plus fortes posologies

recommandées (figure 11.7).
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Figure 11.6. Les anti-inflammatoires non stéroidiens classiques [72].
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Figure 11.7. Quelques inhibiteurs spécifiques de la COX-2 [73].

V.1. Les inhibiteurs non sélectifs

Les COX sont inhibés par les AINS. Les AINS non sélectifs bloguent I'entrée du site actif
de la COX en se liant via le groupe carboxyle (formant une liaison ionique) au résidu arginine
en position 120 (Arg-120) situé a I'entrée du site actif. On peut classer les AINS en fonction de

leurs interactions avec I’enzyme [74] :

e Inhibiteurs irréversibles de COX-1et 2 : Le premier AINS découvert est un dérivé acétylé
du salylate, I'aspirine qui inhibe irréversiblement les deux isoformes de COX par acétylation,

ce qui empéche I’AA de se loger dans la cavité de cyclooxygénation.

e Inhibiteurs compétitifs réversibles COX-1 et 2 : c’est le cas des oxicames et de la majorité

des profénes.
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e Inhibiteurs réversibles dépendant du temps : c’est le cas entre autres de I’indométhacine
et du flurbiproféne, qui par I’interaction avec 120Arg se logent dans le site catalytique et

bloquent la configuration de 1’enzyme.

Cependant, ces inhibiteurs non sélectifs provoquent des lésions gastriques et également
des problemes rénaux dus a l'inhibition de la production basale de PG relayée par la COX-
1.Tous ces effets secondaires découlent d’une altération de la fonction physiologique normale
de la cyclooxygénase, La recherche pharmaceutique s’est donc naturellement orientée vers la

conception d’inhibiteurs sélectifs de COX-2 [75].
V.2. Les inhibiteurs sélectifs

C'est dans le but de réduire ces effets secondaires que des molécules inhibant
spécifiqguement la COX-2 ont été mises au point en tant qu'agents antidouleurs, antipyretiques
ou antiinflammatoires liés & I'augmentation de I'expression de la COX-2. L'utilisation d'une
molécule de premiére génération, le méloxicam, un inhibiteur sélectif de COX-2, montre que
les troubles gastriques sont significativement moins importants que ceux provoqués par des
inhibiteurs non sélectifs. Des produits plus spéecifiques comme le NS-398 ou encore le SC-
58125 ont été developpés. Comme le meloxicam, les tests cliniques montrent des effets
secondaires réduits. Deux molécules, le vioxx et le celebrex (dérivé du SC5-8125) ont été

récemment commercialisés dans le cadre du traitement de la polyarthrite rhumatoide [76].
V1. Roéles biologiques de la COX-2

La forme inductible de la COX est la principale responsable de la formation de PGs lors
de I’'inflammation. Les LPS et les cytokines inflammatoires comme le TNF-a, I’IL-la et 1’IL-
13 permettent I’induction de la COX-2, qui synthétise alors des PGs pro-inflammatoires. L’TL-
la induit I’expression de la cPLA et mobilise I’acide arachidonique, le substrat de la COX-2.
En plus d’étre la responsable de la syntheése de PGs associées a la douleur et a la fievre, la COX-
2 est aussi impliquée dans le développement du systéme cardiovasculaire, I’arthrite rhurnatoide,
la reproduction chez la femelle (ovulation, implantation utérine et invasion du blastocyte), la
maladie d’Alzheirner, certaines fonctions immunologiques, la régulation de la croissance
cellulaire, I’angiogenése, 1’apoptose et la prolifération et la croissance des cellules normales et

cancéreuses [77].
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CHAPITRE 11l : LE DOCKING MOLECULAIRE
I. Introduction a la modélisation moléculaire

La recherche traditionnelle pour le développement des nouveaux médicaments nécessite
un environnement de recherche spéciale. Au lieu de passer des jours, des mois, ou méme des
années dans un laboratoire a tester certaines molécules dans le but de savoir si elles ont un effet
thérapeutique bénéfique ou pas, en plus de ca c’est coliteux, la recherche et la synthése de
nouveaux composés chimiques et biochimiques sont aujourd’hui souvent associées a une étude

par modélisation moléculaire [78].

Le terme de modélisation moléculaire est assez général et, sous cette étiquette, on trouve
un certain nombre de techniques : mécanique moléculaire, chimie quantique, simulation de
dynamique moléculaire, construction par homologie, criblage virtuel, docking moléculaire..etc.
Ces méthodes théoriques et/ou empiriques appartiennent toutes a la famille des techniques
informatiques qui sous I'ombre du calcul tendent a résoudre des problémes qui impliquent la
structure moléculaire et la réactivité chimique. Ces méthodes peuvent étre relativement simples

et rapide ou au contraire, extrémement complexes et lentes [79].

Depuis ces derniéres décennies, la modélisation moléculaire connait un intérét tout
particulier dans I'ere de la prédiction grace a son large champ d'applications possibles. Elle peut,
en particulier. S’avérer précieuse lors de la mise au point de nouvelle molécules. Dans notre

cas d'intérét thérapeutique (médicamenteux) [80].
La modélisation moléculaire a intérét thérapeutique a deux applications classiques :

e Le développement de nouveaux médicaments : le mécanisme d'action de nombreux
médicaments consiste a agir une inhibition d'une enzyme (récepteur) impligquée dans le
développement de la maladie par un ligand (inhibiteur), que ce soit une protéine d'un
organisme pathogéne ou du propre organisme humain. L'élucidation de la structure
tridimensionnelle des protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des
simulations informatiques, la découverte d'inhibiteurs puissants pour ces pathologies, en
réduisant considérablement le nombre d'essais expérimentales (screening) nécessaires pour

aboutir a un nouveau médicament.

e La rationalisation de I'énergie enzymatique : le fondement est le méme que celui du
développement du médicament, en permettant d'étudier les interactions entre les substrats

(ligand) et les enzymes (récepteurs), la modélisation moléculaire apporte une meilleure
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compréhension de la sélectivité enzymatique, au niveau moléculaire. Ce qui peut rendre
possible, par la suite, le développement d'approches prédictives pour la sélectivité des

enzymes natives vis-a-vis d'un substrat ou d'une classe de substrats donnée [81]

L’intérét pour nous dans ce chapitre est d'illustrer une des méthodes de modélisation : le
docking moléculaire. En portant I'accent sur ses acteurs et outils dominants et son processus
d'action [82].

I1. Définition de docking moléculaire

Le docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), est une approche
numérique de modélisation moléculaire qui rend possible 1’identification des interactions qui
existent dans ’entité constituée a partir d’'une protéine et d’un ligand. Il vise a prédire le
positionnement le plus probable en cherchant des orientations dans [’espace et des
conformations qui favoriseraient la formation du complexe le plus stable [83]. Le docking
permet de déterminer les modes de liaison ou les conformations possibles d'un ligand & un
récepteur et de calculer 1'énergie de liaison ou I’énergie du complexe permettant de donner une
estimation sur l'affinité de liaison entre deux molécules, ceci a pour but de déterminer quel
ligand candidat interagira le mieux avec une protéine cible donnée [84]. Cette méthode permet
soit de découvrir de nouvelles molécules, soit de comprendre la nature d'un complexe de

molécules obtenu par cristallographie [78].

L’amarrage moléculaire est ’'un des méthodes dans le domaine de la modélisation qui

permettent de [85] :

e Représenter et de visualiser la forme des molécules dans I’espace ;

Simuler leurs mouvements et leurs comportements ;

Prédire la structure tridimensionnelle (3D) de ces protéines en se basant sur la structure

3D déja connue de protéines similaires ;

Prédire I’effet d’un changement de un/ou plusieurs acide(s) aminé(s) sur la structure

3D d’une protéine ;

I1 est ainsi possible de prédire 1’effet d’'une mutation sur I’activité d’une protéine et/ou

sur sa capacité a interagir avec un médicament.
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Figure I11.1. Apercu du processus d'amarrage moléculaire.

(A) Structure 3D du ligand ; (B) Structure 3D du récepteur ; (C) Le ligand est ancré dans la
cavité de liaison du récepteur et les conformations putatives sont explorées ; (D) La
conformation de liaison la plus probable et les interactions intermoléculaires correspondantes
sont identifiées. Le ligand (carbone en magenta) et les résidus de site actif (carbone en bleu)
sont représentés en baton. L'eau est représentée par une sphere blanche et les liaisons

hydrogene sont indiquées par des lignes pointillées [86].
I11. Principe de docking moléculaire

Le docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site
actif d’une protéine cible dans un espace 3D. Deux aspects sont importants : la prédiction de
I’affinité du complexe (protéine-ligand), et la prédiction de la position correcte du ligand dans
le site actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands de la collection,
certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est liée a la méme molécule
de ligand mais dans des orientations différentes [87, 88]. Un programme de docking doit étre
capable de générer les modes de liaison attendus pour des ligands dont la position adoptée au
sein du site actif est connue dans un temps raisonnable [89]. Pour cela une simulation de de

docking moléculaire s'accomplit en deux étapes complémentaires (figure 111.2).

26



Chapitre I11 le docking moléculaire

I11.1. La premiére étape (le docking)

Est une étape de sélection consistant a placer le ligand dans le site actif de la protéine et
a echantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, entretenant que

celles qui représentent les modes d’interaction les plus favorables [90].
I11.2. La deuxieme étape (le scoring)

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

score permet de retenir la meilleure conformation [90].

i
Ligand
recherche
conformationnelle
e
Complexe
Récepteur

Figure 111.2. Représentation schématique des étapes Du docking moléculaire [91].
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IV. Les types de docking
On peut distinguer trois types de docking moléculaire [92, 93] :

e Docking rigide : considérant que chacune des deux molécules conserve une géométrie
interne fixe, ou les molécules sont représentées comme des objets rigides qu’ils ne peuvent

changer leurs formes spatiales durant le processus du docking.

e Docking semi-flexible : Les partenaires d’interaction sont particllement déformables. En
géneral, le récepteur est traité comme étant rigide et le ligand comme étant totalement

flexible, se sont imposés, car elles permettent d’obtenir des résultats plus précis.
e Docking flexible : ou les deux molécules sont considerées comme flexibles.
V. Les outils du docking moléculaire

Les éléments essentiels pour pratiquer I'amarrage moléculaires ont réduits a un récepteur
macromoléculaire protéique appelé la cible, une petite molécule appelée le ligand et un
programme d'amarrage qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au sein du

Récepteur sélectionne.
V.1. Récepteur

En biologie, le récepteur est une protéine, généralement située a la surface des cellules,
capable de fixer une molécule informative (médiateurs chimiques, neurotransmetteurs,
hormones...) et de convertir ce message extracellulaire en signal intracellulaire, entrainant une
réponse de la part de la cellule. De ce fait, un récepteur est une protéine spécialisée capable de

se lier spécifiquement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand [94].
V.2. . Ligand

Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
jouant en général un role fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation d’une

activité enzymatique, transmission d’un signal [95]. Il peut étre [96] :

e Substrat : est une molécule qui subit I’action d’une enzyme lorsqu’elle s’attache au site

actif.

e Coenzyme : molécule organique essentielle pour que certaines enzymes catalysent une

réaction.

e Activateur : substance nécessaire ou favorable a ’activité d’une enzyme.
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e Inhibiteur : est une substance se liant a une enzyme et qui en diminue leur activité. Un

inhibiteur peut empécher la fixation du substrat sur le site actif.

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 [96]. Pour faire un docking la structure du ligand doit étre en 3D, il existe deux

méthodes pour recevoir un ligand [97] :

% La premiere: consiste a utiliser des ligands de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser
et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....) grace a des logiciels de

construction moléculaires tels que Arguslab et Titan.

% La deuxiéme : consiste a utiliser des ligands de la PDB ou des collections de molécules
virtuelles aussi bien commerciales qui proviennent de bases de données des structures

chimiques appelés chimiotheques ou espaces chimique tel que ZINC et PubChem.

La liaison d'un ligand & une protéine réceptrice modifie souvent la conformation de cette
derniére, c'est-a-dire sa structure en 3D. L'énergie associée aux interactions intermoléculaires
formées entre la protéine et son ligand permet de promouvoir ce changement de conformation,
appelé ajustement induit. Cette modification structurale peut ainsi moduler éventuellement son

état fonctionnel et son activité [98].
V1. Les interactions intermoléculaires

Les interactions entre une protéine et un ligand sont en général de nature non covalente et
génerent une énergie appelée énergie libre de Gibbs. Les associations sont dues aux propriétés
chimiques, électroniques, et géométriques des molécules. A I’inverse des liaisons covalentes,
les liaisons faibles permettent une grande flexibilité et plasticité desmacromolécules (protéine,
enzymes, complexes protéine-ligand ouprotéine- protéine) [99].

Au niveau du site actif, le processus d'interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec l'architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe
peuvent étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes. Les
complexes formés sont genéralement plus stables que les formes dissociées. Cette association

intermoléculaire est stabilisée par plusieurs effets et des liaisons non covalentes [100].
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VI1.1. Les forces de Van Der Waals

Les interactions de Van der Waals, également connues sous le nom d'interactions de
London ou de forces de dispersion, impliquent des dip6les instantanés. Ces interactions sont de
faible intensité, mais elles sont néanmoins trés importantes en pratique a cause de leur tres grand
nombre [101]. Les interactions de Van Der Waals sont des interactions de nature électrostatique
qui ont lieu entre les nuages électroniques (Figure I11.3).Cette force genéralement attractive
n'intervient qu'a tres courte distance, elle est donc plus intense lorsque les molécules qui

interagissent sont proches et volumineuses [99].

Figure 111.3. Les forces de VVan Der Waals [99].

V1.2. Les liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne sont des interactions d'origine électrostatique entre un atome
électronégatif dit « accepteur » (charge partielle 6 -) et un atome d'hydrogene polaire (charge
partielle § +) qui est 1ié de maniére covalente a un atome ¢lectronégatif dit « donneur » (charge
partielle & -) [100].Les ponts hydrogéne ont une force de I'ordre de 12 a 30 kj/mol et agissent a
trés courte distance (de 0.8 a 2.8 A). Elles sont peu nombreuses et s'adaptent trés bien a la
flexibilité, I'angle de la liaison H peut varier de 120° a 180° (figure 111.4) [89].

30



Chapitre I11 le docking moléculaire

&-
&..a
#,‘O .-M_l_""--D

M
e

Figure 111.4. La liaison hydrogene [101].
V1.3. L’effet hydrophobe

Les molécules non polaires et peu polarisables ont tendance a se regrouper, ce qui crée
une force de liaison hydrophobe. Il s'agit d'interactions entre molécules ou groupements qui ont
tres peu d'affinité pour le solvant dans lequel elles sont dissoutes (eau). Les groupements vont
se positionner de maniére a presenter la plus faible surface de contact avec I'eau (figure 111.5)
[99].

HY DROPHOBE

Figure I11.5. Interactions hydrophobes [102].

V1.4. Les interactions électrostatiques

Certains acides aminés peuvent étre charges positivement ou négativement, ce qui donne
lieu a des phénomeénes électrostatiques qui favorisent la formation d’un complexe protéique
spécifique. Ces interactions électrostatiques agissent & « longues » distances (autour de 10 A),

entre des groupes d’atomes électriquement chargés (figure III. 6) [103].
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Figure 111.6. Les interactions électrostatiques [103].

VII. Programmes de docking

Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation (position et
orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur, et aussi pour estimer
la force de I'interaction entre la cible et le ligand. A nos jours, plusieurs programmes de docking
moléculaire (commerciaux ou non) sont disponibles. Les programmes les plus fréquemment

représenté dans la figure I11. 7 le tableau 111.1 suivant [104, 105] :

% % % 2%/
5% 3/» 3 0 3 2.01(& )% "] AUKODC‘(k

#8Gold

M Glide

8 Surflex-Dock
M FlexX

M Dock

14%

HICM

19% @FRED

Figure 111.7. Digramme des programmes de docking les plus cités [105].
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Tableau I11.1. Les principaux programmes de docking moléculaire [106].

Nom Editeur Site internet
AutoDock scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
http://lwww.eyesopen.com/products/application/fred
Fred OpenEyes
html
Glid Schrodinger http://www.schorodinger.com/products/glide.html
Gold CCDC http://ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://lwww.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex-dock Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

33




Chapitre ITT le docking moléculaire

VI11. Etapes typiques du Docking moléculaire

La technique de docking comprend quatre étapes principales (voir figure 111.8) :

Cristallographie
rayons X

Détermination

des structures de structure

Préparation

Docking

Prédiction
Evaluation

Tableau 111.2. Etapes typiques d'un docking [107].

Détermination des structures : cette étape préliminaire du docking moléculaire est réalisée
pour détecter les structures moléculaires misent en jeu (récepteur et ligand). Ces structures
sont obtenues en faisant appel a trois méthodes (la résonance magnétique nucléaire, la

microscopie €électronique et la cristallographie par rayons X) [108].

Préparation des structures : la préparation du récepteur en vue du docking ne peut étre
réalisée qu’une fois les structures mises en jeu sont identifiés. Apres le téléchargement de la
cible, nous utilisons un logiciel de visualisation pour voir avec quels ligands I’enzyme est

co-cristallisé (eau, ligands, ion,...etc) [109].
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e Docking moléculaire : le docking est une méthode qui calcule I'orientation préférée d'une
molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées pour former un complexe stable. Les
parametres du calcul de docking sont : 1’état initial du ligand (position, orientation et
conformation aléatoire ou précise) ; détermination des acides aminés de site actif ; et enfin
lancer le processus de docking. A la fin de chaque cycle d’exploration, le logiciel de docking

va enregistrer la meilleure interaction avec le ligand [109].

e Prédiction et évaluation : une fois les paramétres du dockingsont établis, le programme
passe a I’étape de prédiction et d’évaluation. Celle-ci permet la mise au point des modes

d’interactions potentiels [110, 111].
IX. Le programme du docking moléculaire Surflex-dock

Parmi les programmes de docking moléculaire, nous avons utilisé le programme Surflex-
dock pour réaliser ce travail. Ce programme repose sur l’ajustement de fragments en

commencant par construire un modéle « en negatif » du site actif dit protomol [112].

Surflex-dock est un algorithme d'amarrage moléculaire flexible entierement automatique
qui combine la fonction de notation du systéeme d'amarrage Hammerhead avec un moteur de
recherche qui s'appuie sur une méthode de similarité moléculaire basée sur la surface comme
moyen de générer rapidement des poses putatives appropriées pour les fragments moléculaires.

Pour réaliser le docking en utilisant ce logiciel, il faut suivretrois étapes :

e Déterminer la manic¢re d’identifier le site actif soit a partir d’un ligand soit a partir du

récepteur ;
e Construire une pseudo-molécule (protomol) qui va étre la cible de différents ligands ;
e Réalisation du docking d’un ou de plusieurs ligands.

Plusieurs approches ont été utilisées pour chercher les conformations les plus stables des
deux composants d’un complexe. Nous avons détaillé 1’approche incrémentale qui est la

stratégie utilisée par surflex-dock [113].
e Approche incrémentale

Le ligand est fragmenté a partir de liaisons rotatives en divers segments. L'un des segments est
ancré a la surface du récepteur. Le fragment d’ancrage est généralement considérée comme le
fragment qui montre le maximum d'interactions avec la surface du récepteur, a un nombre

minimum de conformations alternées et assez rigide comme le systéme d'anneaux. Une fois la
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base/l'ancre établie, I'étape suivante consiste a ajouter chacun des fragments étape par étape.
Idéalement, ces fragments sont ajoutés en premier qui ont une plus grande chance de montrer
des interactions comme la liaison hydrogéne car ils sont de nature directionnelle et sont
responsables de la spécificité du ligand. De plus, les liaisons hydrogéne conduisent a une
prédiction plus précise de la géométrie. Une fois qu'un fragment particulier est ajouté, les poses
avec le moins d'énergies sont considérées pour la prochaine itération [114].

Figure 111.8. La méthode de construction incrémentale [81].

(A) Le ligand est divisé en plusieurs fragments ; (B) Le fragment d’ancrage est amarré
au site de liaison de la cible moléculaire ; (C) Le fragment suivant est amarré apres le
fragment d'ancrage ; (D et E) Les autres fragments sont ancrés séquentiellement pour

construire le ligand entier dans sa conformation de liaison. Les résidus dans le site actif sont

représentés en baton. Les liaisons hydrogéne sont indiquées par des lignes pointillées.
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CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

. Matériel

1.1. Micro-ordinateurs

L'objectif principal de nos travaux est de découvrir de nouveaux inhibiteurs de la
cyclooxygénase-2 a l'aide d’une étude in silico permettant de prédire les affinités, les types des

interactions ainsi que la position des petites molécules a I’intérieur de site actif de la COX-2.

Pour mener cette étude, nous avons utilisé des programmes installés sur trois micro-

ordinateurs offrant les capacités suivantes :

e Delle avec une mémoire de 4,00 Go, et un processeur Intel(R) Core(TM) i5-5300U CPU @
2.30GHz 2.29 GHz, sous le systéeme d’exploitation Windows 10 Professionnel, version
21H2.

e HP avec une mémoire de 4 GO, et un processeur Intel(R) Core (TM) i3-2330M CPU @ 2.20

GHz sous le systéme d’exploitation Windows 7 ; 64 bits version 2010.

e Acer avec une mémoire de 4 GO, et un processeur Intel(R) Celeron(R) CPU 2957U @ 1.40

GHz sous le systéme d’exploitation Windows 7 ; 64 bits version 2007.
I.2. Les bases de données
1.2.1. Protéine Data Bank (PDB)

Protéine Data Bank (PDB) est I'unique archive mondiale des données structurelles des
macromolécules biologiques comme les protéines essentiellement et les acides nucléiques. Il
comprend des données obtenues par cristallographie aux rayons X et spectrométrie de
résonance magnétique nucléaire et microscopie électronique soumises par des biologistes et des
biochimistes du monde entier [115]. La PDB a été créée aux Brookhaven National Laboratoire
en 1971 en tant qu'archive pour les structures cristallines macromoléculaires biologiques. La
PDB fournit des informations utiles et fondamentales sur des milliers de protéines. Pour de
nombreuses protéines, il existe des dizaines voire des centaines de structures disponibles
réalisées dans des conditions variables, y compris la présence de différents partenaires de liaison
tels que des inhibiteurs, des acides nucléiques ou d'autres protéines, ou avec des mutations et

des modifications post-traductionnelles [116].
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RCSB PDB | MyPDB - ‘ | Contact us |
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o = F - B 204,352 Structures from the PDB
/ - ~ 3D Sfructures @ Enter search ferm(s), Eni Include CSM @
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Figure 1V.1. Interface de la Protein Data Bank.

1.2.2. PubChem

PubChem est une base de données de chimie lancé en 2004 aux National Institutes of
Health (NIH). "Ouvert" signifie que vous pouvez mettre vos données scientifiques dans la
PubChem et que d'autres peuvent les utiliser et est un référentiel public d'informations sur les
substances chimiques et leurs activités biologiques [117]. Au cours des 11 derniéres années, la
PubChem est devenu un systeme important, servant de source d'informations chimiques pour
la communauté de la recherche scientifique telle que la chimie informatique, la biologie
chimique, la chimie médicinale et la découverte de médicaments [118]. PubChem se compose
de trois bases de données interconnectées, Substance, Compound et BioAssay. La base de
données Substance contient des informations chimiques déposées par des contributeurs de
données individuels a PubChem, et la base de données Compound stocke des structures
chimiques uniques extraites de la base de données Substance. Les données d'activité biologique
des substances chimiques testées dans les expériences de dosage sont contenues dans la base de
données BioAssay. Chaque composé de cette chimiotheque est stocké dans plusieurs formats
de fichiers courants, notamment SMILES, mol2 et sdf. Parmi les informations disponibles dans
la PubChem figurent : la référence de la molécule, la structure 2D et 3D et les propriétés

physico-chimiques [118].
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Pub@ hem About Posts Submit Contact

Explore Chemlstry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR C9H804 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChl=1S/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

D Use Entrez

27220 E=

Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Figure I1V.2. Interface de la PubChem.

1.3. Programmes utilisés
1.3.1. Le logiciel Surflex-dock

Pour simuler les interactions entre une protéine (cible enzymatique) et un ligand (substrat
ou inhibiteur), nous avons choisi le programme de docking moléculaire Surflex-dock (1.3,
2005), il dispose d’un algorithme de fragmentation incrémentale appelé « algorithme de
Hammerhead » [119]. II est capable d’arrimer des ligands dans un environnement constitué
d’acide aminés avec une bonne précision et d'une fagon rapid. Les cing modules de la
plateforme Surflex (Tools, Similarity, Docking, xGen et Affinity) sont entierement intégrés.
L'ensemble fournit un flux de travail complet de modélisation prédictive [112]. Le logiciel est
disponible pour les plates-formes Windows, Linux et Mac, avec un déploiement facile sur les

postes de travail et les ordinateurs portables sur site [120].
1.3.2. Microsoft Excel

Le calcul du coefficient de corrélation de Pearson est réalisé par Microsoft Excel. Nous

avons passe par les étapes suivantes :

e Trouvez le coefficient de corrélation de Pearson avec la  fonction
« COEFFICIENT.CORRELATION ».

e Créez une matrice de corrélation en effectuant une analyse des données.
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e Trouvez plusieurs coefficients de corrélation avec une formule ; Tracez un graphique de

corrélation pour obtenir la représentation visuelle de la relation de donnees.
1.3.3. Open Babel

C’est un programme gratuitement accessible permettant la conversion des fichiers en
plusieurs formats. Les formats de fichier que Open Babel prend en charge comprennent : PDB,
MOL, MOL2, SDF, Smile...etc [121, 122]. L’objectif de ce programme est d'offrir aux
utilisateurs une base pour rechercher, convertir, analyser ou stocker des données issues de la
modélisation moléculaire, de la chimie, des matériaux a I'état solide et de la biochimie. Open
Babel dans sa version 2.0.2 est obtenu a partir de cette adresse électronique
http://openbabel.org.

Un exemple de conversion est mentionné dans la figure [1V.3 suivante.
# | OpenBabelGUI =|B]| X
File: View Help

~--- INPUT FORMAT ---- . = -~ QUTPUT FORMAT ----
| sdf -~ MDL MOL format v || Format Info | CONVERT | | mol2 - Sybyl Mol2 format '|
Use this format for all input files (ignore file extensions)
E:\memoire de master\1QXY\LIG\ to control logging and reporting Output file
OXY. 3] — Start import at molecule # specified 1QXY.mol2 |
Input below (ignore input file) End import at molecule # specified Output below only (no output file)
All input files describe a single molecule g ot ecrls: convarted A
1QXY_M2C_A_3001 - s aadinerrid e
_M2C_A_ h f I
RCSB PDBD6231401433D Continue with next object after error, if possible O CTRFOSSMOLECE =il
Coordinates from PDB:1QXY:A:3001 Model:1 = Compress the output with gzip 1QXY_M2C_A_3001
VII;hlog t : ygr%geons 999 V2000 Oles Hydwaus i 3
SMALL T
6.2870 3.1910 -1.6160 00 0 0 000 0 Hac iydrogens GASTEIGER
00000 v Add Hydrogens appropriate for pH Energy = 0
5.4300 3.8770 -24800 CO000000 Convert dative bonds e.g.[N+]([0-])=0 to N(=0)=0 Coordinates from PDB:1QXY:A:3001 Model:1 without
! (;37500 052400 2.0250 00000000 SR ST kil
' 1 ! Join all input molecules into a single output molecule @<TRIPOS>ATOM
00000 101 6.2870 3.1910 -1.6160 O.co2 1
4.0230 3.2670 -2.3810 CO 000000 Convert only molecules matching SMARTS: <> -0.2632
00000 2C1 5.4300 3.8770 -2.4800C3 1
29090 4.1360 -2.9560 CO000000 Convert only molecules NOT matching SMARTS: <1> 0.4177
00000 302 5.4750 5.2400 -2.0250 O.co2 1
14980 3.5620 -2.7630 C0O 000000 <1> -0.2632
00000 4C2 4.0230 3.2670 -2.3810C.3 1
0.2040 4.5530 -3.5070 S0 000000 <1> 0.0688
00000 5C3 29090 4.1360 -2.9560C.3 1
-0.7150 5.1960 -2.1620 C0 000000 <1> 0.0072
00000 - 6C4 1.4980 3.5620 -2.7630C3 1 «
T

Figure 1V.3. Conversion de fichiers par le programme Open Babel.

1.3.4. ViewerLite

Le programme Surflex-dock est dépourvu de la visualisation c'est pour cette raison nous
avons utilisé le programme ViewerLite afin de visualiser les structure 3D des complexes

protéine-inhibiteur.
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ViewerLite (4.2, 2001) est un outil gratuit de visualisation, qui permet un affichage 3D d’une
structure de molécule biologique. Il lit plusieurs formats de fichier dont le format .pdb qui est

le format le plus courant pour visualiser la structure des protéines ou des petites molécules.

L]

File Edit View Tools Window Help

DEE & g

& o [|EfsR

R Py

Figure 1V.4. Visualisation par le logiciel Viewerlite.

1.3.5. Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer est un visualiseur gratuit qui peut étre utilisé pour ouvrir des
données générées par d'autres logiciels, et permet un affichage 3D des complexes protéine-
ligand. Il lit plusieurs formats de fichier tel que : .pdb, .mol2, .sdf...etc. Discovery Studio
Visualizer propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons chimiques (liaison
hydrogéne, interaction hydrophobe...etc.), la mesure de distances, l'annotation des acides
aminés et ligand, créations de surfaces, choix de couleur (selon les atomes, les structures...), la
capacité de cacher et puis afficher a nouveau les différentes molécules. Ce logiciel est un
programme complet d'analyse et de modélisation moléculaire structures, séquences et autres
données pertinentes pour les chercheurs en sciences de la vie. Ce programme fonctionne sur
Windows et Linux, son adresse electronique est https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download [123].
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Figure IV.5. Visualisation par le logicielDiscovery Studio Visualizer.

1.4. Les Serveurs
1.4.1. SwissADME

SwissADME-est un serveur en ligne géré par 1’Institut suisse de bioinformatique, qui
fournit des services et des ressources en bioinformatique aux scientifiques. Ce serveur web
permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que de prédire les parameétres
ADME, les propriétés pharmacocinétiques, la nature médicamenteuse et la convivialité de la
chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules pour soutenir la découverte de

médicaments [124].
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SwisaADME

ﬁ SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAG Help Contact Terms of Use

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

The main article describing the web service and its underying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Soi Rep. (2017) 7:427
For details about development and validation of iLOG, please refer to this arficle: iILOGP: a simpl
octancliwater pariition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. [
For details about development and validation of the BOILE g. please refer to this articl
absorption and brain penetration of small molecules. ChemiMedChem (2016) 11(11):1117-112
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2014) 54(12):3284-3301.
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Figure IV.6. Interface graphique du serveur SwissADME.

1.4.2. PreADMET

PreADMET est une application Web permettant de prédire les données ADME-Tox et de
créer une bibliothéque de type médicament a I'aide de la méthode in silico. PreADMET permet

un acces a plusieurs modeles pour prédire [125] :
e Les propriétés physicochimiques (Druglikeness).
e Quelques comportements pharmacocinétiques.

e Latoxicité des composés.
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Figure IV.7. Interface graphique de serveur PreADMET.

1. Méthodes

11.1. Test de fiabilité de programme Surflex-dock

Pour valider les résultats obtenus dans notre étude, il est important de tester la fiabilité du
logiciel d'ancrage moléculaire Surflex-dock. Pour ce faire, nous avons effectué deux tests pour

verifier les performances de notre logiciel d'amarrage.
11.1.1. Coefficient de corrélation r

Le coefficient de corrélation linéaire de Bravais-Pearson permet d’étudier I’intensité et le
sens de la corrélation qui existe entre deux variables. La valeur du coefficient de corrélation est
située entre -1 et 1. Plus le coefficient de corrélation est proche des valeurs extrémes -1 et 1,

plus la corrélation linéaire entre les variables est forte [126].

Pour étudier la corrélation entre le score obtenu par le docking moléculaire (Affinite) et
I’activité biologique (ICsp) nous avons utilisé des complexes enzyme-inhibiteur provenant de
la PDB. Au total, 71 ont été testées. La disponibilité des valeurs de leur ICso est parmi les

criteres de choix de ces molécules.
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11.1.2. Analyse visuelle

L’analyse visuelle permet de préciser la position exacte du ligand docké par Surflex-
dock par rapport au ligand co-cristallisé obtenu expérimentalement. On peut dire, qu’un
docking moléculaire par le programme Surflex-dock est jugé fiable si la position est identique
a celles de la structure cristallisée ou du ligand de référence. Dans le cas oppose, le

positionnement est dit incorrect [127].
11.2. Réalisation du docking moléculaire par Surflex-dock
11.2.1. Préparation d’enzyme

Pour réaliser le docking moléculaire, la structure 3D de ’enzyme COX-2 a été téléchargée
via la banque de donnée PDB. Nous avons choisi un code de bonne qualité de I’enzyme COX-
2 : le code 4PHY, c’est une structure qui est résolue a 1,81 A. Contenant deux chaines (A et B),
la chaine B et tous les hétéroatomes ont été éliminés pour permettre une utilisation plus facile
de I'enzyme lors de I'amarrage moléculaire. Cela a été fait manuellement sans I'aide d'un logiciel
via I'ouverture du fichier .pdb dans un éditeur de texte. Enfin, la chaine restante, la chaine A est

enregistrée au format .pdb puis convertie au format .mol2 a I'aide du programme Open Babel.
11.2.2. Préparation des ligands

Les inhibiteurs de la COX-2 existant au niveau de la PDB ainsi que les similaires du
meilleur inhibiteur étudié ont été téléchargés directement au format .mol2 a partir de la PDB et

la banque de données PubChem.
11.2.3. Docking par Surflex-dock

Le docking moléculaire a été réalisé en utilisant le programme Surflex-dock, et différentes

étapes sont nécessaires :
11.2.3.1. Génération de Protomol

Au cours de docking, nous avons utilisé une pseudo-molécule comme la cible a laquelle
se rallie le ligand dans le site actif de la cible enzymatique. Pour cela, trois types de fragments
(CH4, C=0 et N-H) sont placés dans de multiples positions dans le site actif et optimisés pour
permettre I’établissement des interactions avec le site de liaison étudié. Les fragments les mieux
scorés sont assemblés pour former le protomol qui couvre 1’intégralité du site actif. Pour générer
le protomol, nous avons utilisé la chaine A du code 4PH9 sous format .mol2 et le ligand IBP

sous format .mol2 étape réalisée par la commande suivante :
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Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl

11.2.3.2. Le docking moléculaire

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine sous format .mol2, le protomol génére
dans 1’étape précédente et les ligands sous format .mol2. Le docking moléculaire par Surflex
permet d’avoir les dix meilleures positions (conformations) de chaque ligand au sein du site
actif étudieé, classées par leur score (final-0, final-1...final-9). Chaque position présente trois
scores : le 1" correspond a l'affinité, le 2°™ correspond au degré de pénétration impropre du
ligand dans la protéine appelé «crash score» et le 3°™ correspond au niveau de contribution des
interactions polaires appelé «self score» (Figure V1.8). Cette étape a été réalisée en utilisant la

commande suivante :

Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 Protéine.mol2

: TR eI R JoOLET E R e
fWinal-0: 4.28 Wrash -3.37 -1.54))
Final=1: 3.96 | sh =-0.89 -8.36))
final-2: 3.96 (crash -0.89 -0.36))
3.84 (crash -3.60 -1.55))
3.75 {crash =-3.65 -1.69))
3.70 (crash -3.68 -1.68))
2.70 (crash -3.68 -1.68))
3.69 (crash =1.21 -0.62))
3.69 (erash -1.21 -8.62))
final-9: 3.69 (crash -1.43 “0.46) )
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Figure 1V.8. Capture d’écran des résultats du docking obtenus Par le logiciel surflex-dock.

11.2.3.3. Calcule de RMSD

Le RMSD permet la précision du positionnement des composés (Figure 1V.9). Cette

étape a été réalisée en utilisant la commande suivante :

[ Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol?2 }
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“\Users\loshibat\Desktop\IFKO>surf lex-dock pms final-B.mol2 1FKOlig.mol2
furf lex License: c:i\sfdocklicense
[he Surflex softuare is the property of Biopharmics LLC.
purf lex licensed to SFDockB@36 (Gerhard Uerqoten, Univ. Lille) for internal use
on ly.

lotatahle. honds: 2.2
ictual rmsd: B.28
eaui atom rnsd: B.28

arity: 8.979

4
2

1iMi

Figure 1V.9. Résultat du calcule de RMSD par le programme surflex-dock.

I11. Prédiction de la similarité médicamenteuse

Pour augmenter le succés de la découverte et le développement de candidats
médicaments, il est nécessaire de considérer l'activité pharmacologique des composes et
I'optimisation de leurs propriétées ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme,
Excrétion et Toxicité). Ces tests peuvent étre classés en trois catégories : caractérisation

physicochimique, parameétres pharmacocinétiques et prédiction de la toxicité.
I11.1. Propriétés physico-chimiques

Il existe différentes regles pour prédire une bonne biodisponibilité d’un médicament par
voie orale, I’'une des regles les plus connues est la regle de Lipinski.

111.1.1. Regle de Lipinski

La regle de cing de Lipinski est une regle empirique qui décrit la pharmacobilité d'une
molécule déterminée [128]. Cette régle décrit un ensemble de critéres, permettant d’estimer la
biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D)
[129]. L'efficacité de ces composés actifs administrés par voie orale sera influencée par les
processus d'absorption, de distribution, de métabolisme et d'élimination (ADME). Des
caractéristiques communes influencant la perméabilité d'un composé a travers les barrieres
physiologiques ont été identifiées [130]. Selon cette regle, un composé posséde toutes les

chances d'étre disponible oralement s’il respecte au moins 3 des critéres suivantes :
1. Possede une masse moléculaire inférieure a 500 daltons.
2. Un coefficient de partition (logP) ou une lipophilie entre -2 et 5.

3. Ne possede pas plus de 5 donneurs de ponts hydrogéne (OH et NH).
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4. Ne possede pas plus de 10 accepteurs de ponts hydrogene (O et N).

Une régle supplémentaire a été proposee par Veber qui comparait la biodisponibilité orale

du compose et la perméabilité du composé a la flexibilité moléculaire.
111.1.2. Regle de Veber

De plus, Veber [131] a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui
communément appelé «la regle des 5». D’aprés I’étude de 1100 composés candidats
médicaments, la surface polaire (PSA, polar surface area) du composeé doit étre inférieure ou
égale & 140 A? et le nombre de liaisons de rotation (rotatable bonds) doit étre inférieur ou égale

a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale.
I11.2. Propriétés pharmacocinétiques

L’échec des candidats médicaments lors des phases cliniques était principalement
imputable a de mauvaises performances pharmacocinétiques et de biodisponibilité. 1l est alors
apparu nécessaire de prendre en compte ces critéres dés les phases précoces de la recherche et
développement de nouveau médicament pour tenter de diminuer le taux d'échec des candidats
médicaments. La mise en place de filtres ADME des chimiothéques avant tout processus de

criblage a donné d’excellents résultats [132].
111.2.1. Absorption

L’absorption est le processus par lequel le médicament passe de son site d’administration
a la circulation générale. Un médicament doit traverser plusieurs membranes cellulaires avant
d'atteindre la circulation sanguine. Les membranes cellulaires sont des barriéres biologiques qui
interdisent sélectivement le passage des molécules. Les médicaments peuvent traverser les

membranes cellulaires par [89] :
e Diffusion passive ;
e Transport actif ;
e Endocytose.

L’absorption gastro-intestinale (GI) est un modele pour prédire in silico I'absorption des

candidats-médicaments.
111.2.2. La perméabilité de la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une barriere perméable hautement sélective

qui sépare le sang et le systeme nerveux central [133]. La barriere hémato-encéphalique (BHE)
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est un elément important de la régulation de l'environnement interne du cerveau. Les
médicaments agissant dans le systéme nerveux central doivent traverser le BHE. Les paramétres
moléculaires «régle de cing» ont été congus pour faciliter les prédictions de la pénétration a la

BHE. Ils participent a la détermination de la capacité des molécules a traverser la BHE [134].
111.2.3. Inhibition des CYP450

L'inhibition des enzymes du cytochrome P450 ou CYP450 est le mécanisme le plus
courant conduisant a des interactions méedicamenteuses [135]. Les cytochromes P450 sont une
superfamille d’enzymes ayant plusieurs caractéristiques communes. On les désigne sous le nom
d’iso-enzymes. Ces enzymes sont des hémoprotéines contenant une molécule d’héme par
protéine, mais elles se distinguent par leurs apoprotéines. Cette superfamille d’enzymes est
divisée en familles dont les membres ont un pourcentage d’homologie de 40% dans leur
séquence protéique. Ces familles sont subdivisées en sous-familles dont les membres ont une
similitude de 55 %. La famille est représentée par un chiffre arabe, la lettre correspond a une
sous-famille, et un dernier chiffre arabe indique la protéine spécifique. Les différentes familles
du CYP450 peuvent étre subdivisées en deux classes majeures, soit celles qui interviennent
dans la synthése de substances endogenes telles que les stéroides, les acides biliaires, les
leucotrienes ou les prostaglandines, et celles qui interviennent dans le métabolisme des
xénobiotiques. Les CYP1, CYP2 et CYP3 sont les trois principales familles responsables du
métabolisme des médicaments [136].

111.3. La toxicité

La toxicité se définit comme I’ensemble des effets néfastes qui peuvent étre des 1ésions
morphologiques et fonctionnelles dans un organisme vivant, provoquées par une substance
introduite a dose unique relativement €levée ou a des petites doses longtemps répétées. L’étude
de la toxicité d’une substance est I’ensemble des essais pharmacologiques, qui déterminent le
degreé ou le caractére nocif de cette derniere afin de réglementer son utilisation. L’action d’une
substance toxique est évaluée en fonction de plusieurs parametres entre autres son mode

d’administration [137].

La toxicité peut étre classifiée selon l'organe affecté (hépatotoxicité, néphrotoxicité,
cardiotoxicité,...) ou selon le mécanisme de toxicité (génotoxicité, mutagénicité,

carcinogénicité) [138].
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111.3.1. Mutagenicité par le test Ames

Le test d'’Ames est un test de mutagenése proprement dit. 1l consiste & examiner si une
substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques chez
différentes souches de Salmonella typhimurium. Les souches utilisées dans le test sont des
souches porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la synthése de I'acide aminé
histidine. Cette mutation His rend les souches incapables de pousser sur un milieu sans
histidine. Avec une fréquence tres faible, ces mutations His reversent spontanément
vers His™ et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur un milieu dépourvu
d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les bactéries His™ a des
agents mutagenes. Ainsi, le test d'’Ames permet de quantifier I'induction de ces mutations
réverses His* [139, 140].

Salmonella Substance a Salmonella
(his-) N tester \ (his-)

Milieu avec

Histidine
W Milieu W

~J) sans [
Histidine
l Incubation l
Révertant (his+) Pas de développement

Figure IV-10. Schéma explicatif de test d’Ames [141].

111.3.2. Cancérogénicité

L’objectif de ces études est de définir le potentiel cancérigene d’une substance chez
I’animal afin d’évaluer le risque chez I’homme. Ces études sont nécessaires lors d’une
utilisation clinique prolongée de la substance chez ’homme (au moins 6 mois) ou lors d’une
administration répétée sur plusieurs cycles. Le schéma de base de ces études est une
administration prolongée chez le rongeur (24 a 30 mois chez le rat et 18 a 24 mois chez la
souris) [142].
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111.3.3. Inhibition de HERG

Le gene HERG code pour le canal ionique sous-jacent a la composante rapide du courant
potassique de redressement retardé cardiaque, IKr [143]. La réduction des courants HERG due
a des mutations dans HERG ou via un blocage médicamenteux excessif peut produire un
syndrome du QT (Quick time) long, un trouble de la repolarisation cardiaque potentiellement
mortel. Outre le tissu cardiaque, les canaux potassiques HERG sont également exprimés dans
diverses cellules tumorales, ou il a été démontré qu'ils sont impliqués dans la régulation de la

prolifération cellulaire et de I'apoptose [144].
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CHPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans le but d’identifier in silico de nouveaux inhibiteurs de la COX-2, deux études
furent menées dans ce mémoire. La premiere étude traite la fiabilité du programme de docking
moléculaire Surflex-dock. La deuxiéme qui nous intéresse dans cette partie du travail est une
étude théorique qui consiste a réaliser un docking moléculaire des composés qu’on retrouve au

niveau de la chimiothéque Pubchem par le programme de docking Surflex-dock.
I. Tests de fiabilité du programme de docking Surflex-dock

Pour vérifier si le protocole de docking que nous venons de I’utiliser est correct, nous
avons juge utile d'évaluer la performance de logiciel Surflex-dock utilisé dans cette étude.
Plusieurs tests permettent 1’évaluation de la qualité d’un programme de docking moléculaire

parmi lesquels :

%+ Le coefficient de corrélation linéaire (r).

¢+ Analyse visuelle.

I.1. Le coefficient de corrélation linéaire (r)

La performance de programme Surflex-dock a été vérifié par le test de corrélation linéaire
qui peut exister entre 1’affinité (finale-0) calculée par Surflex-dock et 1’activité biologique
(loglCso) déterminée expérimentalement de divers complexes protéine-ligand tirés de fagon
aléatoire de la PDB en calculant le coefficient de corrélation linéaire, et en tracant la droite de

régression linéaire entre ces deux parametres.

Dans cette étude, 71 complexes protéine-ligand ont été testés par le programme de
docking moléculaire Surflex-dock. Le score de docking des inhibiteurs étudiés ainsi que leur

logICso sont représentés dans le tableau V.1 suivant.

Tableau V.1. Corrélation entre les scores donnés par Surflex-dock de 71 complexes et leur

activité biologique (loglCs).

ﬁﬁ(;ii Code de ligand | 1C50 (Nm) Log IC50 | affinité (M
1CX2 $58 93 1,69 5,96
6COX G_S58 93 0,96 6.16
3PGH FLP 10 1 4,05
4PHO IBP 100 2 455
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40TY LUR 40 1.60 2.39
3Q7D NPX 430 2.63 4.48
2AW1 COX 43 1.63 2.63
1IPXX DIF 5 0.69 4.86
2BB7 QMS 2140 3.33 2.20
2EVC FC3 290 2.46 2.04
2EVM FC2 693 2.84 2.50
2P99 YEG6 1160 3.06 1.47
2P98 YE7 640 2.80 2.28
2Q92 B23 1100 3.04 2.01
1QZW M1C 7000 3.84 2.33
2GG3 U13 580 2.76 1.62
1YVM T™MG 472 2.67 1.42
2GG5 U19 250 2.39 1.93
2EVO CTO 67 1.82 0.95
2GGO Uil 1700 2.23 1.90
2GG7 uil4 1750 3.24 3.37
1QZY TDE 800 2.90 2.30
1R58 AO5 110 2.04 3.66
3FMR TN4 10.6 1.02 2.57
5T4B 75N 0.42 -0.37 14.64
20LE KR2 56.2 1.74 6.62
20NC Syl 13 1,11 3.52
20PH 277 16 1.2 9.13
2QJR PZF 6.4 0.8 7.74
20KY 137 22 1.34 3.93
2QO0E 448 25 1.39 7.8
2QT9 524 2.3 0.36 12.18
20TB 474 4.8 0.68 9.34
3Q8W AZV 10 1 4.5
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3SWW KXB 4 0.6 7.65
1X70 715 18 1.25 3.6
2AJD BRR 20 1.3 4.09
2BUB FPB 410 2.61 3.95
2BUC 008 23 1.36 4.17
2FJP S14 4 0.6 11.9
2HHA 3TP 122 2.08 3.67
211V 565 6.6 0.81 5.72
2RGU 356 1 0 9.46
3C43 315 19 1.27 7.57
3CC 7AC 8 0.9 4.1
3D4L 605 32 1.5 211
AFFW 715 120 2.07 4.07

517U 6AJ 1.7 0.23 12.77
1IHTS FL2 2.10 0.32 5.36
3N8X NIM 1 0 4.83
1EQG IBP 7.28 0.86 6.40
20YU IMS 350 2.54 3.32
20YE IM8 5.90 0.77 6.18
SWBE 63X 13 1.11 4.72
INSX FES 30 1.47 3.77
1G2A BB2 6 0.77 4.29
1Q1Y BB2 5 0.69 3.31
1G27 BB2 7 0.84 3.66
2AI8 s5B7 160 2.20 5.39
2EW6 Y13 1.08 0.03 6.36
4DR9 BB2 10 1 4.67
3E3U NVC 13 1.11 5.44
4JE7 C_BB2 27 1.43 2.96
60W NOY 1 0 6.43
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2AI17 SB7 400 2.60 4.20
2AIE SB9 2200 3.34 2.65
2EW5 Y12 1250 3.09 4.58
1LRU BB2 6 0.77 3.61
1S17 GNR 5 0.96 5

60W?2 NB4 3 0.47 6.43

L’analyse par régression linéaire a permis d’obtenir la courbe de corrélation suivante :

16

14
y =-1,8843x + 7,6053

12 Q 5 R%=0,4016

10

Affinité

-4 logIC50

Graphe V.1. Correlation linéaire entre les Affinités des différents inhibiteurs données par

Surflex-dock et leur activité biologique (loglCso).

Selon les travaux de Bensegueni A (2007), un programme de docking moléculaire est
performant quand la valeur absolue du coefficient de corrélation linéaire dépasse 0.5, ce qui est
en parfait accord avec les résultats trouvés [145]. Le graphe V.1 donne un nuage de points avec

un coefficient de corrélation supérieure a 0.5 (Jr| > 0.5) [127].

Le programme Surflex-dock établit une relation linéaire négative (r = -0,63) entre

I’affinité et Pactivité biologique représentée ici par Log ICso. Ceci témoigne d’une bonne
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corrélation entre ces deux parameétres et donc de la bonne performance du logiciel de docking
moléculaire Surflex-dock et ce conformément aux résultats de Boucherit H (2012) et Boucherit
et al, (2014) qui est également révéle un coefficient de corrélation dépasse 0.5. La corrélation
est calculée entre I’activité biologique (log ICsp) et les valeurs d’affinités de divers inhibiteurs
de la méthionine aminopeptidase (MetAP) estimées par Surflex-dock étaient égales a 0,76 [146,
147].

1.2. Analyse visuelle

L’analyse visuelle est aussi une étape utile pour juger la performance du logiciel Surflex-
dock. Elle permet de visualiser si un ligand simulé par Surflex-dock se superpose ou non avec

le ligand Co-cristallisé.

En effet, I’analyse visuelle par Surflex-dock est réalisée sur 25 complexes COX-2 —
inhibiteurs. Les codes de notre enzyme, les inhibiteurs testés ainsi que les valeurs de RMSD

sont présentent dans le tableau V. 2.ci-dessous.

Tableau V.2.Valeurs de RMSD de 25 complexes COX2-inhibiteur étudiés.

Code de ’enzyme Code de ’inhibiteur RMSD (A)
1cx2 S58 0.902
4cox IMN 1,829
6cox G_S58 1,004
3pgh FLP 1,238
Sikv FLF 3.041
4rrx LUR 5.5631
4rrz K_LUR 6,224
Arrw LUR 6,224
3gmo NS4 5112
3hs7 HXA 5,370
Sikr ID8 5.171
4ot] IXP 3.536
4ph9 IBP 2.454
4m10 ICD 9.432
4oty LUR 3.090
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4rut
5fla
3olt
3q7d
4elg
2Aw1
lcvu
1PXX
3HS5
3HS6

LM38
SAL
ACD
NPX
LNL
Cox
ACD
DIF
ACD
EpA

7.519
4.307
3.37
1.202
4.791
4.334
2.168
2.981
2.106
7.729

Afin de découvrir I’'importance de I’analyse visuelle nous avons choisi a partir de tableau

V.2 trois complexes avec des valeurs de RMSD différents. La comparaison de la conformation

expérimentale qu'on retrouve dans la PDB de ces complexes (colorées en vert) : 1CX2 (le

meilleur), 1IPXX (l'intermédiaire) et 4RUT (le mauvais) avec les conformations calculées par

le logiciel Surflex-dock (colorées en rouge), est présentée dans le tableau V.3 et les figures V.1,

2 et 3 suivants.

Tableau V.3. Valeurs de RMSD des trois complexes de la COX2 choisis.

Code de complexe Code du ligand RMSD (A) ";\:gé?]brﬁgsle
1CX2 S58 0.902 3
1PXX DIF 2.981 4
4RUT LM8 7.519 14
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Figure V.1. Superposition du ligand S58 du complexe 1CX2 simulé par surflex-dock (coloré

en rouge) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré en vert).

Figure V.2. Superposition du ligand LM8 du complexe 1PXX simulé par surflex-dock

(colore en rouge) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré vert).
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Figure V.3. Superposition du ligand DIF du complexe 4RUT simulé par surflex-dock (coloré

en rouge) vis-a-vis de la conformation expérimentale (coloré vert).

D'apres les résultats de docking moléculaire on obtient :

< Dans le cas de ligand S58, avec un RMSD de 0.902 A ; la superposition est presque

parfaite. Elle présente une conformation spatiale trés proche voir méme

superposable a celle de ligand déterminé expérimentalement.

< Dans le cas de ligand DIF, avec un RMSD de 2.981A ; la superposition est moindre

*

que dans le premier cas.

Dans le cas de ligand LM8, avec un RMSD de 7.519 A ; la superposition des deux

inhibiteurs est mauvaise c'est-a-dire la figure V. 3 montre que le ligand simulé avec

R/
¢

Surflex-dock se place trés mal donc, il n’existe aucune superposition avec le ligand
déterminé expérimentalement.

Dans le but d’expliquer ces résultats, nous avons ajouté un facteur qui peut étre
influents sur les valeurs de RMSD. Ce facteur est le nombre de liaisons rotatives
(tableau V.3).Le nombre élevé des liaisons rotatifs (liaisons simples ou liaisons sigma

pouvant tourner librement) présentes dans le ligand codé par LM8 est probablement la
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raison pour laquelle il donne un mauvais RMSD, car il génére un tres grand nombre

de conformations [148].

022

Figure V.4. Structure 2D et 3D du ligand LM8.

1.3. Conclusion

A la lumiére de résultat de test de corrélation linéaire et I’analyse visuelle, on conclue que
le logiciel Surflex-dock est fonctionné correctement, et peut étre utilisé sans trop de risque
d'erreurs pour générer par simulation informatique de nouveaux inhibiteurs de notre cible

enzymatique la COX-2.
I1. Etude des interactions intervenant dans I’inhibition de la COX-2 par
diverses molécules provenant de la PDB

Dans le but de trouver de nouveaux inhibiteurs de 1’enzyme COX-2, nous avons appliqué
la technique du docking moléculaire par le logiciel Surflex-dock afin de modéliser le mode

d’interaction des inhibiteurs qu’on retrouve au niveau de la PDB avec notre cible protéique

d’une part, et I’évaluation de I’affinité de complexes obtenus d’autre part.
11.1. Choix du complexe 4PH9

La structure de I'enzyme cyclooxygenase-2, objet de notre étude, provient de la PDB qui
représente la principale source des complexe protéine-ligand sous forme de complexes

cristallographiques 3D. Parmi les nombreux complexes de notre cible enzymatique nous avons
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choisi celui portant le code4PH9 car elle constitue un compromis entre une bonne résolution

(1.81 A) et la présence d'un inhibiteur dans le site actif. Les caractéristiques de cette enzyme
sont regroupées dans le tableau V.4 ci-dessous.

Tableau V.4. Les caractéristiques de 1’enzyme 4PH9 [149].

Nombre
. . Nombre
Code de = Resolution o Nombre d’atome
Code Classification _ d’AA par
Pinhibiteur (A) de chaine ) par
chaine )
chaine
4ph9 IBP 1.81 Oxydoréductase A.B 583 4516

11.2. Interaction 4PH9-inhibiteurs

Le docking de 19 molécules téléchargées a partir de la banque PDB avec le format .mol2
portant des codes différents est effectué sur la structure cristallographique 4PH9. Les structures,

les noms ainsi que les résultats du docking par Surflex-dock de ces inhibiteurs sont représentés
dans le tableau V.5 suivant.

Tableau V.5. Les valeurs d’affinité des complexes 4PH9-inhibiteur.

Affini
Code de ,
Nom d’inhibiteur te Structure
P’inhibiteur
(M)
IBP 2-(4 isobutylphenyl)propionic acid | 4.55 n

2-[1-(4-chlorophenyl)carbonyl-5-
IMN methoxy-2-methyl-indol-3- 2.35
yl]ethanoic acid]
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1-phenylsulfonamide-3- F'%
G_S58 trifluoromethyl-5- 3.77 @
parabromophenylpyrazole .
[(2S)-2-(3-fluoro-4-phenyl- ‘
ELP phenyl)propanoic acid] 5.96 o O
Cl
2-[(2-chloro-6 i ;
LUR {2-[(2-chloro-6- 261 | o !
fluorophenyl)amino]-5-
methylphenyl}acetic acid }
H‘N/\\ \\/
N-[2-(cyclohexyloxy)-4- o ©
NS4 nitrophenyl]methanesulfonamide 269 O/
_N:
HO\H/"“--./HR[”
docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoic Ho )
HXA _ 4.38 s 1
acid . :H;T ﬂ\\ e //[H
2-[[3- )j©
FLF (trifluoromethyl)phenyl]amino] 417 Yow

benzoic acid
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les SN
D8 dimethylphenyl)amino]benzoic acid 3.94 o
N—O,
4-hydroxy-2-methyl-N-(5-methyl- Hy Hy M
ICD 1,2-oxazol-3-yl)-2H-1,2- 4.03 S~ o
benzothiazine-3-carboxamide 1,1- Al
dioxide s
(52,82,117,13S,147)-13-
LM8 methylicosa-5,8,11,14-tetraenoic 4.79
acid
SAL 3.79
2-HYDROXYBENZOIC ACID
2R)-2-(6-methoxynaphthalen-2- o
NPX (2R)-2 y P _ 4.73 O‘ -
yl)propanoic acid
ACD (5Z,82,11Z,14Z)-icosa-5, 8,11,14- | 3.9

tetraenoic acid
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(52,82,112,14Z,17Z)-icosa-
5,8,11,14,17-pentaenoic acid

(92)-octadeca-9,12,15-trienoic 3.52 ;
LNL _ .,
acid :
A
4-(5-methyl-3-phenyl-1,2-oxazol-4- 226 —y /:L‘7
. ~
COX yl)benzenesulfonamide LT
2-[2-[(2,6- 2.20 :%@
DIF dichlorophenyl)amino]phenyl]ethan @
oic acid
EPA 3.51

Parmi les complexes 4PH9-inhibiteur qui figurent dans le tableau V.5, nous avons retenu

le meilleur résultat uniquement. C'est-a-dire ce qui présente une activité inhibitrice non

négligeable sur I’enzyme COX-2. Le composé FLP porte le nom [(2S)-2-(3-fluoro-4-phenyl-

phenyl) propanoicacid] avec un score de docking égale a 5.96 M présente comme 1’inhibiteur

le plus puissant de notre cible COX-2.

Pour cette raison, nous avons choisis ce composé comme modele afin d’interpréter leurs

différents interactions établies avec 1’enzyme cyclooxygenase-2.
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11.3. Notion du site actif

Les enzymes sont en général des protéines globulaires possedent une région particuliére
reconnue par le ligand spécifique de la protéine s’appelle le site actif [150]. Le site actif apparait
alors sous la forme d'une petite cavité de la protéine enzyme. Cette cavité est définie par des
replis de la chaine polypeptidique de I'enzyme qui rapprochent des acides aminés souvent
¢loignés le long de la séquence d’acides aminés. Ce repli présente sur la face interne de la cavité
(souvent & dominante hydrophobe) des radicaux latéraux d'acides aminés (OH, NH ou NH2,
protons échangeables) dans une disposition caractéristique. Les molécules ou les ligands sur
lesquelles agit une enzyme sont définies comme les substrats de la réaction enzymatique [151].
Elles se fixent dans le site actif de I'enzyme en formant des interactions avec la surface de la
cavité du site actif. Ces interactions permettent en particulier d'orienter le substrat pour favoriser
la réaction. Les groupements fonctionnels de certains des résidus d'acides aminés qui forment
la cavité du site actif peuvent alors participer a la réaction. On parle de résidus catalytiques ou
de résidus du site actif. Le site actif est subdivise en deux parties : le site de
liaison/fixation/reconnaissance qui reconnait la complémentarité de forme avec un substrat
spécifique a I'enzyme et le site catalytique qui permet la réaction transformant le substrat en
produit [150].
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Figure V.5.Structure 3D de I’enzyme COX-2 avec les acides aminés de site actif, code :
4PH9.

I1.4. Les acides aminés du site actif de I’enzyme COX-2

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

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

Leu 93, Met 114, Val 117, Arg 121, Tyr 349, Val 350, GIn 351, Leu 353, Ser 354, Tyr 356,
Leu 360, Phe 382, Leu 385, Tyr 386, Trp 388, Phe 519, Met 523, Val 524, Glu 525, Leu 527,
Ala 528, Pro 529, Ser 531, Leu 532.
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11.5. Analyse visuelle des interactions« 4PH9-FLP»

La construction du complexe 4PH9- FLP par docking moléculaire avec le programme
Surflex-dock donne une affinité égale a égale a 5.96 M qui s’exprime par la mise en place de
deux liaisons hydrogéne et nef interactions hydrophobiques dans le site actif de I’enzyme. En

effet :

L’analyse visuelle montre que ce complexe est stabilisé par la formation de deux liaisons
hydrogene (figure V.6).
% La 1°¢ liaison est formée entre I’hydroxyle de ’inhibiteur FLP et le groupement hydroxyle

du résidu Tyr356 (O-H13............ O-H Tyr356) avec une distance de 2,45 A.

% La 2°™liaison est formée entre 1’hydroxyle de I’inhibiteur FLP et la fonction amine de

résidu Arg121 (H-O.......... H-Ne Arg121) avec une distance égale a 2,00 A.

ARG121

Figure V.6.Représentation des liaisons hydrogéne formées par I’inhibiteur FLP dans le site
actif de la COX-2.

De plus, cet inhibiteur est stabilisé également par plusieurs interactions hydrophobiques.
Elles sont réalisées avec les résidus Val 117, Val 350, Tyr 356, Leu 360, Leu 532, Ser 531, Ala
528.
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LEU3E0

SERS31

TiR356

Figure V.7. Représentation des interactions hydrophobiques formées par I’inhibiteur FLP.

I11. Proposition de nouveaux inhibiteurs du COX-2

111.1. Inhibition du COX-2 par les similaires de I’inhibiteur FLP

Afin de trouver de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la COX-2, nous avons réalisés
le docking moléculaire d’une collection de 297 similaires de I’inhibiteur FLP avec 95% de
similarité. Ces composés chimiques sont téléchargés a partir de la chimiothéque « PubChem ».
Les résultats de la simulation par Surflex-dock de ces similaires sont représentés dans le tableau

V.6 suivant.

Tableau V.6. Valeurs de I’affinité des similaires de FLP par Surflex-dock.

Code CID Affinité (M?) Code CID Affinité (M)
CID_3394 6.39 CID_67698931 4.41
CID_15890 0.35 CID_67699516 4.68
CID_22810 6.57 CID_68142451 7.48
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CID_72099 7.59 CID_68686475 3.07
CID_92337 6.40 CID_69084103 7.09
CID_3151587 4.05 CID_69114099 3.39
CID_11831237 6.93 CID_69633185 2.76
CID_20496664 6.90 CID_70148147 5.90
CID_40424080 6.23 CID_70486007 5.27

CID_21101 6.98 CID_70699645 6.62

CID_21106 6.91 CID_70699674 5.61

CID_162730 6.41 CID_70699803 6.16

CID_219068 6.63 CID_70699875 6.42

CID_448006 7.54 CID_76967121 7.24
CID_1393660 6.80 CID_76967122 6.35
CID_1393937 6.14 CID_82023339 4.29
CID_3013871 5.36 CID_83696535 5.85
CID_3687814 3.37 CID_89027446 5.96
CID_9972775 3.32 CID_90028720 1.05
CID_10042056 0.13 CID_90167621 5.32
CID_10198728 6.58 CID_90254902 5.35
CID_10657913 7.39 CID_90254904 3.28
CID_11253568 6.52 CID_91172561 6.91
CID_11507608 3.39 CID_91364882 4.86
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CID_11777274 6.27 CID_94737999 3.45
CID_13511684 4.34 CID_117682217 6.96
CID_20333459 6.21 CID_117682218 7.33
CID_20559789 6.77 CID_117701472 6.34
CID_21405816 7 CID_117975074 6.12
CID_21406751 6.25 CID_123414117 413
CID_21566267 6.48 CID_24256009 2.53
CID_21566291 6.22 CID_124351910 3.37
CID_24814872 7.09 CID_127018551 5.99
CID_40424093 5.96 CID_134951742 5.26
CID_45039292 6.60 CID_140306103 4.66
CID_46312684 7.10 CID_140306106 2.56
CID_46312686 6.19 CID_140306107 2.87
CID_46314799 6.91 CID_140970722 3.58
CID_52936825 6.97 CID_140990806 -1.37
CID_57068015 3.05 CID_140990807 2.61
CID_57089684 4.53 CID_141329356 0.10
CID_57740637 5.71 CID_142022002 6.46
CID_65430022 1.93 CID_144558881 4.49
CID_65431327 4.36 CID_1393927 6.14
CID_66839112 2.66 CID_150778797 5.75
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CID_66893375 6.30 CID_150832531 4.09
CID_67074565 5.61 CID_153835135 3.55
CID_67317446 2.05 CID_154224040 5.82
CID_67450670 7.49 CID_154308273 5.72
CID_67698539 441 CID_159069434 6.20
CID_24256076 2.97 CID_82023340 2.63
CID_42050515 3.21 CID_82023341 0.40
CID_42050655 2.50 CID_82023342 4.65
CID_42050657 3.49 CID_82023345 2.38
CID_42050669 3 CID_82038931 5.96
CID_42050675 5.15 CID_82039384 6.20
CID_42050677 3.39 CID_82089511 6.11
CID_42073785 4.74 CID_82089512 6.54
CID_42073787 3.99 CID_82093358 5.38
CID_44336320 4.03 CID_82093359 5.13
CID_44336321 5.86 CID_82093360 4.72
CID_45039292 6.60 CID_82093361 3.84
CID_46218270 6.59 CID_82093362 2.56
CID_46312681 7.09 CID_82094757 1.08
CID_46312682 6.81 CID_82140108 -0.54
CID_46312683 6.14 CID_82140151 1.12
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CID_46312685 6.48 CID_82140158 0.89
CID_53674906 2.28 CID_82140392 3.03
CID_54331620 6.69 CID_82140393 -0.28
CID_65430209 1.81 CID_82160579 1.48
CID_65430759 4.27 CID_82919383 1.72
CID_71683692 6.23 CID_82919678 1.30
CID_79015322 2.74 CID_82920453 3.70
CID_79015564 4.66 CID_83702854 3.54
CID_79015681 4.07 CID_83702855 5.81
CID_79366343 6.48 CID_83839440 6.48
CID_79434046 1.72 CID_83842211 7.15
CID_79434592 3.69 CID_83950992 2.65
CID_79435011 3.96 CID_83952418 4.35
CID_79435016 1.27 CID_83952426 2.64
CID_79436218 1.01 CID_83952705 3.03
CID_79436545 3.64 CID_83952829 3.25
CID_79436995 1.89 CID_83952838 4.67
CID_79438810 3.24 CID_83953172 1.60
CID_79439172 4.27 CID_83954296 4.43
CID_79439247 3.70 CID_83954902 1.69
CID_79439801 1.53 CID_83955040 0.93
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CID_79440250 3.32 CID_83955661 5.15
CID_79440629 3.89 CID_84026164 6.49
CID_79440934 3.94 CID_84182615 6.61
CID_79440938 1.99 CID_84182616 6.69
CID_80694136 5.66 CID_84182617 6.83
CID_81007733 2.86 CID_84666821 6.05
CID_81008059 3.39 CID_84666885 5.69
CID_81008283 3.84 CID_84677710 6.42
CID_81008284 2.30 CID_84677761 5.86
CID_81114010 6.41 CID_84718638 5.46
CID_82023325 0.43 CID_84781252 5.97
CID_82023326 2.23 CID_84781266 3.99
CID_82023327 4.45 CID_84789733 6.10
CID_84799237 5.46 CID_24255978 2.16
CID_84820628 3.82 CID_24255979 4.37
CID_88360021 6.60 CID_24255986 3.78
CID_88360081 6.18 CID_24255999 4.67
CID_88360118 7.57 CID_24256000 3.32
CID_21955825 2.80 CID_24256001 3.42

CID_40387 4.23 CID_24759762 6.93
CID_755479 2.24 CID_26249042 2.16
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CID_795471 3.87 CID_40418540 3.07
CID_1392312 6.10 CID_82140111 1.76
CID_6992950 3.40 CID_90028720 1.05
CID_6999905 0.32 CID_97455909 5.80
CID_9794824 7.64 CID_97455910 3.82
CID_10014749 7.59 CID_101516461 3.90
CID_10082414 6.58 CID_105404800 1.71
CID_11230781 6.51 CID_105404803 3.15
CID_11658795 2.52 CID_105404807 3.73
CID_11715848 4.64 CID_105404812 3.50
CID_11737087 6.27 CID_107129344 5.99
CID_12264301 6.11 CID_107129347 5.91
CID_19601131 6.41 CID_107129350 5.18
CID_20273701 4.07 CID_107514212 6.24
CID_20302449 6.13 CID_107514216 6.19
CID_21405818 7.12 CID_107514217 6.56
CID_21406809 6.02 CID_107514227 4.87
CID_21454180 6.51 CID_107514691 2
CID_21479673 5.28 CID_110282021 2.66
CID_21523267 6.71 CID_114930821 1.37
CID_21554186 7.37 CID_114930823 2.40
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CID_21798820 2.89 CID_114930826 -1.26
CID_21957437 6.90 CID_114930829 1.50
CID_22215040 3.32 CID_117349421 6.65
CID_23358759 2.17 CID_122470832 6.16
CID_23464965 6.70 CID_124303551 5.28
CID_23530560 6.54 CID_124351908 414
CID_23530563 6.32 CID_124351909 6.70
CID_24255934 3.01 CID_124351917 3.62
CID_24255949 3.47 CID_124351918 5.41
CID_24255952 1.01 CID_131667431 6.64
CID_24255953 4.13 CID_132568185 6.39
CID_24255954 2.80 CID_134617322 6.64
CID_24255955 5.56 CID_134622732 6.69
CID_24255962 2.58 CID_134658412 6.10
CID_24255973 1.52 CID_139030317 5.75
CID_24255976 4.04 CID_141922917 6.27
CID_24255977 0.32 CID_151930463 4.48
CID_155887510 6.68 CID_160974446 3.75
CID_162623496 3.12 CID_162641548 6.90
CID_162641760 7.59
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I11.2. Molécules selectionnées comme candidats

Parmi les molécules dockés et représentés dans le tableau V.6, les composés portants les
codes CID72099 [Acide (2 S)-2-(3-fluoro-4-phénylphényl) propanoique] et CID448006 [Acide
(2 S)-2-(4-phenylphényl) Propanoique] ont montrés les scores de docking les plus élevés. Ils

sont considérés comme les meilleurs inhibiteurs de notre cible enzymatique.

Tableau V.7. Données chimiques et structurales des composés sélectionnés comme candidats.

Code de Affinité

Pinhibiteur Structure Nom chimique (M*)

F.
‘ Acide (2 S )-2-(3-fluoro-4-

CID72099 ) ) 7.59
phénylphényl)propanoique
0
?
Acide(2S)-2-(4
CID448006 phénylphényl) 7.54

Propanoique

111.3. Prédiction du mode d’interaction des meilleurs composés

La visualisation des différentes interactions ainsi que le positionnement des inhibiteurs au

sein du site actif de la COX-2 a été réalisée a I’aide de logiciel Discovery studio visualizer.
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111.3.1. Interaction 4PH9-CID72099

Le score de docking calculé par le programme Surflex-dock est traduit par la formation de
différentes liaisons (hydrogene et hydrophobique) entre I’enzyme et cet inhibiteur. Le complexe
4PH9-CID72099est stabilisé par la formation des interactions hydrophobiques entre I’inhibiteur
et les acides aminés de site actif suivants : Val350, Leu353, Tyr356, Leu360 et Ala528. Les
liaisons de type hydrophobique observées lors de I’interaction sont représentées dans la figure

V. 8 ci-dessous.

WAI350

LEU3E0

1

Figure V.8. Représentation des interactions hydrophobiques formées par 1’inhibiteur

CID72099.

De plus, I’analyse visuelle montre la présence de trois liaisons hydrogéne :

e La premiére liaison est établie entre I’oxygene de I’inhibiteur et I’hydrogene de groupement

amine du résidu Arg121 (O.......... H-Nu2-Arg121) avec une distance 1.98 A.

e Ladeuxieme liaison est formée entre I’oxygene de I’inhibiteur et I’hydrogene de groupement
amine du résidu Arg121 (O.......... H-Ne2- Arg121) avec une distance égale & 1.93 A.
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e Latroisieme liaison est formée entre le fluor de I’inhibiteur et I’un des atomes de 1’hydrogéne

du résidu de Ser531 (F.......... H-Cs- Ser531) avec une distance 2.32 A.

Dans la figure V.9 suivante nous avons résumé les paires d’atomes interagissant dans les

différentes interactions.

ARG121

SERS31

il

Figure V.9. Représentation des liaisons hydrogéne formées par I’inhibiteur CID72099.

111.3.2. Interaction 4PH9-C1D448006

A la lumiére des résultats obtenus, I’inhibiteur dont le code ID est CID448006, donne la
meilleure affinité (7.54 M), ainsi qu’une bonne pénétration au niveau du site actif. L’analyse
visuelle des interactions entre ce composé et I’enzyme COX-2 est représentée dans les figures
V.10 et V.11 suivantes. Cet inhibiteur forme deux liaisons hydrogene avec les acides aminés

suivants.

e La premiere liaison est établie entre le carbonyle de I’inhibiteurCID448006 et I’hydrogéne
de la fonction amine du résidu Arg121 (O.......... H-Ne- Arg121) avec une distance egale a

2.04 A,

e La deuxiéme liaison est formée entre I’hydroxyle de I’inhibiteur CID448006 et le
groupement amine du résidu Arg121 (O.......... H-Nu2- Arg121) avec une distance de 1.96 A,
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)
ARG121

Figure V.10. Représentation des liaisons hydrogéne formées par I’inhibiteur CID448006.

De plus, la visualisation des résultats du docking montre que I’inhibiteur CID448006
forme avec le site actif de la 4PH9 plusieurs interactions hydrophobiques avec les résidus
suivantes Valll, Leu353, Val350, Leu360, Leu532, Ala528. Ces interactions sont représentées
dans la figure V.11 ci-dessous :

VALT17

LEUS32

LEU3GO

>~ LEU353

Figure V.11. Représentation des liaisons hydrophobes formées par 1’inhibiteur CID448006.
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IV. Prédiction de la similarité médicamenteuse

Nous avons jugé utile de compléter notre recherche en déterminant les propriétés ADME-
Tox des principales molécules sélectionnées. A ce titre, nous avons utilisé le serveur
SwissADME pour prédire in silico les propriétés physico-chimiques et pharmacocinétique des
meilleurs composés, et le serveur PreADMET pour prédire les propriétés toxicologiques. Ces
résultats sont ensuite comparés a ceux de la molécule de référence FLP. Les valeurs des

propriétés observées sont montrées dans les tableaux qui suivent
IV.1. Propriétés physico-chimiques

Nous avons prédit les paramétres physico-chimiques des meilleurs inhibiteurs de la COX-

2 en utilisant le serveur SwissADME.

Tableau V.8.Criteres de la régle de Lipinski pour les inhibiteurs a partir de serveurs

SwissADME
Code CID
FLP CID72099 CI1D448006
Propriété
206.28 244.26 226.27
Poids moléculaire (g/mol)
Nombres donneurs de liaison H 1 1 1
Nombre d’accepteurs de liaison H 2 3 2
LogP 2.17 2.19 2.06

Nombre de liaison de rotation 4 3 3

TPSA(A?) 37.30 37.30 37.30

Le tableau V.8 montre que les deux inhibiteurs CID72099 et CID448006 comme le FLP
répondent favorablement a la régle de Lipinski ainsi que celle de Veber. Pour la régle de
Lipinski, les trois composés possédent un poids moléculaire inférieurs de 500 Da et un
coefficient de partage inférieur a 5. Concernant la regle de Veber, la surface polaire de ces
composés est moins de 140 A2. Ainsi que, un nombre inférieur ou égale & 10 de liaisons de

rotation pour les trois inhibiteurs. Donc on peut dire, que les résultats des deux régles nous
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permettent de conclure que les deux inhibiteurs proposés possedent une bonne biodisponibilité
orale.

IV.2. Propriétés pharmacocinétiques

Nous avons prédit in silico les paramétres pharmacocinétiques afin d’affirmer notre
sélection en utilisant le serveur SwissADME.

Tableau V.9. Propriétés pharmacocinétiques des inhibiteurs a partir de serveurs SwissADME.

Code ID
FLP CID72099 C1D448006
Propriété
Haute Haute
GI absorption Haute
Oui
BBB perméabilité Oui Oui
Non Non Non
CYP1AZ2 inhibition
Non Non Non
CYP2C19 inhibition
Non Non Non
CYP2C9 inhibition
Non Non Non
CYP2D6 inhibition
Non Non
CYP3A4 inhibition Non
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Les résultats de tableau V.9 montrent que 1’inhibiteur FLP comme les deux inhibiteurs
CID72099 et CID448006 posseédent d’une perméabilité gastro-intestinale élevée, ce qui permet
de traverser la barriere gastro-intestinale pour arriver au sang. Par ailleurs, ces composés
peuvent traverser facilement a barriére hémato-encéphalique. Concernant 1’inhibition des
isoenzymes du cytochrome P450 (CYP), nous remarquons que les trois molécules n’inhibent
aucun CYP. En effet, la prédiction de cette inhibition est importante pour découvrir les

interactions médicamenteuses et éviter leur risque.

IV.3. La toxicité

Dans le but d’examiner la toxicité des inhibiteurs proposés pour notre cible enzymatique.
Dans le tableau V.10 ci-dessous nous avons présenté quelques criteres déterminés in silico en
utilisant le serveur PreADMET.

Tableau V.10. Le profil de toxicité des composes etudiés obtenus a partir de serveur

PreADMET.
Code I
FLP CID72099 C1D448006
Paramétre

Carcino_souris positive Positive
Négative
Carcino_Rat Négative Négative Négative
Mutagéne

Test d’Ames Mutagéne Mutagéne

HERG _inhibition Risque medium Risque medium Risque medium

D’apres le tableau V.10 La prédiction de la toxicité montre que :

e Le pouvoir carcinogéne des inhibiteurs FLP et CID72099 pour les souris est positif. Par

contre, il est négatif pour 1’inhibiteur CID448006.

e Le pouvoir carcinogene des trois composes pour les rats est négatif.
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e Les trois inhibiteurs étudiés ont un effet mutagene, ayant la capacité de modifier la
structure chromosomique et pouvant induire des transformations génétiques et provoque

des mutations sur I’ADN.

e Concernant le test d’inhibition du géne hERG, nous avons remarqué un bon résultat pour
les trois inhibiteurs. Il a ét¢ démontré que 1’inhibition du géne hERG prolonge le potentiel

d’action cardiaque.

En fin, les deux inhibiteurs de la COX-2 étudiés répondent favorablement aux critéres
physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques. Ces informations sont tres utiles lors

de leur optimisation et développement pour devenir des candidats médicaments.
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CONCLUSION

L’objectif principal de notre travail est la recherche in silico par le programme de docking
moléculaire Surflex-dock des nouveaux inhibiteurs de la cyclooxygenase-2 cible enzymatique
impliqué dans les phénomenes d’inflammation. Pour atteindre cet objectif, nous avons réalisé

plusieurs étapes.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons affirmé que Surflex-dock est un

programme adapté a notre étude selon deux critéres :

e Le coefficient de corrélation linéaire (r) existant entre le score de docking moléculaire
calculé par Surflex-dock (Affinité ou Final-0) et I’activité biologique déterminée
expérimentalement (ICso) de 71 complexes protéine-ligand téléchargés a partir de la PDB de

fagon aléatoire. Un coefficient de corrélation d’une valeur de -0.63 a été obtenu.

e L ‘analyse visuelle réalisée par le programme discovery studio visualizer permettant de
montrer s’il y a ou pas superposition des ligands simulés par Surflex-dock par rapport au

ligand co-cristallisé de la PDB.

Ces deux tests nous permettent de considérer Surflex-dock comme un logiciel de docking
moléculaire hautement performant, et peut étre utilisé sans trop de risque d'erreurs pour genérer

par simulation informatique de nouveaux inhibiteurs de notre cible enzymatique la COX-2.

Dans la deuxiéme partie, nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre la
COX-2 et ses divers inhibiteurs tirés de la PDB par visualisation de différentes liaisons mis en
jeu. Les résultats montrent que le composé FLP posséde le meilleur effet inhibiteur de I’enzyme

COX-2 avec une affinité égale 2 5.96 ML,

Dans la troisiéme partie, nous avons tenté de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus
puissants de la COX-2. Pour ce faire nous avons réalisés un docking moléculaire de la collection
de 297 similaires de I’inhibiteur FLP issus de la chimiothéque PubChem avec 95% de similarité.
Cette étude met en évidence les composés suivants : CID72099 et CID448006 comme les
meilleurs inhibiteurs pour notre cible enzymatique qui ont une affinité égale & 7.59 M pour le

premier et 7.54 M pour le second.

Afin de valider ces résultats, la derniére étape de notre recherche consiste a vérifier certains
criteres physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques des composés CID72099 et
CID448006 grace aux serveurs SwissSADME et PreADMET. L’évaluation de ces différentes

propriétés a montré que les deux inhibiteurs proposés possedent un bon profil ADME-Tox. De
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Conclusion

ce fait, on peut dire que les résultats obtenus sont encourageants et trés utiles lors de leur

optimisation et développement pour devenir des candidats médicaments.

Il conviendrait dans le prolongement de cette ¢tude, de tester I’activité biologique des
composés nouvellement proposés par une étude expérimentale in vitro et/ou in vivo pour

confirmer les résultats théoriques réalisés in silico.
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Théme : Etude in silico des interactions de nouveaux inhibiteurs sur la Cyclooxygénase, cible
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Résumé

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Au cours de cette recherche, nous nous
sommes appuyés sur le traitement de maladies inflammatoires bas¢ sur [’inhibition de la
cyclooxygenase-2, une enzyme important qui impliquée dans la production de prostaglandines, des
substances qui jouent un role clé dans I'inflammation.

L’objectif principal de notre travail, consiste a étudier au moyen du docking moléculaire par le
programme Surflex-dock, les modes de liaison d’une série de petites molécules chimiques sur la cible
COX-2 et, ensuite a proposer des nouveaux inhibiteurs potentiels pour cette cible.

Le logiciel Surflex-dock est hautement performant, avec un bon coefficient de corrélation linéaire
(r=-0,63) entre I’affinité et I’activité biologique ICso. On peut donc, utiliser ce programme sans trop
de risque d'erreurs pour générer par simulation informatique de nouveaux inhibiteurs de I’enzyme
COX-2. L’évaluation de 1’affinité des inhibiteurs issus de la PDB a permis de dégager celles présentant
le meilleur effet inhibiteur. Il s’agit de composé FLP dont le score de docking est égale a 5.96 M. Le
docking moléculaire par Surflex-dock d’une collection de 297 similaires de 1’inhibiteur FLP issus de
la chimiotheque PubChem avec 95% de similarité, fait ressortir les composés CID72099 et CID448006
comme meilleurs inhibiteurs de la COX-2 qui ont des affinités égale & 7.59 M™* pour le premier et 7.54
M1 pour le second.

Afin de valider ces résultats, la prédiction in silico de la similariteé médicamenteuse nous informe de
maniere positive sur les propriétés ADME-Tox des inhibiteurs proposes.
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