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Introduction générale

La cyclooxygénase est une enzyme clé impliquée dans la synthése des prostaglandines
a partir de l'acide arachidonique. Cette voie enzymatique est importante sur le plan clinique
car elle est principalement ciblée par les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qu’ils
sont utilisés pour soulager I'inflammation. Cependant, les AINS synthétiques actuellement
disponibles présentent des effets secondaires variés. Par conséquent, de nombreuses études
sont en cours pour découvrir de nouvelles molécules d'origine naturelle ayant des effets anti-

inflammatoires, dans le but de remplacer les molécules synthétiques.

Pour faciliter ce processus de recherche et de développement, des programmes
performants ont été développés et mis a la disposition de la communauté scientifique. Ces
programmes utilisent des méthodes de conception de médicaments in silico, telles que le
docking moléculaire. Le docking moléculaire est une technique de criblage basée sur la
structure qui permet de prédire la structure d'un complexe formé par des petites molécules
appelées ligands et une cible biologique, généralement une protéine. Cette méthode de
modélisation moléculaire offre un complément aux méthodes expérimentales traditionnelles,

ce qui permet de gagner du temps et de lI'argent dans la découverte de nouveaux médicaments

[1].

Dans cet objectif, cette étude a été réalisée afin de contribuer au développement de
nouveaux inhibiteurs de la COX2 (51KR), pour ce faire le docking moléculaire a été réalisé a

I'aide du logiciel AutoDock Vina 1.5.6. Notre travail est organisé en trois chapitres:

Le premier chapitre présente I'état de I'art de la modélisation moléculaire et son réle
dans la recherche et le développement de nouveaux inhibiteurs, suivi par une introduction au
docking moléculaire. Dans le deuxiéme chapitre, des généralités sont abordées concernant les
cyclooxygénases (COX): leur structure, leur réle, leur localisation tissulaire, ainsi que la
similitude structurelle entre la cyclooxygénase 1 et 2. Le troisieme chapitre (partie pratique)
détaille le matériel utilisé pour obtenir les structures des cibles étudiées a partir de la Protein
Data Bank, ainsi que celles des ligands provenant de la base de données Natural Product
Activity and Species Source. Ce chapitre décrit également le protocole de docking
moléculaire effectué a l'aide du logiciel AutoDock Vina, suivi d'une analyse et d'une
discussion des résultats obtenus au cours de cette étude. Enfin, les résultats essentiels sont
exposés et une discussion est menée. A la fin, une conclusion générale résume I’ensemble du

travail réalisé.
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I. Introduction

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de
docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des
principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec une cible biologique
d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme

dans lequel cette protéine est impliquée [1].

1. Le docking Moléculaire

C’est une méthode in silico qui permet d'étudier les interactions entre des biomolécules et
de prédire la structure d'un complexe forme par un ligand et son récepteur [2]. Cette méthode
implique la simulation des différentes interactions moléculaires entre les deux entités
biologiques, en utilisant des approches informatiques et des algorithmes sophistiqués pour
déterminer les conformations les plus stables et les plus énergétiquement favorables pour le

complexe ligand-récepteur, Figure 01.

Protéine  Ligand Docking moléculaire

docking -
_—

1{(9 docking
; R

Tk

Figure 01 : Représentation schématique du docking moléculaire.
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2. Principe

Tout programme de docking repose sur la réalisation de deux étapes principales : la
premiére (searching) et la seconde (scoring). L'étape de docking implique la sélection de la
conformation la plus favorable et de I'orientation relative du ligand au sein de son récepteur,
en plagant le ligand dans le site actif de la protéine et en évaluant les conformations, positions
et orientations possibles. Cette étape est automatisée a l'aide d'algorithmes de docking qui
améliorent la vitesse et la précision des simulations [3]. L'étape de scoring consiste a classer
les poses obtenues lors du docking en estimant mathématiquement l'affinité entre le ligand et
la protéine [4]. Cette tAche est réalisée par des fonctions de score qui estiment les différentes
contributions énergétiques pour la stabilisation du complexe protéine-ligand et ordonnent les
complexes pour identifier les interactions les plus favorables [5-6], la Figure 02 ci-dessous

représente les étapes du docking moléculaire.

ERecherche Ligand
conformationnelle ” Scoring
- -
igand Protéine Protéine

Figure 02 : Représentation schématique des étapes du docking moléculaire [7].

3. Types de docking moléculaire

Il existe plusieurs types de docking en fonction de la prise en compte de la flexibilité du
ligand.

Le docking rigide, ou les récepteurs et les petites molécules sont traités comme ennuyeux,
tandis que le docking flexible prend en compte la flexibilité du ligand en effectuant deux
étapes : I'exploration de I'espace conformationnel et I'évaluation des conformations proposées

[8]. Le docking semi-flexible est utilisé pour les molécules tres flexibles, et utilise des
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algorithmes de fragmentation pour construire le ligand de fagon incrémentielle dans le site
actif de la protéine [9].

4. Algorithme de docking

Les algorithmes ont été congus pour rechercher de fagcon objective, rapide et efficace les
modes d’association récepteur-ligand les plus favorables. La prédiction de la conformation du
ligand dans le site actif de la protéine est le plus grand défi du design des drogues basé sur la
structure [10-11].

11 existe trois types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité du ligand :
4.1. Méthodes systématiques

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Dans un premier
lieu, un ou plusieurs fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein du site actif et donc
mis en interaction avec la cible, puis le ligand est reconstruit en placant les fragments

flexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion [12].

4.2. Méthode stochastique (génétique)
L’approche stochastique est plus précise, a partir d’'une position initiale aléatoire, a
I’extérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site actif étudié par la

répétition successive des mouvements et d’évaluations de 1’interaction ligand-récepteur [13].

4.3.  Méthodes de Simulation
Les méthodes de simulation sont basées sur la résolution des équations du mouvement
de Newton. Elles comprennent notamment les techniques de dynamique moléculaire et des

algorithmes de minimization [14].

5. Fonctions de scores

Les fonctions de score peuvent étre classées dans quatre grandes catégories:

5.1. Les fonctions de scoring empiriques
Les termes représentant chacun des types d’interactions connues dans le complexe
(liaison hydrogéne, contact hydrophobe, interaction ionique et parfois les contributions
entropiques) sont additionnées. La plupart des programmes de docking implémentent ce type

de fonction de score témoignant de leur efficacité en termes de rapport précision/rapidité [15].
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5.2.  Fonctions de score basées sur les champs de force

Les fonctions de score basées sur un champ de force qui est une fonction mathématique
exprimant 1’énergie d’un systéme par la somme de divers termes issus de la mécanique
moléculaire. L’utilisation de champ de force permet de calculer 1’énergie d’interaction du
complexe récepteur-ligand et 1’énergie interne du ligand. Les interactions entre récepteur et
ligand comprennent souvent des termes de Van der Waals et électrostatiques [16-17]. Les
fonctions de score qui se basent sur les champs de force les plus rigoureux comme AMBER
[18-19], CHARMM [20-21].

5.3.  Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based »

Ces fonctions proviennent de I’analyse des structures tridimensionnelles des complexes
ligand-protéine determinés de maniere expérimentale. Des régles définissant la géométrie
préférentielle des interactions sont déduites de ces structures grace a des moyens statistiques
[22]. Ces fonctions statistiques permettent d’établir une corrélation entre [1’état
thermodynamique du complexe protéine-ligand qui forme un systeme et la probabilité de
trouver ce complexe dans un état microscopique donné. Ainsi les fréquences sont converties
en enthalpie libre (énergie) grace a une distribution de Boltzmann, les potentiels sont donc

nommes potentiels de force.

5.4. Fonctions de score consensus
Les fonctions de score consensus [23-24], combinent les informations obtenues a
partir des différents scores, afin de compenser les erreurs des fonctions de score individuelles.
Plusieurs études ont montré que ces fonctions performent le calcul des énergies libres des
complexes et ainsi les interactions protéine-ligand mieux que les fonctions individuelles
[25-26]. Un exemple de fonction de score consensus est X-CSCORE [27], qui combine un
PMF [28-29] et ChemScore [30].

6. Les outils de docking moléculaire
6.1. Récepteurs
La premiére grande voie d’¢tude et de conception de molécules bioactives par
modélisation moléculaire est celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche
est basée sur 1’exploitation de la structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible.
Trois méthodes expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure des

protéines : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et la
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cristallographie par rayons X. Cette derniére technique est responsable de la majorité des
structures issues d’une base de données de structures appelée la Protéine Data Bank (PDB)
[31-32].
6.2. Ligand
La structure des ligands est obtenue par deux moyens :
1. Consiste a utiliser des ligands du PDB ou de la littérature avec possibilité de les reproduires
par dessin optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....) grace a des
logiciels deconstruction moléculaires tels que Titan.
2. Consiste a utiliser des collections de molécules virtuelles commerciales, constituées de
bases de données de structures chimiques appelés chimiotheques ou espaces chimiques dont
la plus utilisée est PubChem [33].
6.3. Programmes de docking
Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour
étudier les différentes interactions et les conformations les plus favorables du ligand au sein
de son récepteur. Actuellement, un grand nombre de logiciels de Docking moléculaire sont
disponibles tels que: GOLD, AUTODOCK, AUTODOCK VINA, FLEXX, SURFLEX,
MOLEGRO VIRTUAL DOCKER, UCSF CHIMERA [34-35], les principaux programmes de
docking moléculaire sont illustrés dans Tableau 01.

Tableau 01 : Adresses des principaux programmes de docking moléculaire [36].

Nom Editeur

AutoDock  Scripps http://www.scripps.edwmb/olson/doc/autodock/
Dock | UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu
FlexX | BioSolvellT | http://www.biosolveit.de/flexX/
Fred | OpenEyes | http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide = Schrodinger | hitp://www.schrodinger.cony/Products/glide.html
Gold | CCDC  hup://www.cede.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM = Molsoft | http://www.molsoft.com/products.html
Ligand Fit = Accelrys | http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex = Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

L’AutoDock : est un programme utilisé pour le docking protéine-ligand. Il s'agit d'un
ensemble de procédures, dont le but de prédire l'interaction de petites molécules, telles que
des médicaments candidats « ligand » ou des substrats a un récepteur dont la structure 3D est

connue.
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Les distributions actuelles d'AutoDock se composent de deux générations de logiciels :
AutoDock 4 et AutoDock Vina [37].

AutoDock Vina est un nouveau programme de docking moléculaire et le criblage virtuel, ce
logiciel a été développé pour augmenter la vitesse d'exécution tout en conservant des résultats
de haute qualité, voire meilleurs que son prédécesseur AutoDock 4 [38-39]. Congu et mis en
ceuvre par le Dr Oleg Trott du Scripps Research Institute [39], AutoDock Vina calcule les
grilles atomiques nécessaires en interne, ce qui élimine la nécessité de pre-calculer les cartes

de grille pour chaque type d'atome et accélere le processus.

«» L’algorithme de positionnement des ligands de Vina est un algorithme d’optimisation

locale de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) [38].

% Pour l'estimation de [l'affinité ligand-récepteur, Vina utilise une fonction de score
empirique qui s'inspire de la fonction X-score [39] et comme cette derniére, elle a été calibrée
sur “PDBbind” [38], une base de données qui regroupe les valeurs d’affinités expérimentales

dont les structures des complexes sont connues dans la PDB [38].

7. Criblage Virtuel
Le criblage virtuel est une approche théorique permettant de simuler D’activité
biologique d’un trés grand nombre de ligand pour ne sélectionner que les meilleurs. Cette
approche est désormais largement utilisée lors des premieres phases de conception d’un
nouveau medicament. Le criblage virtuel peut étre divisé en deux méthodes selon la
disponibilité d'informations structurelles.
Le criblage virtuel basée sur la structure de la cible « Structure-based » et le criblage virtuel
basé sur la structure des ligands « Ligand-based » [40-41].
7.1. Les approches ligand-based
Sont souvent appliquées lorsque les informations structurelles sur la protéine cible
sont rares et analysent les propriétés biologiques et chimiques d’une panoplie de ligands. Ils
comprennent des pharmacophores a base de ligand, des modeles de relation quantitative
structure-activité (QSAR) ainsi que des calculs de similitude basés sur les propriétés
physicochimiques et les formes moléculaires [42].
7.2. Les approches structure-based
Avec l'identification croissante des cibles biologiques et de leurs structures
tridimensionnelles, les approches structure-based sont devenues plus populaires. Elles

consistent a estimer la complémentarité structurale de chaque molécule criblée avec le site
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actif considéré [41-42]. Bien que ces deux approches soient surtout utilisées de maniere
exclusive, leur combinaison lors du criblage permet de maximiser les chances de succes pour
identifier de nouvelles touches "hits" [40-42], (Voir la Figure 03).

Criblage basée sur le ligand Criblage basée sur la structure

Figure 03 : Illustration schématique des approches ligand-based et structure-based.
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1. Cyclooxygénases

La cyclooxygénase (COX), membre de la famille des peroxydases de I'néme de type
animal officiellement connue sous le nom de prostaglandine-endoperoxyde synthase (PTGS).
C’est elle qui est responsable de la formation de prostanoides, y compris le thromboxane et
les prostaglandines qui sont responsables de la réponse inflammatoire & partir de I'acide
arachidonique. La réaction spécifique catalysée est la conversion de I'acide arachidonique en
prostaglandine H2 via un agent a courte durée de vie intermédiaire prostaglandine G2
[43-44]. La COX est connue comme une enzyme limitante car elle sert de voie principale ou
de clé pour la formation de ces prostanoides, mais elle n'est pas entieérement mauvaise, elle est
méme nécessaire aux processus cellulaires normaux. Les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) agissent sur la COX pour réduire I'inflammation [45], bien qu'ils le fassent souvent

avec succes, certains peuvent nier certains des effets positifs de COX dans leurs efforts.

2. Caractérstiques structurales et fonctionnelles des COX
2-1. La Cyclo-Oxygénase-1 (COX-1)

La COX-1 humaine, composée de 576 acides aminés (72 Kilo daltons), est codée par un gene
qui se situe sur le chromosome 9. Elle est constitutivement exprimée dans la majorité des
cellules et des tissus, notamment dans I’appareil digestif, les reins et les plaquettes sanguines.
On la retrouve dans I’estomac, les plaquettes, le foie, les poumons, I’intestin, le systéme
nerveux central de I’humain, du rat, et de chien. La COX-1 est localisée principalement dans
le réticulum endoplasmique et dans I’enveloppe nucléaire des cellules endothéliales [46]. La

Figure 04 ci-dessous présente la structure de COX-1.
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Figure 04 : Structure de la Cyclooxygénase-1.

2-2. La Cyclo-Oxygénase-2 (COX-2)

Elle a été découverte en 1991, la COX-2 humaine est composée de 581 acides aminés
(74 Kilo daltons) dont la séquence est homologue a 60% environ a celle de la COX-1. Codée
par un géne qui se situe sur le chromosome 1, la COX-2 est une enzyme principalement
inductible. Cependant, elle est constitutivement exprimée dans certains tissus tels que le
cerveau et le rein. Cette enzyme 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, COX-2 préfére se localiser dans I’enveloppe
nucléaire ou son activité est plus importante [47]. La Figure 05 ci-dessous présente la
structure de COX-2.

10
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Figure 05 : Structure de la Cyclooxygénase-2.

3. Role de la cyclooxygénase dans I'inflammation

L’inflammation est définie comme 1’ensemble des modifications vasculaires, tissulaires et
produites chez les étres pluricellulaires par toute atteinte a leur intégrité tissulaire. Des stimuli
pro-inflammatoires peuvent induire la COX-2 [48].

La COX-2 permet la synthese de PGs et la surexpression de la COX-2 augmente
considérablement le niveau de PGs dans plusieurs types de cancers. Il est démontré que la
PGE?2 produite dans plusieurs types de cancers inhibe la prolifération cellulaire des cellules B
et T du systeme imnninitaire et la synthese des cytokines du systéme immunitaire en plus de
diminuer D’activité cytotoxique des cellules NK. Cet effet antiprolifératif contribue a la
suppression du systeme immunitaire associée aux PGs. La PGE2 inhibe la production de TNf-
u et induit FIL-10, qui ont des effets immunosuppresseurs [49]. Les PGs produites suite a la
surexpression de la COX-2 permettent ainsi aux cellules transformées de déjouer la

surveillance immunitaire.

11
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4. Les différences entre COX-1 et COX-2
4-1.  Expression dans les tissus

La COX-1 est exprimée de maniére ubiquitaire et constitutive dans les tissus et les
cellules de mammiferes, tandis que la COX-2 est hautement inductible et est généralement
présente dans les tissus de mammiféres a des niveaux trés faibles, & moins qu'elle ne soit
augmentée par lI'un des nombreux types de stimuli tels que les cytokines et les facteurs de
croissance.
Les deux COX sont largement situés du coté lumenal de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE) et de I'enveloppe nucléaire, bien qu'ils aient également été détectés dans
certaines situations dans les corps lipidiques, les mitochondries, les structures filamenteuses,

les vésicules et dans le noyau [50-51].

4-2. Fonctions et implications pathologiques
La COX-1, présente de maniere ubiquitaire, a un role de « ménage » dans I'organisme,
étant impliquée dans I'hnoméostasie tissulaire, et elle semble étre responsable de la production
des prostaglandines impliquées dans la cytoprotection gastrique, l'agrégation plaquettaire, le
flux sanguin rénal. L'autorégulation et le declenchement de la parturition , au maintien de
I’intégrité de la muqueuse gastrique, a la production de prostaglandines anti-thrombogéniques
PGI2 dans les cellules endothéliales ainsi qu’a la régulation du flot sanguin aux reins par la

production de prostaglandine vasoactive PGE2 [52-53].

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 [54].
L’IL-la induit ’expression de la cPLA et mobilise 1’acide arachidonique, le substrat de la
COX-2. En plus d’étre la responsable de la synthése de PGs associees a la douleur et a la
fievre [55], la COX-2 est aussi impliquée dans le développement du systéme cardiovasculaire
[56], ’arthrite rhurnatoide, la reproduction chez la femelle [57], 1a maladie d’ Alzheirner [58],
certaines fonctions immunologiques, la régulation de la croissance cellulaire [59],
I’angiogenese[60], 1’apoptose [61] et la prolifération , la croissance des cellules normales et

cancéreuses [62]. Les differences entre COX-1 et COX-2 sont illustrés dans le Tableau 02.

12
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Tableau 02 : Différences Cyclooxygénase-1 / Cyclooxygénase-2 [63].

COX-1

COX-2

Similitude structurelle

Seulement 60% d'homologie dans la séquence d'acides aminés
(COX-1 et COX-2 sont codées par des genes différents). Le site
actif de COX-2 est plus grand que celui de COX-1.

Régulation Présence physiologique, | Formation induite lors
multiplication possible de la | d'inflammation (synthése
concentration par un facteur | multipliée par 10 a 80 en cas de
deux a quatre. stimulation appropriée

inflammation, hormones)

Expression Constitutive Induite

Nom du gene PTGS1 PTGS2

Localisation du gene Chr.9 (9933.2) Chr.1 (1g31.1)

Poids moléculaire 71kDa 72kDa

Nombre d’acide amine 576 604

Localisation tissulaire Présente dans la plupart des | Présence :

tissus, surtout abondante dans
les thrombocytes, les cellules
endothéliales, I'estomac, les

reins et les muscles lisses.

-Physiologique dans la prostate,
l'utérus, les testicules et les

poumons.

-dans tous les tissus apres

induction

Fonction de I'enzyme

Production de prostaglandines
a  fonctions  protectrices,
régulant le fonctionnement
rénal, la fonction digestive et

la coagulation sanguine.

Activée par une inflammation
qu'elle aggrave par la production
de prostaglandines pro
inflammatoires, mais, role
physiologique non négligeable

pour le maintien de diverses

13
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fonctions vitales.

5. Site actif des COX

L’enzyme cyclooxygénase posséde deux sites actifs : un site COX permettant de catalyser
une réaction de cyclo-oxygénation et un site POX (peroxydase) permettant de catalyser une
réaction de réduction. Ces deux sites sont localisés sur des coOtés opposes du domaine
catalytique. Ces zones sont constituées de trois acides aminés, ARG120, GLU524 et TYR355
qui établissent un véritable réseau de liaisons hydrogéne[64].

5-1. Site actif des COX-1

Le domaine catalytique est constitué d'un long canal hydrophobe relativement étroit
(dimensions : 25 x 8 A2 ). Divers acides aminés participent au fonctionnement de I'enzyme,
soit par effet électronique, soit par effet stérique :
e L'Arginine 120, située a l'entrée du site actif, posséde une chaine latérale porteuse d'une
fonction guanidine, facilement protonable. La charge cationique joue un réle clé dans
I'ancrage du substrat naturel de l'enzyme (interaction électrostatique avec le groupement
carboxylate de I'acide arachidonique).
e La Tyrosine 385, située a l'autre extrémité du site, participe a l'activité cyclooxygénase en
provoquant l'arrachement stéréospécifique de I'atome d'hydrogéne en position 13 de I'AA.
e La Sérine 530, au niveau de la partie centrale du site actif, intervient par sa chaine latérale a
fonction alcool. Ce résidu polaire impose une certaine courbure a la molécule d'AA,
nécessaire a l'action de I'enzyme sur son substrat.
e L'Isoleucine 523 est responsable d'un effet stérique en raison de sa chaine latérale isobutyle.
Ce motif ramifié génere une zone d'étranglement dans la partie centrale du site catalytique de
la COX-1[65], Figure 06.
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Figure 06 : Représentation du site actif de la COX-1.

5-2. Site actif des COX-2
Les deux isoformes (COX-1 et COX-2) ont une homologie de I’ordre de 61%. Les

acides aminés essentiels a la fixation du substrat (Arg120) ou a la réaction d'oxygénation

(Tyr385) sont également retrouvés dans la COX-2. Toutefois, des remplacements

ponctuels de certains résidus vont entrainer des modifications d'ordre stérique au niveau

du site enzymatique :

o Le site actif COX-2 est dépourvu de l'isoleucine 523 et possede a la place une Valine

dont le groupement isopropyle est plus petit par rapport a l'isobutyle. La perte d'un

groupe CH3 permet de diminuer I'encombrement stérique : il se crée un passage vers

une poche latérale qui devient alors accessible a des molécules relativement

volumineuses.

e Cette poche latérale se distingue par certains résidus a caractére polaire : Arginine
(Arg.), Glutamine (GlIn), Histidine (His) [65], Figure 07.
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COX-2
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Figure 07 : Représentation du site actif de la COX-2.

6. Inhibiteurs de COX-2

Les inhibiteurs de COX-2 peuvent étre séparés en trois catégories. Il y a tout d’abord les
anti-inflammatoires non stéroidiens classiques qui sont capables d’inhiber I’activité de COX-1
et de COX-2. Puis, il y a les inhibiteurs spécifiques de COX-2, qui n’inhibent que I’activité de
COX-2. Enfin, il y a le nimésulide et le méloxicam qui sont souvent désignés comme
inhibiteurs préférentiels de COX-2 en raison de leur capacité a inhiber COX-1 mais que pour
les plus fortes posologies recommandées [66]. Les inhibiteurs spécifique de la
cyclooxygénase sont mentionnées dans le Tableau 03.
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Tableau 03 : Classification des inhibiteurs spécifiques de la cyclooxygénase.

AINS Inhibiteurs spécifiques de | Inhibiteurs préférentiels
COX-2 de COX-2
Aspirine Célécoxib Meloxicam
Indométhacine Cay10404 Nimé-sulide
Ibuproféne Rofécoxib
Sulindac sulphone Valdécoxib
Nabumétone SC-236
Sulindac sulphide N5-398
Naproxéne DUP679
Piroxicam

6-1. Propriétes pharmacologiques et utilisations clinique

Les inhibiteurs de la COX-2 ciblent la douleur et lI'inflammation avec moins d'effets
secondaires gastro-intestinaux. Ils ne semblent pas non plus affecter les plaquettes comme le
font les AINS non sélectifs, ce qui signifie que les inhibiteurs de la COX-2 peuvent ne pas
augmenter autant le risque de saignement que les inhibiteurs de la COX-1 lorsqu'ils sont
utilisés avec des anticoagulants, comme la warfarine. Votre fournisseur de soins de santé peut
vous prescrire un inhibiteur de la COX-2 au lieu d'un AINS traditionnel si vous avez besoin a
la fois d'un soulagement de I'inflammation et de la douleur, si vous prenez des anticoagulants
et/ou si vous avez eu des ulceres ou des saignements gastro-intestinaux ou si vous étes a
risque de ces problémes. Si vous avez simplement besoin d'un soulagement de la douleur, le

Tylenol peut étre envisageé a la place [67].

6-2. Limittions et effets secondaires
On a constaté que les inhibiteurs de la COX-2 augmentaient le risque d'
athérothrombose méme en cas d'utilisation a court terme. Une analyse de 2006 de 138 essais
randomiseés [68], a montré que les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 sont associés a un risque

modérément accru d'événements vasculaires, principalement en raison d'un doublement du
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risque d' infarctus du myocarde et aussi que les régimes a forte dose de certains AINS
traditionnels (tels que le diclofénac et I'ibuproféne , mais pas le naproxéne ) sont associés a
une augmentation similaire du risque d'événements vasculaires. Il a été démontré aussi que
I'inhibition de la COX-2 a l'aide de celécoxib réduit I'expression immunosuppressive du TGFp

dans les hépatocytes atténuant I'EMT dans le carcinome hépatocellulaire humain [69]. (Voir

Figure 08).

COX-1, présent dans :
Plaquettes (TXA,)
Estomac (PGE,)
Endothélium (PGl,)
Autres tissus y compris
systéme nerveux

Acide
arachidonique

Effets des AINS liés a l'inhibition de COX-1 :
Indésirable : gastrotoxicité
Souhaitable : antithrombotique (aspirine)

PGI,
vasodilatateur
hyperalgique,
anti-agrégant

COX-2, présent dans :

Cellules inflammatoires (PGE,)
Reins (PGI,)

Autres tissus y compris vasculaires,
en particulier, aprés induction

Effets des AINS liés a l'inhibition de COX-2 :
Indésirables : D TA, rétention hydrosodée, effet
prothrombotique 7

Souhaitables : anti-inflammatoire, analgésique

Endoperoxides cycliques

B

TXA,

vasoconstricteur,
pro-thrombotique

PGE,
vasodilatateur
hyperalgique,
pro-inflammatoire

Figure 08 : Synthese des prostaglandines et inhibition par AINS.
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7. La NPASS (Natural Product Activity and Species Source)

La base de données NPASS est une ressource précieuse pour la recherche sur les
produits naturels, fournissant des informations sur l'activité, les sources d'especes et le
contenu de ces produits. Elle contient plus de 446 000 enregistrements d'activité quantitative,
associes a plus de 222 000 paires de produits naturels-cibles et 288 000 paires de produits
naturels-especes. Les utilisateurs peuvent accéder gratuitement a NPASS et effectuer des
recherches en utilisant des mots-clés, des propriétés physico-chimiques, des similitudes
structurales, des espéces et des cibles spécifiques.

La base de données compte actuellement plus de 35 000 produits naturels provenant de plus
de 25 000 especes et ciblant plus de 5 800 cibles différentes. Ces produits naturels sont classés
en 18 super-classes chimiques distinctes, et les especes sources appartiennent principalement

aux royaumes des viridiplantae, des métazoaires, des champignons et des bactéries.

Bien que NPASS soit une ressource précieuse, il existe un potentiel d'amélioration en
augmentant la couverture des données sur l'activité, les sources d'espéces et le contenu pour
une plus grande variété de produits naturels et d'espéces. De nombreux produits naturels n‘ont

pas encore de donnees d'activité expérimentales disponibles.

La préparation de la base de données implique plusieurs étapes, notamment le téléchargement
des molécules et leur conversion en format 2D. Ensuite, les structures chimiques 3D sont
générées pour chaque composé en utilisant des logiciels spécialisés, et les structures sont
optimisées géométriquement. Les charges atomiques partielles sont également calculées. Les
doublons sont éliminés en se basant sur I'InChiKey. Les fichiers préparés de NPASS sont

disponibles sur le site www.compchem.net/cc [70-72].
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I. Introduction
Ce chapitre se concentre sur une meilleure compréhension des mécanismes d'interaction
entre la cyclooxygénase 2 et différents composés issus du criblage virtuel de la base de
données NPASS. Nous avons examiné attentivement ces interactions afin de mieux
appréhender le réle de la COX2 dans notre étude. Nous serons en mesure de proposer de
nouveaux inhibiteurs de la COX2 qui pourraient étre utilisés dans des applications

thérapeutiques.

Il. Matériels et méthodes
11.1. Matériels
Les outils utilisés pour réaliser la partie pratique sont :
1. Logiciels
- Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

Programme pour la visualisation et I’annalyse interactives des structures moléculaires et
des données associées , y compris les cartes de densité , les trajectoires et les alignements
de séquences .

- Accelry Discovry Studio https://accelrys-discovery-studio.updatestar.com/fr

Permet de visualizer et de modifier des structures moléculaires , des séquences et des
alignements de séquences et des scripts Perl créés avec Discovry Studio et d’autres
applications.

- Auto Dock Tools https://autodock.scripps.edu/

- AutoDock Vina https://vina.scripps.edu/

Non-commercial d’un programme d’amarrage d’un ligand a une protéine cible, outil
préciset rapide.

- PyRx https://pyrx.sourceforge.io/

Logiciel de criblage virtuel pour la découverte des médicaments par ordinateur qui peut
etre utilisé pour cribler des bibliotheques de composés par rapport a des cibles
médicamenteuses .
2. Banques de données
2.1. Protein Data Bank (PDB)
Les structures des protéines utilisées, ont été téléchargée sous forme PDB a partir de la
base de données Protein Data Bank (http://www.pdb.org).

Cette derniére nous a proposé plusieurs structures cristallographiques 3D, parmi lesquelles

nous avons choisi le code SIKR, c’est une structure qui est résolue a 2.34 A, sans mutation et
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son ligand de reférence est I’acide 2-[(2,3-dimethylphenyl) amino] benzoique (ID8), Figure
09.

& @ () hitps//www.resb.org/structure/SIKR A s = B :’
e
RCSB PDB Deposit + Search ~ Visualize + Analyze + Download + Leam v About v Documentation  Careers COVID-19 | MyPDB~ | | Contactus ‘
Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Ligands Versions
( Biological Assembly 1 © ) B 5|KR
7

The Structure of Mefenamic Acid Bound to Human Cyclooxygenase-2
PDB DOI: hitps://doi.org/10.2210/pdbSIKR/pdb
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Figure 09 : Informations relatives a la protéine « 5IKR ».

2.2. Natural Product Activity and Species Source (NPASS)
Les structures des ligands étudiés ont été téléchargés sous format sdf de la banque de
donnée NPASS (https://bidd.group/NPASS/downloadnpass.html), version 2018, elle est

librement accessible avec un total de 35 032 de produits naturels uniques.

Il. 2. Méthodes
1. Test de fiabilité du programme
Avant d’aborder 1’étude de I’inhibition de la cyclooxygénas 2, pour valider le protocole
suivi on a jugé utile d’évaluer tout d’abord la performance de 1’Auto dock vina 1.5.6 en
faisant appel a deux tests de fiabilité, 1’écart quadratique moyen ou le RMSD (Root Mean

Square Deviation) et I’analyse visuelle.

1.1. Testdu RMSD
La fiabilit¢ d’un programme de docking est évaluée en termes de sa capacité a
reproduire les complexes protéine-ligand déterminés expérimentalement. La valeur de
déviation quadratique moyenne ou RMSD (RootMean Square Deviation) entre la

conformation et 1’orientation du ligand déterminée par le programme de docking et sa pose
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dans le complexe expérimental ne doit pas dépasser les 2 angstroms, au-dela de laquelle la
prédiction est considerée comme non adequate [73].

Le test RMSD a éte réalisé sur 100 complexes disponibles dans la PDB. Les codes PDB des
complexes et de leurs ligands ainsi que les valeurs de leurs RMSD obtenus sont mentionnés
dans I’Annexe 01.
1.2. L’analyse visuelle
L’analyse visuelle est une étape essentielle pour confirmer les résultats du test par
RMSD. Elle permet de montrer si la pose simulée d’un ligand se superpose avec celle de Co
cristallisation. Ce test conforte d’avantage la conclusion tirée suite au test de fiabilité par

RMSD et confirme la performance du logiciel choisi.

2. Criblage virtuel
Les étapes de criblage sont :
2.1.  Préparation de la protéine
La structure 51KR contient quatre chaines, seule une chaine a été gardee. Le ligand de Co
cristallisation (ID8) est séparé de son complexe via Autodock tools (ADT), les charges
atomiques de type gasteiger et les atomes d’hydrogenes sont additionnées. La structure est
ainsi sauvegardée en format PDBQT.
2.2.  Préparation de ligand
15000 ligands de la NPASS ont été importés et convertis en format PDBQT grace a Open
Babel intégré dans le PyRx qui permet aussi la minimisation de I’énergie des ligands.Vue que
les capacités du ordinateur, on a devisé cette 15000 ligands par 1000 ligands .
2.3.  Génération de la grille tridimensionnelle (grid box)
Une grille tridimensionnelle a été définie a partir du ligand de référence, avec un
volume de 28 A3. Le centre de la grille a été déterminé par les coordonnées X = 38.042,
Y =2.131et Z=61.280.
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|. Résultat et discussions

1.1. Validation de protocole de docking
1. Test RMSD
La Figure 10 ci-dessous présente les résultats du test de déviation quadratique moyenne
(RMSD) du modele congu par le logiciel vis-a-vis de la structure du cristal ne dépasse pas 2A
dans la plupart des complexes ligand-protéines. Ces résultats sont exprimés en pourcentage
(%). Sur un total de 100 modeles testés, 80 d'entre eux ont montré une RMSD inférieure a 2,
tandis que les 20 autres modeles ont affiché une RMSD supérieure & 2.

Ces résultats fournissent des informations essentielles sur la fiabilité du logiciel utilisé dans
notre étude de docking moléculaire et nous aident a évaluer la validité des modeles générés

pour I'analyse des interactions entre la cyclooxygénase 2 et les ligands étudiés.

20%

RMSD < 2A 80%
RMSD > 2A

Figure 10 : Diagramme circulaire représente le pourcentage des RMSD obtenus par
AutoDock Vina.

2. Analyse visuelle
Les résultats de docking de quelque complexes ayont ’'RMSD inferieur a 2A, sont
illustrés dans la Figure 11. L’analyse visuelle montre la superposition geométrique du ligand

simulé (couleur vert) avec le ligand co-cristallisé (couleur bleu).
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RMSD=0.22 A RMSD =0.76 A

RMSD =1.87A RMSD =0.70A

Figure 11 : Superposition de la conformation crystalline (coloré en bleu) et celle simulée par

Vina (coloré en vert).

A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que le programme “Vina“ est
suffisamment performant puisqu’ils reproduisent assez bien les résultats expérimentaux et

capable de retrouver la pose cristalliséé avec un bon RMSD.

1.2. Criblage virtuel

A la suite du test de RMSD, la structure sélectionnée, 5IKR, a révélé une valeur de
RMSD égale a 1.87 A, ainsi qu'une affinité de -9.1 Kcal/mol. Parmi les 87 produits testés
(Annexe 02), qui ont tous montré des affinités supeérieures a celle du ligand de référence,
seuls les résultats présentant une affinité inférieure a -10 kcal/mol ont été pris en compte. Ce
filtrage a conduit a Il'identification de 10 produits naturels prometteurs, qui sont répertoriés
dans le Tableau 04.
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Tableau 04 : Résultats d’affinité des 10 meilleurs ligands avec le 5IKR.

ID Formule brute Affinité (kcal/mol)

Ligand (1D8) C1sH15sNO2 -9.1
NPC473178 C41H33N303 -12.4
NPC473177 C42H35N304 -11.7
NPC471943 C18H10N202 -11.1
NPC472060 C32H22010 -10.9

NPC71372 C27H22N202 -10.9
NPC472052 C30H2604 -10.8
NPC473189 C32H22010 -10.4
NPC473185 C27H22N20- -10.4

NPC79372 C26H3604 -10.1
NPC473181 Ca7H22N20 -10.0

La vérification de l'orientation au sein du site actif a été effectuée en se basant sur une
recherche documentaire portant sur la cyclooxygénase 2 (COX2) ainsi que sur I'analyse de sa
structure cristalline. Cette recherche a permis de mettre en évidence les résidus Argl20,
Ser530, Tyr355, Tyr385, Ala527, Val349, Leu352, Leu531 et Trp387 présents dans le site
actif de la COX2.

Ces résidus jouent un rdle crucial dans l'interaction de la COX2 avec ses ligands et sont
impliqués dans la catalyse de la réaction enzymatique. Par conséquent, leur orientation et leur
positionnement précis sont essentiels pour assurer une interaction efficace entre la COX2 et
les composés étudiés. L'identification de ces résidus clés dans le site actif de la COX2 permet
de mieux comprendre les mécanismes d'interaction entre la protéine et les ligands, et de
guider la conception de nouveaux inhibiteurs de la COX2 avec une plus grande spécificité et

une plus grande affinité. Les interactions les plus significatives en termes de liaisons
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hydrogénes et d’interactions hydrophobes ainsi que les affinités des complexes étudiés
ligand@cox-2 sont mentionnées dans le Tableau 05, et leur structures dans la Figure 12.
Tableau 05 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inihibition du COX2

(5IKR) avec le ligand co-cristallisé.

Liaisons Affinité Liaisons hydrogenes Liaisons hydrophobes
(kcal/mol)
Ligands Résidues/acides aminés Résidues/acides amines
ID8 -9.1 SER530, TYR385 ALA 527, LEU 352, LEU 531, VAL 349
NPC473178 ARG120, SER530, ALA111, ALA 527(3), GLY526(3), ILE112(4), LEU93(2), LEU
-12.4 TYR 355 352(3), PHE518, TYR115, TYR348, VAL89(2), VAL116(2),
VAL349(3), VAL523
NPC473177 PHE470, SER 530 ALAB527(3), GLY526(3), LEU93(2), LEU123(2), LEU352(3),
-11.7 LYS83(2), MET471(3), PHE 518, TYR115, TYR348, VAL89(2),
VAL116(2), VAL349(3), VAL523
NPC471943 SER 530 VAL349(3), LEU352(3), LEU359, LEU531(2), VAL523,
-11.1
ALA527(3), MET522, PHE518, GLY526(2)
NPC472060 10.9 ARG120, GLU524, ALA111(2), LEU93, VAL 89(2) VAL116,
' ILE112
NPC71372 10.9 ALA111, ILE112, LEU93(2), LYS83, TYR115, VAL89(3),
' VAL116
NPC472052 108 ARG120, ILE112(2) ALA111, LEU93, LEU108, PHE357, TYR115, TYR355,
VAL89(3), VAL116(2)
NPC473189 104 ARG120, TYR355 ALA527(3), GLY526(2), LEU93(2), LEU352(2), LEU531, ILE
' 112, TYR 115, VAL89(2), VAL116(2), VAL349(2), VAL523
NPC473185 ILE92, ILE112, LEU93, TRP100, TYR355, VALS89(2),
-10.4
VAL116(2)
NPC79372 -10.1 LYS83 ARG120(2), LEU93, TYR115, VALS89, VAL115
NPC473181 -10.0 ARG120 ILE92, LEU93(2), TRP100(3), TYR115, TYR355, VALS9,

VALL16(3),
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NPC473178 NPC473177 NPC471943 NPC472060 NPC71372

®.
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NPC472052 NPC473189 NPC473185 NPC79372 NPC473181

Figure 12 : Les structures des 10 composés obtenues aprés criblage par le PyRx.

1. Interaction protéine-ligand co-cristallisé
Aprés la visualisation des interactions de ce composé au sein du site actif de la COX2

(51KR), On observe que :
Le ligand établit deux liaisons hydrogénes, La premiére liaison d’interaction avec le TYR385,

et la deuxieme liaison avec le SER530 et des interactions hydrophobes avec VAL349,

ALAS527, LEU352, LEU531, (Voir la Figure 13).
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Figure 13 : Interactions entre le ligand co-cristallisé et les résidus de site actif de 5IKR.

2. Analyse du mode d’interaction des complexes

Dans notre étude, nous avons obtenu les resultats du criblage virtuel par docking

moléculaire des dix molécules, traduisant les interactions entre les ligands et la protéine

exprimées par le type et le nombre de liaisons. D’aprés le Tableau 02, nous avons constaté la

formation de différentes liaisons non-covalentes qui sont présentées ci-dessous :

e Lecomposé NPC473178 :

La Figure 14 ci-dessous présente les interactions de composé NPC473178 qui montre la

présence de quatre liaisons similaires avec le complexe SIKR dont I’affinité s’évalue a

(-12.4 kcal/mol) :

o Trois interactions de liaison hydrogéne avec SER 530, ARG120, SER530, TYR355.
o Trois interractions hydrophobes avec VAL349, LEU352, ALA527.

Et d’autres interactions :

o Interactions hydrophobes avec ALA 111, ILE 112, VAL 116, VAL 89, LEU 93,
TYR 115, GLY 526, PHE 518.
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Figure 14 : Interactions entre le compose NPC473178 et les résidus de site actif de
SIKR.

e Lecompose NPC473177 :

Le composé NPC473177 montre la présence de quatre liaisons similaires avec le
complexe SIKR dont I’affinité s’évalue a “-11.7 kcal/mol” (Voir la Figure 15) :

o Une seule interaction de liaison hydrogene SER 530.

o Trois interactions hydrophobes avec VAL349, ALA527, LEU352.
Et d’autres interactions :
Interactions de liaisons hydrogéne PHE470.
Interactions hydrophobe avec VALS89, LEU93, VAL116, MET471, LEU123, TYR348,
VAL523, PHE518, GLY526, TYR115, LYS83.
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Figure 15 : Interactions entre le composé NPC473177 et les résidus de site actif de 5IKR.

Le composé NPC471943 :
Le compose NPC471943 montre la présence de cing liaisons similaires avec le
complexe SIKR dont I’affinité s’évaluent a “-11.1”” kcal/mol, Figure 16 :
o Une seule interaction de liaison hydrogéne SER530
o Quatre interractions hydrophobes avec VAL349, LEU352, LEU531, ALAS27.
Et d’autres interactions :
Interactions de liaisons Pi-sulfur : MET522.
Interactions Pi-Pi stacked avec PHE518, GLY526.

(0]

o
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Figure 16 : Interactions entre le composé NPC471943 et les résidus de site actif de 5IKR.

e Le composé NPC473189 :
La Figure 17 ci-dessous présente les interactions de composé NPC473189 qui montre

la présence de six liaisons similaires avec le complexe SIKR dont I’affinité s’évalue a “-10”

kcal/mol :
o Deux interactions de liaison hydrogéne avec ARG120, TYR355.

o Quatre interactions hydrophobes avec VAL349, LEU352, LEU531, ALA527.

Et d’autres interactions :
o Interactions de liaisons hydrogene ARG120,
o Interactions hydrophobes avec VALS89, ILE112, VAL523, LEU93, VALI116,

TYR115, GLY526.
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Figure 17 : Interactions entre le composé NPC473189 et les résidus de site actif de 5IKR.

1.3. Les propriétés ADME
Nous avons prédit in silico les propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques de 10
composés de base de donnés NPASS a I’aide de serveur SwissADME qui joue un role
important dans la filtration des molécules selon leur absorption, distribution, métabolisme,
excrétion et toxicité au niveau du corps.
1. Propriétés physicochimiques
Les résultats obtenus indiquent que 7 composés d’NPASS répondent a tous les criteres
de la régle de cing de Lipinski et la regle de Veber, ceci indique que ces composés peuvent
étre administrés par voie orale sans aucun probléeme. En effet, ils ont tous un poids
moléculaire < 500 g/mol, et les valeurs de la surface polaire topologique (la polarité) TPSA <
140 A2 les plus basses donnent toujours de bons résultats, et le nombre de liaisons flexibles,
d’accepteur et donneur d’hydrogene sont respectés pour tous les composés. En observant les
valeurs de lipophilie (LogP) de nos composés, nous remarquons qu'ils ont tous des valeurs

inférieures a 5 donc ils peuvent étre facilement absorbés dans le corps.

D’autre part, les composés testés peuvent étre facilement synthétisés car ils présentent des
scores d'accessibilité synthetique (SA) qui sont compris entre 1 et 10 comme stipulé par [74].
Toutes nos molécules sont peu solubles dans le milieu aqueux ce qui rend leurs solubilités

dans le sang un peu difficile, a ’exception le composé NPC471943 est tres soluble.
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On peut observer que les composés NPC473178, NPC473177, NPC472060 ne respectent pas

les régles de Lipinski et VVeber. Les résultats obtenus sont illustrés dans le Tableau 06.

Tableau 06 : Propriétés physicochimiques des 10 meilleurs composés a partir de serveur

SwissADME.

Propriétés PM | LF HA |HD |LogP | TPSA | Solubilité | Accessibilité | Lipinski | veber

Ligand (g/mol) A2 | dans ala
I’eau synthese

NPC473178 | 615.72 8 3 0 7.66 | 42.48 Peu 4.02 Non Oui
soluble

NPC473177 | 645.74 9 4 0 7.93 | 51.71 | Insoluble 4.28 Non Oui

NPC471943 | 286.28 0 2 1 2.77 | 54.34 | Soluble 2.38 Oui Oui

NPC472060 | 566.51 3 10 4 3.95 | 167.66 Peu 421 Oui Non
Soluble

NPC71372 | 450.53 1 4 2 594 | 58.92 Peu 4.40 Oui Oui
soluble

NPC472052 | 566.51 3 10 4 3.86 | 167.66 Peu 4.17 Oui Oui
soluble

NPC473189 | 406.48 5 2 1 528 | 39.18 Peu 2.98 Oui Oui
soluble

NPC473185 | 406.48 3 2 2 534 | 50.18 Peu 2.74 Oui Oui
soluble

NPC79372 | 412.56 1 4 2 493 | 66.76 Peu 4.94 Oui Oui
soluble

NPC473181 | 390.48 3 1 2 590 | 4081 Peu 2.77 Oui Oui
soluble

2. Propriétes pharmacocinétiques

Lorsque le compose test absorbe par le systeme, il rencontre plusieurs barriéres

membranaires telles que des cellules épithéliales, gastro-intestinales, membrane hépatocytaire,

paroi capillaire sanguine, organe restrictif barriéres, glomérule et cible cellule. Une molécule

est dite moins de peau permanent si la valeur de log Kp est plus négatif, d'aprés les résultats
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ADME (Tableau 06), tous les composés sont moins pénétrant dans la peau a part les
composés NPC471943, NPC473189, NPC473185.

L'absorption de la molécule dans l'intestin s'explique par le paramétre gastro-intestinal (Gl),
elle est élevée ce qui signifie que les composés NPC471943, NPC71372, NPC473189,
NPC473185, NPC79372 sont fortement absorbés dans l'intestin HIA. Tous les composes
montrent une réponse négative pour Blood Brain Barrier (BBB) a 1’exepection de
NPC471943, NPC473189, NPC473185.

Dans la famille des enzymes CYP, le CYP3A4 était le plus importante en raison de la
métabolisation de 50% de tous médicaments et I'enzyme CYP2C9 métabolise principalement
plusieurs médicaments utilisés en clinique. Donc dans les résultats des propriétés d’ADME le
composé NPC473189 a donné de bons résultats. Les résultats obtenus sont illustrés dans le,
Tableau 07.

Tableau 07 : Propriétés pharmacocinétiques des 10 meilleurs composés a partir de

serveur SwissADME.

Propriétes | Gl BBB CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4 | LogKp
Composés absorption perméabilité | inhibition | inhibition | inhibition | inhibition | inhibition | (cm /s)
NPC473178 Faible Non Non Non Non Non Oui -3.15cm/s
NPC473177 Faible Non Non Non Non Non Oui -2.82cm/s
NPC471943 Elevée Oui Oui Non Non Non Non -6.50cm/s
NPC472060 Faible Non Non Oui Oui Non Non -5.64cm/s
NPC71372 Elevée Non Non Oui Non Non Non -3.95cm/s
NPC472052 Faible Non Non Oui Oui Non Non -5.64cm/s
NPC473189 Elevée Oui Oui Oui Oui Non Oui -4.27cm/s
NPC473185 Elevée Oui Oui Oui Non Non Non -4.25cm/s
NPC79372 Elevée Non Oui Non Oui Non Non -4.31cm/s
NPC473181 Faible Non Oui Oui Non Non Oui -3.63cm/s
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Ce travail a pour but d'évaluer le potentiel inhibiteur de molécules naturelles pour les
enzymes par docking moléculaire, ce qui permet de modéliser et de mieux comprendre les
interactions entre enzymes et inhibiteurs. L’objectif essentiel de notre travail est de proposer
de nouveaux inhibiteurs potentiels du COX-2 (5IKR) contre 1’inflammation. Pour cela, nous

avons fait appel aux approches par docking moléculaire avec AutoDock Vina.

Au prealable, nous avons testé la performance du programme utilisé dans cette étude au
moyen de deux critéres différents. Le premier test consiste a calculer le RMSD entre la
meilleure conformation du ligand a docker et celle déterminée expérimentalement qu’on
retrouve dans la PDB. Les calculs ont donnés un RMSD parfaitement dans les normes
(inférieur & 2 A) pour 80% de ces complexes. L'analyse visuelle aprés le test RMSD a confirmé

la fiabilité de la procédure en montrant une bonne superposition des modéles de ligand simulés et

expérimentaux.

Dans un deuxieme temps, nous avons réalisé un criblage virtuel « docking moléculaire) via
I’ AutoDock Vina intégrés dans PyRx sur 35032 composés de la banque de donnée NPASS, ce
que nous a parmi de sélectionner certains composés avec une bonne affinité que le ligand de
reference (5IKR).

Les 10 composés obtenus apres criblage ont une énergie de liaison variée entre -10 et -
12.4. Ces ligands forment des complexes stables avec la cible COX-2 au sein de site actif de
5IKR, suggérant une inhibition sélective de ce dernier par des liaisons hydrogénes avec les
acides aminés tell que : Argl120, Ser530, Tyr355, Tyr385, Ala527, Val349, Leu352, Leu531
et Trp387.

Bien que les résultats du docking aient révélé que les quatre composés NPC473178,
NPC473177, NPC471993, NPC473189 , se présentent comme des inhibiteurs de COX2 (PDB
: 5KIR) en raison de leur similiarités des interactions majoritairement hydrogénes avec les
résidus du site actif de 5IKR .

Dans un dernier temps, nous avons opté pour la prédiction des paramétres
physicochimiques et pharmacocinétiques (ADME) de ces dix composes inhibiteurs de la
protéine cible COX2. Les résultats de la prédiction des propriétés physicochimiques ont
révélé que sept molécules présente un bon profil ADME en répondant a la regle de Lipinski
et celle de Veber . Le seul composé “ NPC473189 “ indique une bonne biodisponibilité par

voie orale avec une facilité d'absorption ou de perméabilité dans le corps sans poser de
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problemes acceptables et peuvent se présenter comme meilleure condidat de COX-2 et

développé comme un médicament anti-inflammatoires potentiel.

Les résultats théoriques obtenus in silico doivent ensuite étre confirmes par des études
expérimentales in vitro et/ou in vivo. Ces expeériences visent a fournir de nouveaux
inhibiteurs de la cyclooxygénase 2 pour la chimie de synthese, permettant de réaliser ce

travail de maniere plus pratique et industrielle.
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Annexe 01: Valeurs de RMSD des 100 complexes utilisés pour tester le protocole de docking.

Code Ligand RMSD
1BNQ AL4 1,65
1EHK HAS 1.61
1vYZ N5B 1.34
1GQS SAF 3.61
1AX9 EDR 0.76
IN7I LY1 0.44
1RTI HEF 1.32
1X7J GEN 0.56
1YVM TMG 2.92
1G36 R11 1.62
1ZVX FIN 1.92
1K1J FD2 1,68
1K22 MEL 0,55
1YDT QB 3,60
1ACJ THA 3.42
1VOT HUP 4.22
1ACL DME 4.64
1DX6 GNT 5.05
1EVE E20 1.02
1DIY CHO 2.66
1C1C 612 0.56
ITKT H12 0.57
1ACK EDR 0.69
1E3Q EBW 0.23

1G27 BB1 1.72



1U65
2FDU
2A17
2P98
2Q95
2Q96
2FJP
2PU4
2RIQ
2VG6
2QT9
213Z
2VQ6
2XJ1
2ACE
2WOM
2WON
2ABI
2ZGX
2XFO
3LNO
3S3A
3PGH
3CHR
3PN4
3LN1
3LNT
3ANS
3ANT
3F68
3HY7
3500

CPO
D1G
SB7
YE7
AQ5
Al8
S14
OX7
BAT
NWB
542
LIR
FP1
XJ1
ACH
ZZE
ZZE
1CA
29U
4UB
52 B
HAS
FLP
4BS
BB2
CEL
MLI
S38
S82
91U
097
Z60

2.18
1,87
1.97
0.69
4.73
1.19
0.60
1.65
1.26
1.10
1.25
1.59
1.78
0,89
1.94
0.97
0.78
0.42
1,43
5,08
1,11
1,28
1,71
1,63
0,81
0,74
1,28
1,20
0,93
0,46
2,22
0.37



311Y
3GOD
311Y
3DOK
3DUX
3CCC
3F68
3KWF
3HY7
3FMR
3GOB
4CQO
4JPE
4ADLI
4009
AGL7
4GFO
4PES
4AMOE
AGLX
4AWY1
4PNC
4EBV
4HOE
5EIE
5IKR
5F1V
51X0
SHLP
SHVT
5K1V
5W58

33N
XIH
33N
GWJ
64U
7AC
91U
B1Q
097
TN4
T22
SXS
1M7
IRG
2R6
OXJ
HAS
2P]
1YL
0XS
3VO
7NP
007
18G
7PG
ID8
3VN
6EZ
65A
NVS
6PX
HEM

1,62
0,36
1.62
1.27
0.43
1.23
0.46
0,70
2.22
0.90
0.48
1,09
0,95
0.46
0.37
0.51
0,62
1,73
0,22
0.60
0.69
1.70
0.29
0.52
5,34
1.87
5,42
0.35
0.64
0.32
3,86
1.22



SF00
5SZ7
6EWE
6MD7
6THZ
6MD7
6PZR
60HS
6SUK
6AAH
7JRN

5T8
72H
cow
JE1
NB5
JE1
P7D
MJY
FT8
9T9
TTT

0.76
1.95
4.26
1,98
0.78
1.98
2.25
1.50
0.46
151
0.45



Annexe 02 : Liste des 87 composés extraits du NPASS et leurs affinité obtenues aprés

ID

criblage par le PyRx.

Affinite

ID

Affinite

NPC473178
NPC473178
NPC471993
NPC473177
NPC471943
NPC473178
NPC472060
NPC473178
NPC71372
NPC472052
NPC473178
NPC473178
NPC472052
NPC75315
NPC471994
NPC473185
NPC473189
NPC472027
NPC79372
NPC473181
NPC71372
NPC302661
NPC472060
NPC473178
NPC471944
NPC472027
NPC472060
NPC473181
NPC71205

(Kcal/mol)
-12.4

-12.3
-11.7
-11.7
-11.1
-11
-10.9
-10.9
-10.9
-10.8
-10.8
-10.8
-10.7
-10.7
-10.5
-10.4
-10.4
-10.3
-10.1
-10
-10
-9.9
-9.9
-9.8
-9.7
-9.7
-9.7
-9.7
-9.7

NPC78335
NPC471944
NPC471975
NPC473145
NPC473180
NPC473253
NPC473413
NPC473413

NPC76647

NPC77000

NPC78058
NPC471993
NPC473145
NPC473183
NPC473186
NPC473189

NPC70136

NPC75141

NPC75315

NPC75315

NPC75724

NPC77903

NPC78058

NPC79375
NPC471968
NPC471975
NPC471980
NPC473180
NPC473180

(Kcal/mol)
-9.4

-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.3
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
-9.2
SOl
-9.1
-9.1
-9.1
-9.1



NPC472052
NPC473178
NPC473180
NPC473180
NPC473189
NPC715
NPC77310
NPC471994
NPC471994
NPC69101
NPC71465
NPC79372
NPC471984
NPC473181
NPC473185

-9.6
-9.6
-9.6
-9.6
-9.6
-9.6
-9.6
-9.5
-9.5
-9.5
-9.5
-9.5
-9.4
-9.4
-9.4

NPC473278

NPC473436
NPC75135
NPC77310
NPC79372

NPC471973
NPC75141
NPC76931
NPC77101
NPC77196
NPC77555
NPC78159
NPC78609
NPC79579



Résume



Résumé

Le docking moléculaire fait partie des méthodes de modélisation des interactions
moléculaires. Dans le cadre de notre mémoire de master, nous avons utilisé le programme
AutoDock Vina pour développer in silico des inhibiteurs potentiellement plus puissants et
plus affins de la COX-2 (5IKR), une cible thérapeutique impliquée dans le traitement de
I'inflammation. Avant de procéder, nous avons réalisé une évaluation pour vérifier la fiabilité
du programme "AutoDock Vina". Cette évaluation a été effectuée en utilisant a la fois un test
RMSD et une analyse visuelle. Plus précisement, nous avons appliqué le test RMSD a un total
de 100 complexes provenant de la Protein Data Bank (PDB). Nous avons constaté que 80 %
de ces complexes présentaient un RMSD inférieur a 2 A, ce qui indique une bonne

concordance entre les prédictions du programme et les structures expérimentales.

Ensuite, nous avons effectué un criblage d'une collection de 35 032 composés provenant
de la base de données NPASS sur le site actif de la COX-2 (5IKR). A la suite de ce criblage,
nous avons identifié 10 composés présentant les meilleurs scores par rapport au ligand de
référence. Ces composés ont été étudiés plus en détail et ont démontré une activité supérieure
envers la COX-2, avec des énergies d'interaction nettement inférieures a celles du ligand de
référence, atteignant -9,1 kcal/mol. De plus, en appliquant les régles de Lipinski et Veber,
ainsi qu'en vérifiant la solubilité dans I'eau et I'accessibilité a la synthese, nous avons constaté
que ces nouvelles molécules présentaient des propriétés ADME positives, favorables a leur

potentiel de développement en tant que médicaments.



Abstract

Title : Identification of new COX-2 enzyme inhibitors by molecular docking in the NPASS

database.

Molecular docking is one of the methods for modelling molecular interactions. As part
of our master’s thesis, we used the AutoDock Vina program to develop in silico potentially
more potent and refined inhibitors of COX-2 (5IKR), a therapeutic target involved in the
treatment of inflammation. Before proceeding, we carried out an evaluation to check the
reliability of the "AutoDock Vina" program. This evaluation was conducted using both a
RMSD test and a visual analysis. Specifically, we applied the RMSD test to a total of 100
Protein Data Bank (PDB) complexes. We found that 80% of these complexes had a RMSD
below 2 A, indicating good agreement between program predictions and experimental

structures.

We then screened a collection of 35,032 compounds from the NPASS database at the
active site of COX-2 (51KR). Following this screening, we identified 10 compounds with the
highest scores relative to the reference ligand. These compounds were studied in more detail
and showed superior activity towards COX-2, with interaction energies significantly lower
than those of the reference ligand, reaching -9.1 kcal/mol. In addition, by applying the
Lipinski and Veber rules, as well as by checking water solubility and the accessibility to
synthesis, we found that these new molecules had positive ADME properties, favourable to

their development potential as drugs.

Key Words : Molecular docking, COX-2, NPASS, virtual screening.
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Identification de nouveaux inhibiteurs de I’enzyme COX-2 par docking moléculaire dans la base
de données NPASS

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie Appliquée

Le docking moléculaire fait partie des méthodes de modélisation des interactions moléculaires.
Dans le cadre de notre mémoire de master, nous avons utilisé le programme AutoDock Vina pour
développer in silico des inhibiteurs potentiellement plus puissants et plus affins de la COX-2 (5IKR),
une cible thérapeutique impliquée dans le traitement de I'inflammation. Avant de procéder, nous avons
réalisé une évaluation pour verifier la fiabilité du programme "AutoDock Vina". Cette évaluation a été
effectuée en utilisant a la fois un test RMSD et une analyse visuelle. Plus précisément, nous avons
appliqué le test RMSD a un total de 100 complexes provenant de la Protein Data Bank (PDB). Nous
avons constaté que 80 % de ces complexes présentaient un RMSD inférieur a 2 A, ce qui indique une
bonne concordance entre les prédictions du programme et les structures expérimentales.
Ensuite, nous avons effectué un criblage d'une collection de 35 032 composés provenant de la base
de données NPASS sur le site actif de la COX-2 (5IKR). A la suite de ce criblage, nous avons
identifié 10 composés présentant les meilleurs scores par rapport au ligand de référence. Ces
composés ont été étudiés plus en détail et ont démontré une activité supérieure envers la COX-2,
avec des énergies d'interaction nettement inférieures a celles du ligand de référence, atteignant -9,1
kcal/mol. De plus, en appliquant les régles de Lipinski et Veber, ainsi qu'en vérifiant la solubilité
dans l'eau et l'accessibilité a la synthése, nous avons constaté que ces nouvelles molécules
présentaient des propriétés ADME positives, favorables a leur potentiel de développement en tant

que médicaments.
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