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Avec le développement des outils informatiques pendant ces 20 derniéres annees, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire représentent des
techniques performantes tres utiles qui étudient l'interaction potentielle entre un ligand et sa
cible protéique pour améliorer le processus de découverte d'un nouveau médicament et réduire

les essais expérimentaux.

Le programme Surflex nous a permis d’atteindre 1’objectif de ce modeste travail : la recherche
in silico de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la cathepsine k, une enzyme cible pour le

traitement de 1’ostéoporose.

La performance de ce programme a été prouvée par le bon pourcentage des valeurs du RMSD

(68 %) inférieures ou égales a 2A et du coefficient de corrélation se rapprochant de 1 (r = 0.71).

Le docking a été réalisé sur 162 similaires proposés par la banque de données PubChem de
I’inhibiteur de référence (le FSP) dont I’affinité est égale a 5.76 M.

L’évaluation de leurs affinités vis-a-vis de notre cible a permis de sélectionner les 4 meilleurs
composés A (CID 52897549), B (CID 69707681), C (CID 52910183) et D (CID 70360201).
Leurs affinités respectives sont égales a : 6.43, 6.39, 6.06 et 5.87 M.

L’application de la régle de Lipinski a permis d’évaluer positivement leurs propriétés
pharmaco-dynamiques ADME et I’analyse visuelle des interactions responsables de la stabilité
de ces composés dans le site actif de ’enzyme nous permettent de les proposer comme de

nouveaux inhibiteurs potentiels plus puissants de la cathepsine k.

Ces résultats théoriques doivent étre cependant confirmés par des études expérimentales in vitro

et/ou in vivo.




Abstract

With the development of computer tools over the last 20 years, molecular modeling and more
specifically molecular docking represent very useful high-performance techniques that study
the potential interactions between a ligand and its protein target to improve the discovery

process of a new drug and reduce experimental testing.

The Surflex program has enabled us to achieve the objective of this modest work: the in silico
research of new, more potent inhibitors of cathepsin k, a target enzyme for the treatment of

osteoporosis.

The performance of this program was proved by the good percentage of the values of the RMSD

(68 % <2 A) and of the coefficient of correlation getting closer to 1 (r=0.71).

The docking was carried out on 162 similar proposed by the PubChem database of the reference
inhibitor (FSP) whose affinity is: 5.76 M,

The evaluation of their affinities towards our target allowed to select 4 better compounds A
(CID 52897549), B (CID 69707681), C (CID 52910183) and D (CID 70360201). Their
respective affinities are: 6.43, 6.39, 6.06 and 5.87 M.

The application of the Lipinski rule has allowed us to positively evaluate their ADME
pharmacodynamic properties and visual analysis of the interactions responsible for the stability
of these compounds in the active site of the enzyme allow us to propose them as potential new,
more potent cathepsin k inhibitors.

However, these theoretical results must be confirmed by experimental studies in vitro and/or in

Vivo. -
-
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Inroduction

Le processus de découverte d'un nouveau meédicament doit logiquement débuter par la

définition de la maladie pour laquelle un traitement adapté fait défaut. [1]

L'ostéoporose est un sujet particulierement d’actualité qui se développe tout au long de la vie
et dont les conséquences apparaissent a un age avance, caractérisée par des fractures telles que:
les fractures de la hanche, les fractures du poignet, de I'épaule, des vertebres sont les plus
fréquentes. Elle est due a de nombreux facteurs génétiques mais aussi environnementaux

comme la sédentarité, I’inflammation chronique ou encore le déséquilibre acido-basique. [2]

Cette maladie prend des allures d’épidémie dans les pays développés. L’OMS « Organisation
Mondiale de la Santé » et I'Agence de la santé publique du Canada estiment qu'environ 1,5
million de Canadiens agés de 40 ans et plus (10 %) sont atteints d'ostéoporose. Elles ont
également déclaré que les femmes sont quatre fois plus souvent atteintes d'ostéoporose que les
hommes [3]. En France, trois millions de femmes ménopausées sont atteintes d'ostéoporose.
Concernant principalement des personnes ageées, ces accidents sont particulierement graves et

handicapants. [4]

Une fois la maladie définie, une cible thérapeutique, a ’aide de données issues de la littérature,
doit étre identifiée. Cette cible est une biomolécule, en général une protéine ou une enzyme,
impliquée dans un processus pathologique. Il s’agit de la cathepsine k, enzyme intervenant de

I’ostéoporose.

Notre theme est orienté vers la recherche et le développement de nouveaux inhibiteurs plus
efficaces de cette enzyme pour le traitement de 1’ostéoporose a 1’aide d’une méthode de plus en
plus utilisée ces derniéres années, le docking moléculaire. C’est une méthode in silico de
détermination de 1’affinité d’un grand nombre d’inhibiteurs envers une cible thérapeutique
donnée pour en sélectionner les meilleurs. Une évaluation de leurs propriétés

pharmacocinétiques peut étre également effectuée.

Notre mémoire est divisé en deux grandes parties :
» Une partie théorique avec trois chapitres : Le premier chapitre est consacré a la
physiologie de ’0s et la description de 1’ostéoporose. Le deuxieme chapitre traite de

notre cible thérapeutique, la cathepsine k, son mécanisme d’action et ses différentes
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classes d’inhibiteurs. Le troisieme chapitre décrit le docking moléculaire et ses
applications.

Une partie pratique, elle-méme divisée en deux : une partie consacrée au matériel utilisé
dans notre travail et la méthode suivie ; une deuxiéme qui relate les résultats obtenus et

les discussions apportées, suivie de la conclusion qui en découle.
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Physiologie de I’os et
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[’osteoporose



PHYSIOLOGIE DE L’0S ET DESCRIPTION DE L’0STEOPOROSE ||| NG

1. RAPPELS PHYSIOLOGIQUE DE L’OS

1.1  Fonction physiologique des os

Les os ont une structure rigide, possédent trois fonctions principales :
- Une fonction mécanique pour le soutien de 1’organisme et la locomotion(transport).
- Une fonction de protection des organes vitaux et de la moelle osseuse hématopoiétique.
- Fonction métabolique avec un réservoir d’ions et de minéraux, principalement calcium,

phosphore et magnésium, rapidement mobilisables en cas de déséquilibre dynamique.

[5]

1.2 Les cellules osseuses

cellule ostéoblastes
bordante

Figure 1: Les types d’os

1.2.1 Les ostéoblastes

Ces cellules ont une origine mésenchymateuse ; responsable de la formation osseuse, qu’ont
une fonction principale de synthétiser la matrice osseuse et de minéralisation du tissus ostéoide
(Figure 2). [6]

IIs fabriquent notamment les fibres de collagénes de type 1 qui composent 90% de 1’ostéoide et
plusieurs protéines de nature non collagénique régulatrices dont le ligand du récepteur pour
I’activation du facteur nucléaire kappa B (RANK-L) et I’ostéoprotégérine (OPG).L’ostéoblaste

et ses précurseurs présents dans le stroma-médullaire vont aussi produire des cytokines (M-
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CSF, TNFa, Interleukines).Les protéines et les cytokines, relarguées dans le milieu

extracellulaire vont agir au niveau des cellules précurseurs des ostéoclastes. [6]
1.2.2 Les ostéoclastes

Ces sont des grosses cellules d’origine multinucléées issues de la ligné monocytes et
macrophages (cellules souches hématopoiétiques), lls ont une forme particuliere en bas une
bordure en brosse avec plein de petites villosités (Figure 3).

Ces cellules sont les agents de la résorption, gréace a cette forme, elles se fixent sur I'os comme
une ventouse, de facon étanche(intégrines). Il y a alors libération d'ions acides (H+) qui va
dissoudre le calcium. Cette cellule libére aussi des enzymes (cathepsine K, metalloprotéases...)
qui vont détruire la trame osseuse. Elle a donc une double action.

En pathologie, il y a des maladies génétiques de I'enfant ou il n'y a pas d'ostéoclastes, ce qui
donne des os tres denses, qui ne laissent plus la place pour la moelle osseuse, c'est I'ostéoporose.
Les principales thérapeutiques osseuses sont des thérapeutiques qui bloquent 1’ostéoclaste et

les empéchent de détruire 1’os. [7]
1.2.3 Les ostéocytes

IIs proviennent de la transformation de certains ostéoblastes et établissent des contacts avec les
cellules bordantes qui tapissent la surface osseuse (Figure 4). Les ostéocytes représentent les
cellules les plus matures et les plus différenciées de la lignée ostéoblastique, qui fonctionnée
dans les échanges entre les cellules osseuses et 1’environnement, essentiellement par la
formation d’un important réseau de communication cellulaire. Ces cellules sont sensibles aux
stimuli mécaniques qui détectent le besoin d’une augmentation ou d’une diminution de la

formation osseuse. [7]
1.2.4 Les cellules bordantes

Elles recouvrent la surface de I’os en phase de quiescence et interviennent (Figure 5) également
dans les échanges entre les cellules osseuses et I’environnement. Elles jouent un role dans la
phase initiale du remodelage osseux et sous I'effet de certains stimuli, elles sont libérées de la

surface osseuse permettant ainsi l'attraction des ostéoblastes a cette surface. [7]
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1.3 Le remodelage osseux et le mecanisme de la perte osseuse

Ce remodelage est un dialogue étroit entre OC et OB et, également un couplage de leurs
activités respectives résorption et formation osseuse, qu’est la quantité d’os ancien résorbé doit
étre compensée par le dépot d’une quantité équivalente de nouvelle matrice. [8]

Ce mécanisme est beaucoup plus important dans 1’os trabéculaire, et touche aussi bien I’os
cortical mais on remarque que la fréquence d’activation est plus grande dans 1’os trabéculaire
que l’os corticale. Lorsqu’il y a un défaut au niveau du remodelage osseux, c’est 1’os
trabéculaire qui sera touché en premier lieu car c’est lui qui se renouvelle le plus.

Le remodelage osseux se décompose en plusieurs phases chronologique, d’une durée totale de

3 mois[9] :
A. Phase d’activation des ostéoclastes

C’est la premiére étape du remodelage, 1’activation (Figure 6) consiste en la détection d’un
signal de remodelage. L un de ces signaux peut étre une contrainte mécanique engendrant une
atteinte de la structure osseuse, a I’origine d’une apoptose localisée d’ostéocytes. Ces ostéocytes
ne produisant plus de TGF- B, on assiste alors a la différenciation des pré-ostéoclastes en

ostéoclastes actifs multi nucléés. [10]

Une diminution des concentrations sériques en calcium peut également étre un autre signal
de remodelage, a I’origine d’une sécrétion de parathormone qui va favoriser la libération de
RANK-Ligand et de CSF-1 par les ostéoblastes, et favoriser la maturation des pré-ostéoclastes.
[11]

Pré-ostéoclaste Ostéoclaste

® -+ Acvaton @ )

Ostéocyte

Figure 2: L’activation de I’ostéoclaste
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B. Phase de résorption osseuse

Durant cette phase les ostéoclastes vont dégrader la matrice osseuse ancienne et former une
lacune de résorption (Figure 3). Cette dégradation s’accompagne par la libération de produits de
dégradation, tels que du collagéne (principal constituant de la matrice organique) et des
minéraux, qui deviennent a leur tour des signaux d’activation pour le recrutement
d’ostéoclastes. Ce processus dure environ 2 a 4 semaines et se termine par 1’apoptose des

ostéoclastes. [12].

ST
2D oD T
e B TM@
S,
Résorption Apoptose

Figure 3: La résorption osseuse

C. Phase d’inversion ou réversion

Cette phase est caractérisée par la présence dans la lacune de résorption de cellules mononuclées
tels que des monocytes qui une fois activées vont préparer la matrice osseuse en la débarrassant
des débris cellulaires d’ostéocytes. On trouve également dans la lacune des pré-ostéoblastes en
cours de recrutement et d’activation. Cette phase dure entre 4 et 5 semaines, et marque la

transition d’activité de résorption vers une activité de formation osseuse (Figure 4). [12]

Pré-Ostéoblaste Monocyte

Ostéoblaste

Réversion: Nettoyage de la Réversion: Différenciation des Pré-
matrice osseuse ostéoblastes en Ostéoblastes

Figure 4: La phase d'inversion du remodelage osseux

D. Phase de formation osseuse par la synthése de I’os neuf
Durant cette phase, les ostéoblastes vont combler les lacunes créées par les ostéoclastes avec

de I’os nouveau, en synthétisant une nouvelle matrice organique non minéralisée, appelée tissu
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osteoide, qui compose 20 a 40 % des os. Cette matrice se compose principalement de collagene
de type I, mais aussi de protéines non collagéniques (protéoglycanes et protéines glycosylées)
et des lipides. [13] La période de cette étape d’environ 4 mois, 50 a 70% des ostéoblastes
meurent par apoptose (Figure 5).. Les autres deviennent des ostéocytes ou des cellules
bordantes. [14]

Cellule bordante‘ Ostéoblaste

Formation osseuse Terminaison de la formation
osseuse

Figure 5 : La formation osseuse

E. Phase de minéralisation

Cette phase correspond a la minéralisation du tissu ostéoide, avec 1’incorporation au sein de
cette matrice de cristaux d’hydroxyapatite [Cal0(PO4)6(OH)2]. Cette phase débute par une
phase rapide appelée minéralisation primaire, puis une phase de minéralisation secondaire
continue intervient. Cette étape confere a I'os sa résistance aux chocs, en plus de sa résistance

a I'étirement. [14]

F. La phase de quiescence

Au terme du remodelage osseux, I’os est en phase de quiescence, il ne subit ni résorption ni
formation osseuse (Figure 6). Sa surface est entiérement tapissée d’une couche de cellules
bordantes. Celles-ci sont susceptibles, si elles sont sollicitées, de redevenir des ostéoblastes.
[14]

Minéralisation Quiescence

Figure 6 : La terminaison du remodelage osseux
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1.4 Mécanismes de la perte osseuse accélérée a la ménopause

Dans les années suivant la ménopause est une perte osseuse rapide au niveau des sites 0sseux
trabéculaires (radius distal, vertébres) est constatée, di a une augmentation de la vitesse du
remodelage osseux et a une diminution de la quantité d’os déposée lors de chaque cycle de

remodelage.

La microarchitecture osseuse se modifie, il apparait une augmentation de la séparation des
travées osseuses entrainant une augmentation du nombre d’ostéoclastes présents et par 1a méme
un cercle vicieux d’augmentation de sites de résorption.

L’hypothése d’une augmentation sérique d’hormones sexuelles responsable de la perte osseuse
n’est plus envisagée, ou a tout le moins comme le seul facteur unique responsable. Le
mécanisme des hormones sexuelles serait plus local, via I’aromatase et expliquerait le freinage
de la perte osseuse a distance de la ménopause.

On constate paradoxalement une augmentation de la taille extérieure de 1’os aussi bien chez
I’homme que chez la femme. Mais c’est au niveau de 1’os cortical que la diminution d’épaisseur
se produit chez les femmes a partir de la ménopause. Il semblerait que cette composante
corticale n’influence que trés peu dans le risque de fracture car la proportion d’os cortical est

plutot faible au niveau des sites de fractures souvent rencontrées dans 1’ostéoporose. [15]

1.5 Régulation du remodelage

Il'y a deux grands types de régulation :

« le remodelage local, a un endroit précis, a pour but de maintenir les propriétés mécaniques
du squelette, de solidifier les endroits fragilisés.

« le remodelage systémique, sur I'ensemble du squelette, pendant la croissance et chaque fois
qu'il faut réguler le calcium.

Les ostéoclastes sont activés par la voie du RANKL (RANK ligand). Un des derniers
médicaments de I'ostéoporose est un inhibiteur du RANKL.

En physiologie, le RANKL est sécrété par les ostéoblastes, les cellules de la moelle osseuse, et
un petit peu par les lymphocytes. Il existe un inhibiteur naturel, I'ostéoprotégérine, qui bloque
une partie du RANKL, quand le RANKL rencontre son récepteur RANK, il stimule le récepteur
des macrophages, lesquels s'agglutinent pour donner au final des ostéoclastes actifs.
- S’il y aun excés de RANKL et pas assez d'inhibiteurs, on a une perte osseuse. [7]
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1.6 Régulation locale du remodelage

I est sous le controle de facteurs mécaniques, il y a un réle positif des stimulations mécaniques
en particulier cycliques, en particulier les sports avec impact.
-Si le systeme fonctionne bien, le squelette est sain.
-S'il est insuffisant, il y a un vieillissement osseux (lors du vieillissement, chez les gens
immobilisés ou alités) c'est I'ostéoporose d'immobilisation.
-Au contraire, si I'os est trop sollicité, il y aura aussi un hyper remodelage. Une mauvaise

régulation aboutira une fragilisation de 1’0s. [7]

1.7 Evolution du squelette

Elle se fait en 3 phases :

Croissance: Remodelage Hyper-
En longueur: cartilage de équilibré remodelage
conjugaison

Excés de résorption

En largeur: périoste
[ + Minéralisation J

cMo ¢ ]

CMO = contenu
minéral osseux

puberté ménopause age

Figure 7: évolution de la masse osseuse au cours de la vie

- Phase d’acquisition : de la naissance jusqu'a la puberté (et un peu apres). [7]

- Phase de plateau : adulte jeune, jusqu'a la ménopause chez la femme, et environ 50 ans chez
I'nomme. Le capital osseux acquis est maintenu (équilibre).

- Phase de vieillissement : diminution du capital osseux (exces de resorption), dans cette

derniére phase, I’activité ostéoclastique est majoritaire comparée a I’activité ostéoblastique. [7]
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2. L’OSTEOPOROSE

2.1 Définition

L’ostéoporose :

Osteo =Tos Il prend littéralement le sens

poros = conduit, passage, pore « d’0s poreux ».

Ce nouveau terme apparait au début du XIXéme siécle suite aux travaux autopsiques de
I’anatomo-pathologiste Jean Georges Lobstein (1777-1835), plus connu pour la maladie
éponyme :1’ostéogénése imparfaite ou maladie des os de verres. [16]

-L'ostéoporose est une maladie chronique d’os invalidante qui reliée vieillissement. [17]
“Altérations quantitatives et qualitatives de 1’os qui aboutissent a une perte de sa solidité et a
des fractures pour des traumatismes.

-L’ostéoporose est une maladie diffuse du squelette caractérisée par une diminution de la masse
osseuse (diminution de la densité minérale osseuse) et changement de la microarchitecture
(structure) osseuse, conduisant a une fragilité osseuse avec un risque augmenté de fractures.
[18]

-L’ostéoporose se voit surtout chez les femmes apres la ménopause. Schématiquement, cette
diminution de la masse osseuse peut provenir d’une insuffisance de la formation osseuse par

les ostéoblastes ou d’un exceés de résorption osseuse par les ostéoclastes. [19]

Nnorrmal OSteoporosis

Figure 8: Travées osseuses d'un sujet sain et d'un sujet ostéoporotique
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2.2 Les types d’ostéoporose

Il existe deux types :
2.2.1 Ostéoporose primaire

o Ostéoporose type 1 : post-ménopausique (trabéculaire)

Est le type le plus commun de l'ostéoporose. Elle est plus fréquente chez les femmes
ménopauses de 50 ans plus que les hommes.

Affecte le tissu osseux spongieux et occupe l’intérieur des vertebres, du bassin, des os
plats(superficiel) et des extrémités des os longs.

Les conséquences due a la carence estrogénique qui augmente le remodelage osseux qu’est se
traduit par une augmentation des ostéoclastes associée a une diminution de l'activité des

ostéoblastes, alors qui donne un déséquilibre entre la résorption et la formation. [20]

o Ostéoporose type2 : sénile

Elle survient chez les deux sexes (2 femmes pour un homme aprés 70 ans), qui touche l'os
trabéculaire et cortical. Elle est en relation avec des facteurs liés au vieillissement tels que
I'insuffisance vitaminique D et le défaut d'absorption du calcium qui en résulte. lls sont

responsables d'un hyperparathyroidisme secondaire qui stimule la résorption osseuse. [20]
. Ostéoporose idiopathique.

Elle touche également les enfants agés de 8 et 14 ans ou pendant les périodes de croissance

rapide. Cette maladie est trés rare et n’a pas de causes identifiées.
2.2.2 Ostéoporose secondaire

Aux mémes symptémes que l'ostéoporose primaire, mais il provoquée par une autre maladie
qui dues aux maladies de la glande thyroide, aux maladies digestives ou aux cirrhoses du foie.
Elles peuvent étre provoquées par certains médicaments contre les convulsions, certains
anticoagulants et certains corticoides administres a de tres fortes doses.

L'ostéoporose secondaire peut survenir a tout age.

2.3 Les facteurs de risque

L’age : Son risque augmente avec I'age qui devenir plus grave.

Le sexe : Les femmes sont plus fréquemment atteintes que les hommes

11
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La prédisposition genétique : Les enfants dont les parents ont une ostéoporose ont un risque
accru d’ostéoporose.

L’appartenance ethnique : Les blancs et les asiatiques sont plus fréqguemment atteints
d’ostéoporose.

Le poids : Les personnes minces présentent un risque supérieur de présenter une ostéoporose
en raison d'un manque de tissu musculaire protégeant moins bien les structures osseuses.
L’alimentation déséquilibrée : Des apports alimentaires insuffisants en calcium, phosphore et
vitamine D prédisposent a la perte osseuse. Les exces d’alcool, le tabac et de caféine sont
néfastes pour les os puisqu’ils favorisent 1’élimination du calcium dans les urines.

L’activité physique : Permet avant tout de la diminution de la perte osseuse mais également
d'entretenir la force musculaire.

Des maladies hormonales : Déficit en hormones sexuelles (ménopause), troubles de la

thyroide et des glandes parathyroides, sécrétion anormale de cortisol. [21]

2.4 Physiopathologie

-La physiologie du tissu osseux est donc complexe. L'acquisition du capital osseux, ainsi que
la perte osseuse sont soumises a de nombreux facteurs.

-Selon des études sur la densité minérale osseuse (DMO), I'ostéoporose considérée comme une
problématique féminine (touche 8 a 18% des femmes de plus de 50 ans)

-La différence de la masse osseuse entre les hommes et les femmes, le vieillissement,
I'architecture et la géométrie osseuse de I'nomme qui lui confére une plus grande résistante que

la femme. Il existe une perte osseuse minime dans les deux sexes :

. Chez les femmes

L’ostéoporose post-ménopausique est principalement liée a la carence d’cestrogeénes dus de
I’arrét brutal au moment de la ménopause de la sécrétion ostéogénique ovarienne. Il s’agit de
la principale cause de perte osseuse dans cette pathologie, par diminution de la formation
0sseuse associée a une stimulation de la résorption osseuse. Le nombre d’années passées en état
de carence oestrogénique demeure le principal déterminant de I’état du squelette de la femme
La ménopause constitue donc 1’élément de rupture entrainant les femmes sur la pente glissante
de D'ostéoporose. Ayant pour conséquence l’amincissement des corticales et des travées
osseuses ainsi que la perforation des travees et la diminution de leurs connexions focalisée au

niveau des vertébres et du fémur.

12
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Ces mécanismes expliquent la baisse de la DMO et I’altération de la microarchitecture corticale
et trabéculaire qui sont a I’origine d'un accroissement du risque de fracture, entrainant en

parallele une difformité et une douleur chronique. [22]
. Chez ’homme

La diminution progressive et non brutale de la sécrétion androgénique testiculaire liée au
vieillissement [22]. Le taux d'androgene total varie peu avec l'age, cependant, il y a une
augmentation de la SHBG (Sex Hormon Binding Globulin) qui se fixent a la testostérone et
I'inactive. Les androgeénes jouent un role direct sur le phénotype osseux, mais aussi indirect par
aromatisation en cestrogenes, notamment I'cestradiol. Plus de 85% des cestrogénes circulant
proviennent de l'aromatisation a partir de la testostérone. L'effet des cestrogénes serait plus

important chez I'homme que celui de la testostérone.

Chez l'individu sain, la testostérone circulante est divisée en trois formes : la testostérone libre
(2%), la testostérone fixée a I'albumine (40 a 60%) et la testostérone fixée a

la SBHG (40 & 60%). La testostérone biodisponible est la forme libre et la forme liée a
l'albumine (faible affinité et aisément dissociable). Avec le vieillissement, le taux de
testostérone biodisponible chute, lié a la fois a lI'augmentation de la SHBG et a la baisse de
production d'androgéne. L'axe hyothalamus-hypophyse-testicule ne parvient pas a compenser
l'augmentation de la SHBG. [23]

2.5 Le role calcium dans I’ostéoporose

En cas de carence en calcium pendant la période de croissance, le capital osseux maximal est
diminué. La perte osseuse nécessaire pour donner de I'ostéoporose est alors moins importante.
Chez I'adulte, le calcium est toujours nécessaire, puisqu'il permet de préserver le tissu 0sseux,
notamment en venant minéraliser I'os nouvellement formé. 1l doit donc étre apporté en quantité
suffisante dans I'organisme, sinon le risque est d'avoir une moins bonne résistance osseuse. Les
causes d'insuffisance calcique sont le plus souvent un défaut d'apport alimentaire via les

produits laitiers et un défaut d'absorption intestinale. [24] [25]

2.6 Les Symptomes de I’Ostéoporose

En début, il ne faut pas confondre 1’ostéoporose avec 1’ostéomalacie

-L’ostéoporose est une maladie qui évolue de fagon silencieuse (maladie sournoise) car, sans

aucun symptéme et malheureusement, le diagnostic n’est établi aprés la fracture, le plus souvent

13
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au niveau du col du fémur, du poignet, la réduction de la taille de I’ordre de 3 a 5 cm provoquée
par un affaissement des vertebres, et aussi les déformations de la colonne vertébrale dues ou
encore des douleurs violentes au niveau des vertebres. La fracture peut survenir spontanément

ou faisant suite a un traumatisme bénin. [26]

2.7 Les marqueurs de I’ostéoporose

Il existe des marqueurs plus spécifiques. [27]

A. Les marqueurs protéiques

Cathepsine K
C’est une enzyme catalytique exprimée par les ostéoclastes, les cellules responsables de la
résorption osseuse. Elle joue un réle important dans la dégradation du collagéne osseux et

constitue une des cibles privilégiées dans la recherche d’une thérapie anti ostéoporotique.

Sclérostine

Il s’agit d’un marqueur de résorption osseuse par excellence puisque sa présence a un effet
négatif sur la formation osseuse. La répression du géne codant pour cette protéine chez la souris
a pour effet d’augmenter la densité osseuse d’une maniére trés significative. D’autre part, il a
été bien démontré une augmentation linéaire du taux de Sclérostine avec I’age. Ainsi chez les
femmes post ménopausées, le taux de ce marqueur est plus élevé que chez les femmes

preménopausées

Osteocalcine
11 s’agit d’'une hormone protéique secrétée par les ostéoblastes. Elle joue un réle trés important
dans la minéralisation en favorisant la déposition du phosphate de calcium au niveau des tissus

minéralisés comme 1’0s et les dents. L’ostéocalcine est un marqueur de formation osseuse.

Le rapport RANKL/Ostéoprotégerine

RANKL : est une protéine ligand qui en se fixant sur son récepteur RANK situé a la surface
des cellules précurseurs d’ostéoclastes comme les monocytes ou les cellules hématopoiétiques
conduisent a la différenciation de ces cellules en ostéoclastes ; les cellules osseuses
responsables de la dégradation du tissu osseux. Ainsi I’augmentation de ce marqueur dans le
sang indique une forte activité ostéoclastogenique a 1’origine d’une augmentation du nombre

d’ostéoclastes susceptibles de dégrader 1’os.
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Ostéoprotégérine (OPG) est une protéine synthétisée par les ostéoblastes qui a une forte affinité
vis a vis de RANKL. La présence d’OPG en quantité suffisante a pour effet d’inhiber la fixation
de RANKL sur son ligand RANK diminuant ainsi le nombre d’ostéoclastes dans le tissu osseux

avec par conséquent une baisse de 1’activité¢ de dégradation osseuse.

B. Les marqueurs nucléotidiques

Les microARNs ont la propriété de se fixer d’une maniére spécifique a des ARNm qui sont des
transcrits de différents génes. Ces ARNm vont donner des protéines apres leur traduction dans
le cytoplasme au niveau des ribosomes. La fixation de microARN sur les ARNm conduit

inexorablement a I’inactivation de ces derniers empéchant ainsi leur traduction en protéines.

2.8 Conséquence de I’ostéoporose

A. La fracture
L'os devenu fragile peut se briser lors d'un choc méme léger. Une glissade chez un malade de
I'ostéoporose peut entrainer des fractures trés invalidantes. [28]

 Detype:
- Traumatique : besoin d’un choc de faible force pour casser (ex : col du fémur)
-Spontanée : dans les gestes de la vie courante (ex : tassement vertébral)
. Localisée a :
-Poignet : aprés 55 ans ; les fractures deviennent plus fréquentes mais n’augmente pas la morbi
ou la mortalité
-Extrémité supérieure du fémur (ESF) : en a4ge 81ans Fracture de I’ESF peut résulte :
20% me mortalité a 1 an ; 30% d’handicap permanent ; 40% ne peuvent plus marcher seuls et
80% ne peuvent plus réaliser au moins 1 acte de la vie quotidienne.
-Vertébre : Ce type de fracture peut étre a 1’origine de douleurs intenses. Dans plus de la moitié
des cas, les fractures vertébrales ne donnent aucun symptome et peuvent s’accompagner d’une
diminution importante de la taille ainsi que d’une courbure du dos vers 1’avant, appelée

cyphose.

B. Morbi/mortalité associées

Augmentation de risque cardio-vasculaires et le cancer, accru d’infections respiratoires.
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2.9 Diagnostique d’ostéoporose

Il existe plusieurs examens possibles qui permettent de reconnaitre I'ostéoporose ; tels que :

L'examen clinique, examen biologique, examens radiologiques, examen densitométrique

2.10 Le traitement pharmacologique de I’ostéoporose
2.10.1 Les bisphosphonates

Sont les traitements de premiére intention qui inhibent la résorption osseuse, ils sont des
analogues structuraux du pyrophosphate inorganique, caractérisé par un  squelette commun
phosphore-carbone-phosphore  (P-C-P) qui a une forte affinité pour les cristaux
d'hydroxyapatite de 1’os. [29] [30]

2.10.2 Le denosumab

Il est indiqué dans le traitement de I'ostéoporose post-ménopausique 60 chez les femmes a risque élevé
de fractures. [31]

2.10.3 Les SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulator)

-Est comme les bisphosphonates, est un agent anti ostéoclastique, qui permet de mimer les effets
favorables du traitement hormonal substitutif sur le tissu 0sseux sans en avoir les conséquences néfastes

sur le systéme cardiovasculaire et sur le tissu mammaire. [32]

2.10.4 LeTériparatide

Il est sous la forme d’une injection sous-cutanée quotidienne, qu’est indiqué pour le traitement de
I'ostéoporose post-ménopausique avérée des femmes présentant au moins deux fractures vertébrales.
[33]

2.10.5 Le Ranélate de strontium

Est le seul traitement de 1’ostéoporose qui soit a la fois antirésorptif et ostéoformateur. [34]

16



Chapitre 11
Cathepsine K et ses
INhibiteurs



cATHEPSINE K ET ses INHIBITEURS [

I.LA CATHEPSINE K ET SON MECANISME D’ACTION

Le terme protéase fait référence aux enzymes qui dégradent des substrats protéiques en
hydrolysant les liaisons peptidiques [35]. Ainsi on distingue 6 classes de protéases : les
protéases a sérine, les protéases a cystéine, les protéases acides (a aspartate et a glutamate),
les métalloprotéases et les protéases a thréonine [36]. En ce qui concerne les protéases a
cystéine, il y a 72 familles de protéases a cystéine sont référencées correspondant a environ
160 protéases [37]. Parmi ces protéases, la famille la plus représentée et la plus documentéee
est la famille de la papaine. On a onze protéases a cystéine, denommeées cathepsines, sont
identifiées : les cathepsines B, H, L, S, C, K, O, F, V, X et W, découvertes par des techniques
de biologie moléculaire et I’étude du génome humain (cathepsine K, O, V, X et W) avec une

expression non pas ubiquitaire mais spéecifique a un type cellulaire. [38]
1. Deéfinition

La cathepsine K est une enzyme lysosomale de la famille des cystéines protéases, qui est
spécifique de I’ostéoclaste, et y est la plus abondante. [39]

- plusieurs noms ont été donnés a cette protéase : cathepsine O, 02, K, X et OC2 [40], mais
finalement le comité de I'union internationale de la biochimie et biologie moléculaire lui a

assigné le nom de cathepsine K.

2. La structure moleculaire

Cathepsin K

active site

] —

s

—_ RO —

=
—
=
b
=
[ —
-
——

Figure 9 : La structure moléculaire

La cathepsine K est identifiee par le numéro (EC : 3.4.22.38) et classée sous le titre de cystéine
endopeptidase de 215 acides aminés, et possédant deux domaines (Figure 9) :
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Un domaine a gauche(L) : posséde trois hélices alpha, qui sont reliées entre elles par des ponts
disulfures. [40]

Un domaine a droite(R) : posséde un feuillet béta trés large qui se tord et s’enroule pour former

un tonneau béta. [40]

Les deux domaines sont ouverts a leur sommet et forment le site actif qui est un sillon qui
s’étend sur toute la longueur du lieu créé par les domaines R et L. Plusieurs résidus importants
sont retrouvés dans le site actif comme 1’asparagine (Asp) 175 qui aide a la réaction
enzymatique comme dans les autres cathepsines similaires a la papaine. La cystéine 25 est
également importante, car elle serait partiellement responsable de la constante de dissociation
acide Pka = 4.5. [41]

Elle possede une charge positive (+6 chez I’humain et +7 chez le lapin).
3. Caractéristiques de I’enzyme

Chez I’humain, cathepsine k forme native est un zymogéne monomeérique le pro-CK, de 37
kDa. Son activation se produit suite au sectionnement d’une séquence de la protéine par les
pepsines, sécrétées par les chondrocytes, ce qui lui confére sa forme active de 29 kDa. Il
semblerait que I’activation de I’enzyme serait possible par 1’auto-protéolyse a 4°C et a un pH
de 4, et peut également étre catalysée par une enzyme mature, ainsi que 1’activation par d’autres

CK actives. [42]
4. Sites de clivage de la cathepsine K sur le collagéne et I’agrécane

La cathepsine K est une endopeptidase, ¢’est-a-dire qu’elle hydrolyse les liaisons peptidiques
internes. [43] Elle est connue pour son rdle dans I’os et dégrade donc des composantes de la

matrice 0sseuse.

4.1 Clivage du collagéne de type I

Le collagéne de type I est une triple hélice faite de deux chaines alpha 1 et une chaine alpha
2[44]. La cathepsine K coupe le collagene de type | a plusieurs sites et la plupart des sites de
clivage sont prés de I’extrémité N-terminale et de 1’extrémité C-terminale [45]. On retrouve
un clivage au résidu 811 sur la chaine al et un autre sur le résidu 815 sur la chaine alpha 2 a
partir de ’extrémité N-terminale. 1l y a également un clivage au 97e résidu sur la chaine alpha

1 et au 100e résidu sur la chaine alpha 2 a partir de I’extrémité N-terminale. La cathepsine K
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clive également le 22e résidu dans les deux chaines [46]. Atley et al, ont démontré que la

cathepsine K libére le N-télopeptide du collagene de type I.

4.2 Clivage du collagéne type I1

Ont démontré que la cathepsine K dégrade également le collagéne de type Il bovin et humain.
Leur expérience a permis de démontrer que la cathepsine K clive la triple hélice du collagene
de type II pres de I’extrémité N-terminale et qu’elle fait son clivage a ’intérieur de la
molécule, ont trouveé six sites de clivage de la cathepsine K (Figure 10) sur le collagene de
type Il équin dont le premier site de clivage se trouve trois résidus (d’acides aminés) avant le
site de clivage identifié [47]. Mort et al ont également proposé que la cathepsine K dégrade
progressivement la molécule de collagéne de type II a partir de I’extrémité N-terminale en
enlevant premi¢rement 60 résidus d’acides aminés [48]

L’activité collagénique de la cathepsine K exige la présence de chondroitine sulfate ou de
kératane sulfate [59].

Ce type de collagene se trouve principalement dans le cartilage.

Cathepsin K Collagenase

N-Telopeptide + Il 14 + C-Telopeptide

SRR —
] | I

CGEAGKPG czk) [EGPP‘GPQG c2C j
GPPGPQG (C1,2C

Figure 10: Clivage du collagéne de type Il par la cathepsine K et les collagénases

4.3 Clivage de I’agrécane

La cathepsine K dégrade 1’agrécane, protéoglycane retrouvée dans la matrice du cartilage, afin
de s’approvisionner en chondroitine sulfate nécessaire a son activité collagénique [45]. Une
expérience faite chez les bovins a montré que la cathepsine K clive 1’agrécane entre Arg24-
Leu25 et Gly56-Ser57 a partir de I’extrémité N-terminal. [50]

La cathepsine K est également capable de cliver d’autres composantes de I’agrécane comme

son domaine globulaire entre serinel9 et valine20.
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Au total, il y a cinq sites de clivage sur I’agrécane, quatre sur le domaine G1 et un dans le
domaine E. [50]

LRIt

oratorn swulfate chondroltin sulfate

hyaluronan aggrecan

Figure 11: Site de clivage de la cathepsine K sur I’agrécane
5. Localisation de cathepsine k et son réle

La cathepsine K a été trouvée dans certaines parties de I’embryon en développement
notamment dans le tissu épithélial, le systeme gastro-intestinal, le systéme respiratoire et dans
le systéme urinaire, il serait impliqué dans la libération des hormones thyroidiennes [51].
L’expression est plus élevée dans 1’o0s [52], majoritairement trouver dans les ostéoclastes. Son
role important dans la résorption osseuse est démontré par le fait que 60 % de I’activité

hydrolytique [53]. Et aussi a un réle dans certaines fonctions du cerveau. [54]

6. Pathologique

Certaines conditions pathologiques stimulent I’expression de la cathepsine K :

-Elle a été reconnue pour son implication dans 1’ostéoporose, une maladie caractérisée par une
diminution de la masse osseuse, causée par une suractivité des ostéoclastes. [56] [57]

- On observe aussi I’expression de la cathepsine K dans plusieurs cancers comme le cancer de
la prostate et le cancer du sein ou son expression est élevée dans les cellules tumorales et dans
les métastases de ces tumeurs. Cela aurait une corrélation avec la progression accélérée de la

tumeur et la dégradation de 1’0s. [58]
7. Régulation génétique

Le gene de la cathepsine K est retrouvé dans le chromosome 1921 et est composé de huit
exons et sept introns. Il en reésulte, suite aux modifications post-transcriptionnelles, en un
fragment de 1.7 kb de long. [58]
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Le géne de la cathepsine K est exprime en grande quantité dans les ostéoclastes, car elle est
essentielle & la dégradation de la matrice osseuse.

Le ligand du récepteur activateur du facteur kappa-B (RANKL) est une molécule importante,
car sa liaison au RANK, récepteur présent sur les ostéoclastes, active la différentiation ou
I’activation des ostéoclastes. [59]

En activant les ostéoclastes, RANKL stimule aussi I’ARNm de la cathepsine K et augmente
I’expression de la protéine. [60]

L’IL-1a, qui est exprimé dans les conditions pathologiques, augmente également I’expression
de RANKL dans les ostéoclastes. [61]

Beaucoup d’autres agents régulent la production de RANKL par les cellules stromales. (La
vitamine D, la parathormone, la TNF-a, les glucocorticoides, I’IL-11, I’hormone thyroidienne,
la prostaglandine-E2, le facteur de croissance des fibroblastes-2, I’histamine, « insulin-like
growth factor»- let lipopolysaccharides (LPS). [59]

Le TNF-a stimule directement I’expression I’ARNm de la cathepsine K dans les ostéoclastes.
[62]

L’acide rétinoique quant a lui augmente la régulation de la cathepsine K dans les ostéoclastes
matures. [63]

L’OPG est une molécule qui joue un role important dans la différenciation et I’activation des
ostéoclastes. L’OPG se lie au RANKL et I’empéche de se lier sur le RANK et par conséquent

d’activer les ostéoclastes. [64]
II. L’ETUDE DES INHIBITEURS DE LA CATHEPSINE K

En partant du principe que la cathepsine K joue un réle important dans la résorption osseuse
enzymatique, 1’utilisation d’inhibiteurs de la cathepsine K pourrait étre une nouvelle approche
thérapeutique.

Certes, 1l n’existe pas encore d’inhibiteur de la cathepsine K sur le marché pour le traitement
ou la prévention de ’ostéoporose, toutefois il existe des publications d’études sur quatre
inhibiteurs de la cathepsine K (balicatib, relacatib, odanacatib, ONO-5334) pour le
traitement de 1’ostéoporose.

Idéalement, les inhibiteurs de la cathepsine K devraient avoir une faible masse moléculaire, un
caractére peptidique minimal, un effet réversible et fortement sélectif et ne pas nuire a d’autres

membres importants de la famille cystéine-cathepsine.
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Parmi les inhibiteurs de cathepsine k, il y a : des inhibiteurs naturels qu’ils sont synthétisés
par D’organisme, et des inhibiteurs synthétiques disponibles ont été développés

particuliérement pour I’ostéoporose ou son role dans cette pathologie est trés bien connu. [65]

1. L’odanacatib (ODN)

Est un inhibiteur réversible sélectif de la cathepsine K développé par le laboratoire Merck
(en 2016) dans le traitement de I’ostéoporose post ménopausique, I’arthrose et les métastases

osseuses consécutives a un cancer du sein (Figure 12).

Figure 12:Structure chimique de L’odanacatib

1.1 Propriétés pharmacocinétiques de ’odanacatib

C’est une molécule non peptidique de faible masse moléculaire.
Savoir un métabolisme in vitro minimal

La demi-vie est longue:

Une bonne biodisponibilité orale de 1’ordre 0.5% a 1%. [66]

YV V V V

a. Mécanisme d’action de I’odanacatib

Le 1er mécanisme d’action

Son action est due a la formation de liaisons hydrogéne entre 1’amide NH des groupes P1 et P2
de I’odanacatib et le carbonyle du résidu Asnl58, ainsi qu’entre le carbonyle entre P1 et P2 et
le NH du résidu Gly66. Une liaison hydrogene supplémentaire se forme également entre
I’amine NH (entre les groupes P2 et P3) et le carbonyle du résidu Gly66. Le double espace
aromatique de la partie P3 de la molécule permet quant a lui de maximiser son interaction avec
la poche S3 qui contient un résidu aspartique (Asp61) capable de former des liaisons ioniques
et des ponts salins (Figure 13). Ces liaisons hydrogéne avec le site catalytique de la cathepsine

K permettent d’inhiber 1’activité enzymatique en empéchant la fixation du substrat. [67]
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Figure 13: Interactions entre I’odanacatib et la cathepsine K

Le 2éme mécanisme d’action

Cet inhibiteur agit également sur le transport des vésicules intracellulaires de la cathepsine K

dans les ostéoclastes. Le blocage de ce transport empéche 1’excrétion de la cathepsine K par

I’ostéoclaste lors de la phase de résorption du remodelage osseux, d’ou 1’absence d’hydrolyse

du collagéne, principal constituant de la matrice organique osseuse. Ce mécanisme va enrailler

la résorption osseuse de 1’os (Figure 14). Notons que ce mécanisme n’agira pas sur le nombre

d’ostéoclastes, ce qui évite une diminution secondaire de la formation osseuse. Ce point est

crucial, car ¢’est un inconvénient des agents anti-resorptif actuellement commercialisés. [68]

® Lysosomes Cat K
¥ V-ATPase

B cc-7

$ RANK/RANKL

Sealing
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Bone

R( Denosumab

QOdanacatib

Figure 14: Mécanisme d’action de ’odanacatib
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2. La Balicatib

Est un inhibiteur de la cathepsine K le plus avancé et puissant avec une sélectivité élevée
contre les cathepsines B, L et S humaines (> 4 800 fois,> 500 fois et> 65 000) (Figure 15).

Figure 15: Structure chimique de la balicatib

3. Les anti-RANKL

Denosumab est un anticorps monoclonal (IgG2) humain qui cible le RANKL, ligand du
récepteur RANK. [69]

3.1 Mécanisme d’action de dénosumab

Le dénosumab se lie de fagcon spécifigue au RANKL avec une forte affinité, empéchant
I'activation du récepteur RANK situé a la surface des ostéoclastes et de leurs précurseurs (Figure
16). Le blocage de l'interaction RANK/RANKUL inhibe la formation, la fonction et la survie des

ostéoclastes et diminue ainsi la résorption osseuse dans l'os cortical et trabéculaire. [69]
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Denosumab

RANKL binds to RANK receptors
on both precursor cells and
mature osteoclasts increasing the

Osteoblasts produce formation, function and survival
a decoy receptor of osteoclasts, and bone resorption
osteoprotegerin that ;
normally binds
excess RANKL

o

Tumor cells produce factors Bone resorption releases
that stimulate osteoblasts to growth factors from the bone
secrete RANKL matrix that can perpetuate

(PTHrp, IL11, IL6, IL2, TNF, PGE2) Jumor actvly
(TGFb, IGF, FGF, PDGF)

Figure 16:Mecanisme d’action de dénosumab
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L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des réactions
biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les résidus mis en
jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur I'affinité entre
les molécules. De méme, la découverte de nouvelles molécules activant ou inhibant I'activite
biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est dans ce
but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées sous le nom "amarrage
moléculaire™ ou "docking”, ont été développées. Le terme générique de "ligand"”, tandis que le
terme "récepteur” est utilisé pour la cible sur laquelle le ligand va se fixer, que ce soit une
enzyme ou un récepteur protéique. Afin d'obtenir le minimum global d'énergie d'interaction

entre le ligand et le récepteur.
1. Définition.

Le docking moléculaire est une méthode d’interaction d’un complexe formé de deux ou
plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des conformations

favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur. [70]

2. Les étapes de docking moléculaire

Deux approches sont principalement employées pour la modélisation du systeme protéine
ligand :

La premiére étape consiste au téléchargement des structures chimiques des cibles a traiter,
pour cela il est nécessaire d’aller directement a la Bank PDB avec la structure

Ensuite, la PDB contient plusieurs milliers de structures protéiques obtenues soit par
cristallographie (rayons X), soit par RMN. Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la
Bank, et cette derniere contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation
par homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible souhaitée. Aprés le
téléchargement de la cible (PDB), nous utilisons un logiciel de visualisation pour voir avec
quels ligands 1’enzyme est Co-cristallisé (eau, ligands, ion...).

La deuxieme étape, concerne les structures du (ou des) ligand(s) utilisé(s) lors du docking
moléculaire. 1l y a deux grandes bases de données de structures chimiques des ligands. La
premigére représente ces structures par les programmes d’informatique de modélisation
moléculaire, ou les différentes structures sont générées par optimisation de géométrie. Dans le

deuxiéme cas, elles sont obtenues a partir des bases de données comme Pub Chem Project ou
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autres bases de données des structures. Ces derniéeres ont différentes extensions comme PDB
(Protein Data Bank), SDF.... [71]

3. Les programmes

De nombreuses publications ont proposé des expériences paralléles menées avec un bon
nombre de programmes de criblage virtuel. Les plus fréquemment [72] :

Tableau 1: Quelques exemples de logiciels de criblage virtuel

Programme Algorithme de recherche Fonction de score

FlexX Fragmentation/reconstruction Basée sur les connaissances
Glide Monte Carlo Empirique

Gold Génétique Basée sur les champs de force
Surflex-Dock Hammerhead modifié Empirique

*Dans notre étude nous avons utilisé le programme : Surflex-Dock
4. Les interaction Proteine_ligand

Les interactions entre deux molécules (Figure 17) [74] :

- L’une, la cible, est une protéine possédant un ou plusieurs sites actifs spécifiques avec
une structure tridimensionnelle connue.

- L’autre, le ligand, est une petite molécule flexible d’origine exogene.

. n-p

Complexe

Cible proteigus Ligand

proteine-ligand

Figurel7: La formation du complexe protéine-ligand
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En effet, La capacité de la protéine a fixer sélectivement et avec une grande affinité son ligand

repose sur la formation de différents types d’interactions non covalentes parmi lesquelles :

- Les interactions électrostatiques

Liaisons ioniques résiduelles faibles, proviennent de I’interaction entre deux atomes de

charges opposées conduisant a la création d’une force attractive (Figure 18).

F F 3
@ — @ v -9
r

- -

Figure 18: Les interactions électrostatiques

- Les interactions de Van der Waals

Forces électrique résiduelles faibles, résultent de P’interaction entre deux atomes, ou
groupements d’atomes, adjacents neutres constituant des dipbles opposés et conduisant a la
création d’une force attractive avec une distance de 3 4 4,5 A approximativement (Figure 19).

van der Waaks force
|
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' 8 5 '
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Figure 19: Les interactions de Van der Waals

- Les liaisons hydrogene

Découlent de I’interaction électrostatique entre un élément tres électronégatif portant au moins
un doublet non liant et un atome d’hydrogene (Figure 20). Ces interactions sont plus fortes que

celles des forces de Van der Waals et elles se font sur une distance qui varie entre 2,2 et 4A.

[74]
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Figure 20: Les liaisons hydrogéne

Les interactions hydrophobes

Sont des chaines organiques saturées ou aromatiques non polaires ayant trés peu d'affinité

pour I’eau (Figure 21). Ils ont tendance a se positionner de maniere a presenter la plus faible

surface de contact avec I'environnement aqueux. [75] (Figure 21).

iocnigque oy Liaison_
> hydrogeéene
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Figure 21 : Les interactions hydrophobes
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l. Matériel

1.1 Microordinateur

Dans notre travail nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire vive de 4Go, un
processeur intel(R) core(TM) i3-5005U CPU@ 2.00GHz 2.00GHz, sous le systéme

d’exploitation Windows 10 professionnel version 2017.
1.2 Les programmes

Nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser les calculs de docking moléculaire

de ce travail :

- Pour étudier les interactions protéines-ligands, nous avons choisi le programme Surflex
version 1.3 (2005) qui utilise une méthode incrémentielle pour effectuer ces calculs.

- Le logiciel ArgusLab version 4.0.1 a été utilisé pour séparer le complexe (protéine —
ligand).

- Le programme OpenBabel-2.4.1 nous a permis de convertir les fichiers en plusieurs
formats (mol2, mol, pdb, sdf...).

- ViewerL.ite4.2 permet de visualiser les interactions établies entre les inhibiteurs et le site
actif de notre enzyme, la présentation des liaisons chimiques (liaison hydrogéne), la mesure
de distances interatomiques, I'annotation des acides aminés (nom, numéro), créations de
surfaces, choix de couleur (selon les atomes, les structures...), la capacité de cacher et puis
afficher & nouveau les différentes molécules.

- Lelogiciel Excel (2016) pour tracer la courbe de corrélation entre 1’activité biologique (log
ICs0) de 30 inhibiteurs testés et leurs affinités (final-0) calculées par Surflex.

- Le réseau internet comme outil principal pour le téléchargement des programmes, des

complexes et des ligands dont on a besoin.

I1. Méthodes

Le docking moléculaire est une méthode qui prédit I'orientation ou la position relative de deux
molécules (un ligand et un récepteur). La structure obtenue confére les propriétés a I’ensemble

pour avoir un complexe plus stable.
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C’est un procédé trés utile, il est utilisé pour estimer la puissance d'interaction et I'affinité de
liaison et permet d'évaluer les conformations par un calcul rapide d'énergie d'interaction des

ligands avec un récepteur pour ne retenir que la meilleure.

2.1 Test d’évaluation de la fiabilité du programme Surflex
D’abord nous avons évalué la performance du programme d’arrimage moléculaire Surflex

version 1.3 (2005) par deux tests : le RMSD (Root-Mean-Square Deviation) et le coefficient

de corrélation linéaire (r).

2.1.1 RMSD (deéviation de la racine de la moyenne des carrés)

> Ce test a été réalisé sur 130 complexes protéines-ligands tirés de la PDB de facon
aléatoire, ils ont été téléchargés sous format .pdb dans un répertoire spécifique.

> A l’aide du programme Arguslab, la protéine est séparée de son ligand et enregistrée au
format .pdb

» Arguslab utilise le format .pdb par contre Surflex exige le format .mol2, donc les
protéines et leurs ligands sont protoneés, chargés et convertis dans le format .mol2 par le
logiciel OpenBabel.

» Calcul du RMSD par le logiciel Surflex.

» L’évaluation des performances d’un programme de docking moléculaire est
habituellement jugée au moyen du RMSD entre la meilleure conformation du ligand
générée par surflex (finale-0) et la conformation expérimentale. La prédiction est
acceptable si sa valeur ne dépasse pas 2 angstroms.

> Les résultats des 130 complexes étudiés (protéines - ligands) sont présentés dans

I’annexe 1.

2.1.2 Le coefficient de corrélation

Le coefficient de corrélation de Pearson permet d’évaluer 1’intensité et le sens de la relation
linéaire entre deux séries de données provenant de 1’échantillonnage de deux variables
métriques. Le coefficient de corrélation indique le degré de relation linéaire entre les deux series
de donneées, et il prend des valeurs situees entre —1 et 1. S’il n’y a pas de relation linéaire entre
les deux séries de données, le coefficient de corrélation est trés proche de zéro, et on dira que

les deux variables ne sont pas corrélées. [76]
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Pour étudier la corrélation entre le score obtenu par le docking moléculaire par le logiciel surflex
et ’activité biologique (ICso), nous avons utilis¢é 30 complexes issus de la PDB et a ’aide

d’EXCEL 2016 nous avons calculé le coefficient de régression.
2.2 Le choix du complexe (1tu6)

Parmi les structures tridimensionnelles de notre enzyme cible (la cathepsine k) qui existent dans
la banque de données protéiques (pdb), nous avons choisi d’étudier celle portant le code 1TU6
(Cathepsin K complexed with a ketoamide inhibitor) (Figure 22). En effet ce complexe dispose
d’une bonne résolution (1.75A) et d’une trés bonne ICso (0.8nM). Son ligand, le FSP, posséde

de bonnes caracteéristiques pharmacologiques (tableau 2)

Tableau 2 : les caractéristiques pharmacologiques du ligand de référence (FSP)

Complexe PM Donneurs de | Accepteurs | Liaisons LogP
H de H rotables
1tu6 (FSP) 44451 |3 8 12 5.09

Figure 22: structure tridimensionnelle du complexe 1tu6

2.3 Préparation des molécules d’arrimage
2.3.1 Préparation de la protéine :

- L’enzyme cible que nous avons utilisée dans notre travail est la cathepsine k sa structure
tridimensionnelle existe sous forme de complexe (lié a un inhibiteur) ce complexe a été
téléchargé sous format .pdb .

- La cathepsine k est constituée de 2 chaines (A et B), la chaine B a été éliminée pour

permettre une utilisation plus aisée de 1’enzyme lors du docking moléculaire, et les
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molécules d’eau et I’inhibiteur présents dans la chaine A ont également été ¢liminés et la
structure de 1’enzyme est enregistrée sous le format .pdb par ArgusLab.
- Par le programme Open Babel2.0.2, ce dernier est converti au format .mol2, format le

mieux adapté pour Surflex.

Tableau 3: les propriétés de la macromolécule ¢ cathepsine k ¢’

Molécule Chaine | Séquence Organisme Détail
Cathepsinek | A, B 215 Homme Gene:CTSK (CTSO,CTS02)
EC: 3.4.22.38

2.3.2 Préparation du ligand

- Par ArgusLab, nous avons sélectionné le ligand (FSP) et éliminé tout le reste (la protéine
les molécules d’eau, le métal...).

- Leligand est ensuite enregistré au format .pdb.

- Par le programme Open Babel 2.0.2, ce dernier est converti au format .mol2.

2.3.3 Les étapes de docking

Le docking moléculaire a été réalisé par le programme Surflex en suivant plusieurs étapes :

> Génération du protomol
Construction d’une pseudo-molécule (protomol) qui va servir de cible a laquelle se rallie le

ligand dans le site actif de la protéine. Pour la création de protomol nous avons utilisé la

commande :

surflex-dock proto ligand.mol2 protein.mol2 pl|

> Le docking de la molécule
Cette étape de I'arrimage moléculaire exige un ligand au format .mol2, un protomol format
.mol2 et une protéine format .mol2. Nous avons utilisé la commande :

surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 protéine.mol?)
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Le résultat donne les dix meilleures conformations du ligand au niveau du site actif de I’enzyme
classées par affinités décroissantes représentées par des scores (final-0 a final-9), le meilleur
score étant le final-0 au format .mol2.

> Calcul du RMSD

La valeur du RMSD est obtenue par une troisieme commande :

Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol2)

2.4  Recherche de nouveaux inhibiteurs de la cathepsine k

A partir de la banque Pubchem nous avons téléchargé 162 similaires de notre ligand de

référence (FSP) avec une similarité de 80%.

- A Tl’aide de programme Open Babel2.0.2, nous avons converti le format de ces similaires
de format .sdf vers .mol2 .

- Pour déterminer 1’affinité de ces différents similaires vis-a-vis de notre cible, nous avons

utilisé une commande unique, celle de dock list, qui consiste a faire passer les similaires

un a un et calculer leurs affinités successives (final-0 ; final-10 ; final-20 ...)

surflex-dock dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protéine.mol2 log

- Une préparation préliminaire est nécessaire pour appliquer cette commande :

o Création d’un dossier contenant les 162 similaires

. Création d’un fichier sans extension, appelé ligarchive, contenant 1’adresse de chaque
similaire dans son répertoire spécifique

. Notre protéine au format .mol2

o Le protomol au format .mol2

2.5 Filtrage ADME (La regle de cing de Lipinski 1997)

Chaque médicament potentiel doit se conformer a plusieurs critéres de base, tel son faible codt
de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des barémes associés a ses
propriétés pharmacologique d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion et de
toxicité (filtre ADME/Tox) (Miteva et al., 2006) [77] qui est basée sur la regle de 5 formulée
par (Lipinski et al., 2001). [78] Cette regle décrit un ensemble de critéres, permettant d’estimer
la biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D).
Selon cette régle un composé possede toutes les chances d'étre disponible oralement s’il

respecte au moins 3 des 5 critéres suivantes :
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- Le poids moléculaire du composeé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

- Le coefficient de partition octanol/eau (logP) ou une lipophile entre -2 et 5.

- Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene (OH et NH) doit étre <5.

- Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene (O et N) doit étre < 10.

- possede un nombre de liaisons rotables inférieur a 15.

* LogP : est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I'octanol et dans I'eau (LogP = Log Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender le caractére
hydrophile ou hydrophobe d'une molécule. En effet, une molécule doit, pour parvenir dans
I’organisme jusqu’a son lieu d’action, se dissoudre dans des phases aqueuses, traverser des
membranes lipidiques, des phases protéiques et osidiques. La solubilité dans I’eau et dans les
lipides ainsi que le coefficient de partage jouent dans ce transport, un role fondamental. Une
molécule dotée d’une action plus rapide doit avoir un coefficient de partage qui favorise le plus
son transport. [79]

Tous ces paramétres ont été calculés, a partir de la structure 2D des composés étudiés, en
utilisant le serveur Molinspiration. [80]

2.6 Analyse visuelle des liaisons hydrogéene établies entre le ligand et les

acides aminés du site actif

Parmi les liaisons hydrogéne les plus courantes sont celles qui impliquent I’atome d’hydrogene
lié de fagon covalente a I’oxygéne (0-H), a I’azote (N-H) et plus rarement au soufre (S-H).
Cette étape est réalisée par le logiciel ViewerLite 4.2 pour visualiser les interactions hydrogénes

que peut établir chaque inhibiteur avec le site actif de I’enzyme.

35



Chapitre |1

Résultats
&
DIScusSIoNs



RESULTATS ET DIscussions || GG

1. Test d’évaluation de la fiabilité du programme Surflex :

Le docking moléculaire est un procédé tres utile utilisé pour estimer la puissance d'interaction
et l'affinité de liaison et permet d'évaluer les conformations par un calcul rapide d'affinité
d'interaction des ligands avec un récepteur pour ne retenir que la meilleure.

Cette méthode nous a permis de rechercher des nouveaux inhibiteurs de la cathepsine k.

Nous avons, dans un premier temps, évalué la performance du programme Surflex par deux

tests : le RMSD et le coefficient de corrélation linéaire.

1.1 Le test RMSD

L’écart de la déviation quadratiqgue moyenne est une des méthodes qui nous a permis de juger
la capacité et I’efficacité du programme a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le
site actif calculé par le logiciel Surflex par rapport a celui déterminé expérimentalement qu’on
retrouve dans la PDB.

La prédiction est acceptable lorsque la valeur du RMSD obtenue est < 2A. La vérification de la
performance du logiciel Surflex a été réalisée sur 130 complexes protéine-ligand. Les calculs
de RMSD entre la meilleure conformation du ligand générée par surflex (finale-0) et la
conformation expérimentale de référence issue de la PDB ont donné les résultats présentés dans

la figure (ou graphe) dans le tableau 11 dans les annexes.

RMSD

m RMSD < 2A
>32A

Figure 23: Résultats en % des RMSD( A ) obtenus par Surflex.

Toutes les valeurs de RMSD < 2 A sont considérées comme positives.
Les résultats du graphe sont donnés en pourcent (%). lls montrent que 68% des valeurs RMSD

sont <a 2A alors que 32% sont >a 2 A. Ces valeurs positives (68%) apportent la preuve que le
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logiciel Surflex reproduit assez bien les données expérimentales et qu’il peut étre utilisé pour
la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives.

D’aprés notre résultat et les traveaux CHIKHI A. et BENSEGUENI A. (2008) (avec 63% des
RMSD < 2A) on peut conclure que Surflex est un programme de docking moléculaire

performant. [81]
1.2 Analyse visuelle des molécules superposeées

L’analyse visuelle par MSViewerlite est une étape faisant suite au test RMSD pour une
meilleure appréciation des résultats obtenus avec Surflex.

Pour cela, nous avons choisi de comparer 3 complexes par simple superposition des structures
de leurs final-0 a celles obtenues expérimentalement que I’on télécharge de la PDB (1 complexe
dont le RMSD est < 2A, 1 complexe dont le RMSD est au voisinage de 2 et 1 complexe dont le
RMSD est largement > a 2A).

lito (RMSD =0.9224) &x6h (RMSD =2.019 1ia2 (RMSD =7.184)

Figure 24 : Superposition des trois ligands des complexes (11TO, 4X6Het 11A2) et celles

calculées par docking moléculaire avec Surflex

e Le 1*complexe lito : son RMSD est le meilleur = 0.922 (final-0 en vert figure 24).
e Le 2éme complexe 4x6h : son RMSD est intermédiaire = 2.019 (final-0 en vert figure
24).

e Le 3éme complexe lia2 : son RMSD est mauvais = 7.184 (final-0 en vert figure 24).
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1.3 Test du coefficient de corrélation linéaire

Il s’agit du deuxieéme moyen permettant de tester la fiabilité du programme Surflex.

- L’ICso : est la concentration d'inhibiteur nécessaire pour atteindre 50% d'inhibition de
I'enzyme. Cette grandeur peut également étre exprimée en log I1Cso ou en p ICso = -log ICso.
Ce test consiste a déterminer le degré de corrélation entre le log ICso déterminées
expérimentalement, issues de la PDB, et les affinités correspondantes pour 1’enzyme calculées
par Surflex.

La détermination du coefficient de corrélation entre I’activité biologique et le score de docking
moléculaire semble étre un bon moyen pour tester la performance du programme surflex utilisé
dans notre travail.

Le coefficient de corrélation est calculé en tracant la courbe de régression linéaire entre les
scores (affinités) obtenus par docking moléculaire (surflex) et les log 1Cso de 30 inhibiteurs tirés
de la PDB de fagon aléatoire. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4 suivant :

Tableau 4: résultats de ’analyse par la régression linéaire d’affinité obtenus par docking

moléculaire (surflex) et les loglCso

N° Complexe I1Cs0 (NM) Log ICso Final-0 (M)
01 lau4 1,7 0,88 1,68
02 1bp4 2 0,30 2,61
03 lia2 23 1,36 4,57
04 lia3 8 0,90 2,7
05 1kyn 4100 3,61 6,45
06 1ms6 19 1,27 3,97
07 loir 32 1,50 5,44
08 lvsn 0,2 -0,69 3,04
09 1u9v 6 0,77 5,31
10 1u9w 3,5 0,54 4,24
11 1u9x 7 0,84 4,02
12 1yk7 19 1,27 3,43
13 30vX 31 1,49 2,26
14 3ow3 742 2,87 3,44
15 30wx 17600 4,24 9,96
16 2aux 0,5 -0,30 3,52
17 2bdl 15 1,17 3,3
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18 2dc6 9100 3,95 7,79
19 2dca 23 1,36 6,3
20 2dcc 46000 4,66 5,65
21 2yi8 6,5 0,81 2,55
22 3hha 12,6 1,10 2,36
23 3kwz 4 0,60 2,33
24 300u 12 1,07 4,27
25 30x1 4.9 0,69 1,9
26 30x3 11 1,04 321
27 4bsq 0,7 -0,15 2,18
28 4l1a 5,39 073 4,06
29 4p6e 1290 3,11 4,76
30 4ge5 270 2,43 6,89

L’analyse par régression linéaire de ces 2 variables (logICso et 1’affinité) a permis d’obtenir la

représentation graphique suivante avec un coefficient de corrélation de 0.71(figure 25).

Final-0

12

10

log 1C50

y =1,0322x + 2,6427
r=0,71686
°

Figure 25 : Courbe de corrélation entre I’activité biologique (logICso) de 30 ligands et leurs
scores obtenus par Surflex

Avec une valeur de 0.71 pour le coefficient de corrélation (r) nous pouvons dire qu’il existe une

forte relation linéaire positive entre loglCso et I’affinité et que les deux variables évoluent dans

le méme sens.
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Ce résultat est comparable a ceux obtenus par Chikhi A et Bensegueni A pour divers
coefficients de corrélation r =0.83, r =0.90, r =0.84 [81]

Conclusion

Les résultats de cette étude théorique de détermination des RMSD (68 %) et du coefficient
de corrélation (0.71) confirment les résultats experimentaux et montrent que le logiciel Surflex
accomplit un travail raisonnable dans I'arrimage pour rechercher des inhibiteurs plus puissants

de la cathepsine k, aidant amplement au processus de découverte de nouveaux médicaments

potentiels.

2. Recherche de nouveaux inhibiteurs de la cathepsine k

Cette étape cruciale de notre travail consiste a tester I’affinité d’un grand nombre de molécules
vis-a-vis de notre cible et de la comparer a celle de notre ligand de référence (FSP) dans le but

de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la cathepsine k.

2.1 Le docking moléculaire des similaires

Nous avons réalisé le docking moléculaire avec Surflex de plusieurs composés similaires au
FSP (162), téléchargés a partir de la banque PUBCHEM qui nous propose le nombre de 491
avec une similarité de 80%.

Les résultats montrent que seuls 4 similaires, parmi les 162, présentent une meilleure
affinité (final-0) par rapport au ligand de référence (final-0 = 5.76). lls sont présentés dans
le tableau 5 suivant :
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Tableau 5: Les scores des meilleurs similaires

Nom du composé N°CID | Affinité Structures des composés
M-1

N-[(2S)-2-(4-

methylpiperazin-1-yl)-2-
phenylethyl]-N'-(1H-pyrazol- [,... -.._]
A 5-yl) oxamide 52897549 | 6.43 l

[4,4-dimethyl-1-[[4- o
(trifluoromethyl)phenyl]carba y u,j
moyl]pyrrolidin-2-yl]-[(3S)- )ﬁ » Nl o
2-hydroxy-1-oxo-1-(1H- 69707681 6.39 H oy g

B pyrazol-5-ylamino)heptan-3- [ -,'..”
yl]carbamic acid : +

(25)-2-[[2-(4- . S
methylphenyl)acetyl]amino]- [...- 24
C 2-phenyl-N-(1H-pyrazol-5- 52910183 | 6.06 |||

yl)acetamide : T
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(2S)-2-amino-N-[(2S)-2-
aminopropanoyl]-3-phenyl- " )
D N-(1H-pyrazol-5- 70360201 5.87 P
yl)propanamide | , ”

3. La regle de cing de LipinskKi

Avant d’entamer 1’étude des interactions entre 1’enzyme (cathepsine k) et les 4 inhibiteurs, il
est nécessaire d’évaluer les paramétres permettant leur validation comme inhibiteurs de la
cathepsine k. Ces indices ont été calculés dans le cadre du code « Molinspiration » [80] qui
permet de calculer les propriétés moléculaires importantes (logP, la surface polaire, le nombre
de donneurs et accepteurs de liaison hydrogéne...etc.) directement sur une page internet. Nous

retrouvons les résultats dans le tableau 6 suivant :

Tableau 6: propriété pharmacocinétique de la régle de Lipinski pour des 4 inhibiteurs

PM Donneur de | Accepteur Liaison rotable | Log P
H deH
52897549 (A) 356.43 3 8 6 0.23
52910183 (B) 348.41 3 6 6 2.56
69707681 (C) 554.57 5 11 10 3.71
7036201 (D) 301.35 5 7 5 -0.94

D’apres le tableau, il ressort que les 4 similaires étudiés sont en conformité avec la regle de

Lipinski. Cette regle dévoile que les composés ne validant pas au moins trois de ces criteres ont

de trés fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité.

Le PM des 3 composés (A, B et D) est en dessous de 500, par contre le
- Composé (C) a un PM légerement supérieur a 500 (554.57) ; il a également un nombre

d’accepteurs d’hydrogene (11) 1égerement supérieur a 10.
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- Le coefficient de partage de ces 4 composes est parfaitement dans les normes.
Donc les 4 composés peuvent avoir une activité biologique et une biodisponibilité orale

conformément aux travaux de Lipinski et al (1997).

4. Les interactions

4.1 Les liaisons hydrogenes

. Etude des interactions du compose A

L’analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction de ce composé montre qu’il est bien
placé dans le site actif de la protéine ou il établit 4 liaisons hydrogéne (figure 26). Ces liaisons

sont regroupées dans le tableau 7.

Tableau 7: Les liaisons hydrogéne établies par le composé A avec le site actif

Les liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site actif | Distance en

Hydrogeénes A

01 C=0O(N°2) - ---- HNE2 du résidu GLN133 D=198A

02 C=0O(N°2) - ---- H du groupement o amine (HN)) du résidu | D =1.90 A
CYS139.

03 C=O(N°1)----- HNE1 de noyau indole du TRP298 D=214A

04 NH(N°27) - - - - - O du groupement o carbonyle du résidu | D = 1.94 A
GLY134.
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Figure 26 : Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé A avec le site

actif de la cathepsine k

. Etude des interactions du composé B
L’analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction de ce composé montre qu’il est bien
placé dans le site actif de la protéine ou il établit 6 liaisons hydrogene (figure 27). Ces liaisons

sont regroupées dans le tableau 8.

Tableau 8: Les liaisons hydrogene établies par le composé B avec le site actif.

Les liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus di site actif | Distance en

Hydrogénes A

01 C=0O(N°7) - - - - NE2H du résidu de GLN133 D=2.88 A

02 C=0(N°7) - - - - OH du groupement D carbonyle du résidu | D=3.19 A
GLN133.

03 C=0O(N°®6) - - - - HNE2 du résidu de GLN133 D=2.13 A
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04 C=0O(N°®6) - - - - H du groupement o amine (HN)) du résidu | D=2.41 A
de CYS139

05 OH(N°®40) - - - - SG du résidu de CYS139 D=2.45A

06 NH(N°42) - - - - O du groupement o carbonyle du résidu | D=2.09 A
ASN275.

GLN133

/4
CYs139

ASNZ275

Figure 27: Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé B avec le site actif
de la cathepsine k

. Etude des interactions du composé C
L’analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction de ce composé montre qu’il est placé
dans le site actif de la protéine ou il établit 3 liaisons hydrogéne (figure 28). Ces liaisons sont

regroupées dans le tableau 9.

Tableau 9: Les liaisons hydrogene établies par le composé C avec le site actif.

Les liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus di site actif | Distance en
Hydrogenes A
01 C=0(N°2) - - - - HNEL1 de noyau indole du TRP298 D =2.00A
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02 NH (N°28) - - - -O du groupement a carbonyle du résidu | D =1.79 A
ASN275.

03 HN(N®°6) - - - - H du groupement o amide du résidu [ D=22A
GLY180.

Figure 28: Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé 1.144 avec le site
actif de la cathepsine k

. Etude des interactions du composé D :

L’analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction de ce composé montre qu’il est bien
placé dans le site actif de la protéine ou il établit 6 liaisons hydrogéne (figure 29). Ces liaisons

sont regroupées dans le tableau 10.

Tableau 10: Les liaisons hydrogene établies par le composé D avec le site actif.

Les liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus di site actif | Distance en

Hydrogénes A

01 NH(N°29) - - - - SG du résidu de CYS139 D=246A

02 NH(N°27) - - - - O du groupement o carbonyle du résidu | D =2.34 A
GLY137.

03 C=0O(N°2) - - - - - HNE2 du résidu de GLN133 D =2.10A
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04 C=0O(N°2) - - - - - H du groupement o amide du résidu | D = 2.02A
CYS139.
05 C=0O(N°1) - - - - HNEL1 de noyau indole du TRP298. D=190A

, ,}\“’(4 o
CY$139
CYS139
e
C:- 90 //

3 ‘
- -

’ Tl:i{3298

//

Figure 29 : Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé D avec le site

actif de la cathepsine k

Conclusion :

Les 4 composés étudiés ont donné des scores d’affinités 1égérement meilleurs que le ligand de
référence, et de ce fait, peuvent étre considérés comme de nouveaux inhibiteurs potentiels de la
cathepsine K. Il s’agit des composés A, B, C et D, sachant que le premier constitue le complexe
protéine-ligand le plus stable (final-0 = 6.43). Les 4 molécules possedent des propriétés
pharmacocinétiques intéressantes. Les liaisons hydrogene ne sont pas seules responsables dans
I’interaction de la cathepsine k avec le ligand. Le role des interactions apolaires est aussi

important dans 1’explication du mode d’interaction
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CONCLUSION

L’objectif primordial de notre travail est de rechercher et proposer par une méthode in silico de
nouveaux inhibiteurs potentiels plus puissants de la cathepsine k, enzyme considérée comme
une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de 1’ostéoporose.

Pour cela, nous avons utilisé Surflex, un programme de docking moléculaire procédant par une
méthode incrémentielle qui a été développé pour mettre au point des molécules a activité
thérapeutique.

Nous avons d’abord testé la performance de ce programme selon deux critéres :

» Le calcul des valeurs du RMSD entre la meilleure conformation du ligand prédit par
Surflex et celle obtenue par cristallographie au niveau de la PDB, appliqué sur 130
complexes protéine-ligand téléchargés aléatoirement de la PDB. Ce test a été
accompagné par une analyse visuelle des complexes formés.

> La détermination du coefficient de corrélation linéaire entre I’activité biologique
expérimentale (ICso) et les scores d’affinités de 30 ligands obtenus par docking
moléculaire.

Les résultats du RMSD ont donné 68% des valeurs inférieures a 2A. L’analyse visuelle par
viwerlite montre qu’il existe une bonne superposition entre la géométrie des ligands calculée
par Surflex et celle obtenue expérimentalement. Une valeur de r égale a 0.71 montre qu’il y a
une bonne correélation entre les ICso expérimentales et les affinités calculées par le logiciel. Ces
résultats positifs font preuve de la fiabilité et de la performance du programme Surflex.

La recherche de nouveaux agents thérapeutiques (inhibiteurs) potentiels plus puissants et plus
sélectifs de la cathepsine k a été réalisée par docking moléculaire avec Surflex en utilisant 162
composés similaires au ligand de référence (le FSP) téléchargés a partir de la banque de données
chimiques « PubChem ».

Parmi ces similaires, quatre composés A (CID 52897549), B (CID 69707681), C (CID
52910183) et D (CID 70360201) ont donné des scores d’affinités successifs de 6.43, 6.39, 6.06
et 5.87 M1 Iégérement supérieurs a celui du composé de départ (FSP) qui est de 5.76 M et de
ce fait, peuvent étre considérés comme des nouveaux inhibiteurs potentiels de la cathepsine K.
L’analyse visuelle et I’étude des différentes interactions de ces inhibiteurs avec la cathepsine K

ont montré que ces derniers s’incrustent bien dans le site actif de I’enzyme.
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concLusion |

L’application de la régle de Lipinski a permis d’évaluer positivement leurs propriéetés
pharmacodynamiques ADME et d’affirmer que leur biodisponibilité par voie orale ne pose
aucun probleme.

Ces résultats théoriques obtenus in silico doivent étre complétés et confirmés par des études

expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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Annexes 1

Annexes [N

Tableau 11: Liste des résultats des 130 complexes utilisés pour tester le programme Surflex par

RMSD et leur ICs

N° MOLECULE OPTRMSD RMSD heavy Final-0
atom M-1
01 latk 1.561 2.410 3.09
02 lau0 1.208 2.114 4.37
03 lau?2 4,575 5.25
04 lau4 1.641 2.942 1.68
05 layu 1.648 4.86
06 layv 1.025 3.035 3.56
07 layw 1.811 3.035 2.47
08 1bgo 1.379 5.04
09 1bp4 0.520 2.104 2.61
10 1bqi 0.945 3.447 4.82
11 lial 1.256 2.847 9.97
12 lia2 7.184 4,57
13 lia3 1.263 2.70
14 lia4 1.140 3.33
15 lito 0.922 7.06
16 1kyn 0.962 3.350 6.45
17 1mem 4.469 1.39
18 1ms6 1.772 2.812 3.97
19 1nb3 1.006 2.989 0.98
20 1nb5 6.879 1.87
21 1tu6 1.107 5.76
22 loir 4.537 5.44
23 loit 0.661 6.36
24 196k 0.638 5.30
25 1qgdq 1.652 5.77
26 1snk 1.495 6.35
27 lvsn 5.660 3.04
28 1u9v 1.027 2.554 5.31
29 1udw 1.818 4.24
30 1u9x 1.844 4.02
31 1yk7 4.220 3.43
32 1yk8 0.894 3.051 2.67
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33 yt7 1.928 2.73
34 2ato 0.186 3.296 1.99
35 2aux 1.495 3.52
36 2auz 0.825 2.032 3.14
37 2bdl 1.751 3.807 3.30
38 2dc6 1.650 2.910 7.79
39 2dc7 1.440 6.34
40 2dc8 1.280 3.215 5.07
41 2dc9 1.972 6.20
42 2dca 0.260 2.154 6.30
43 2dcb 0.672 2.550 5.06
44 2dcc 1.479 2.794 5.65
45 2dcd 0.497 2.709 8.53
46 2djg 8.911 1.58
47 2flg 0.993 2.216 4.45
48 2f7d 0.281 2.911 2.85
49 2ftd 1.850 6.85
50 2hhn 9.579 1.76
51 2rén 1.206 4.76
52 1125 8.482 2.51
53 1126 10.238 241
54 2Xu3 1.878 0.01
55 2xu4 0.889 4.33
56 2xu5 1.097 2.712 1.41
57 2yj2 1.377 2.643 2.00
58 2yj8 1.786 2.55
59 2yj9 1.913 2.43
60 2yjc 5.511 -1.05
61 3c9% 1.779 3.184 2.74
62 3h7d 7.580 1.90
63 3hha 4371 2.36
64 3kw9 1.878 3.654 4.43
65 3kwb 0.808 3.537 4.00
66 3kwz 1.515 3.551 2.33
67 3kx1 1.111 2.729 5.01
68 300u 1.650 4.27
69 3o0lg 1.107 3.875 3.12
70 3ovm 1.223 3.273 4.18
71 30vX 0.619 2.032 2.26
72 3ovz 6.081 4,54
73 3ow3 4.832 3.44
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74 3owh 0.088 2.739 2.15
75 3owx 0.834 2.515 9.96
76 3ox1 1.626 3.376 1.90
77 30x2 4.490 3.64
78 30x3 4.470 3.21
79 4cdc 9.512 1.01
80 5tdi 1.443 5.64
81 4hs5 1.572 4.11
82 4bsq 1.919 3.599 2.18
83 4ci9 1.229 1.18
84 4cia 1.568 3.033 5.94
85 4cib 1.904 4.78
86 4dmx 0.999 5.04
87 4dmy 4.275 3.34
88 411a 1.787 3.883 4.06
89 4n79 8.509 1.74
90 40bz 4.249 2.17
91 40c6 5.598 1.83
92 40d9 1.446 3.535 2.24
93 4p6e 0.059 2.164 4.76
94 4x6h 0.098 2.019 3.80
95 4X6i 0.568 3.480 3.69
96 4X6j 1.175 3.31
97 4yv8 7.549 3.87
98 5j94 1.274 3.094 5.46
99 5jh3 6.429 2.37
100 5t6u 5.372 0.59
101 2yjb 1.825 1.95
102 49e2 4.302 2.23
103 40e5 4513 6.89
104 3qch 0.895 4.19
105 3qci 4.175 2.16
106 4cdd 8.782 2.08
107 lau8 1.584 3.391 3.44
108 1cgh 0.770 4.37
109 2fq9 1.731 3.057 4.09
110 2qtb 0.918 2.658 2.50
111 2fjp 1.580 2.619 1.69
112 2hha 1.076 6.46
113 1qgab 10.459 -3.73
114 2yig 1.408 8.30
115 3kec 1.582 6.73
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116 3kwf 3.896 3.56
117 3ljz 1.076 2.563 5.94
118 3Ink 0.654 10.13
119 3vjl 1.515 2.650 3.43
120 3wvl 5777 4.19
121 3wv3 3.182 5.27
122 4bp9 4.272 2.36
123 4ge2 4.302 2.23
124 4lgq 11.439 1.96
125 4mpw 4.425 8.17
126 4pnz 0.916 4.90
127 4y2j 1.479 6.08
128 5cuh 0.416 6.04
129 5f37 1.982 5.47
130 5jh3 6.429 2.37
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Liste des similaires
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:\Users\LINDA\Desktop\similoire 2\sim2\L167:

I
1
]

]
I
]
]
]
I
]
8

1\Users\LiNDA\Desktop\sinilaire 2\sin2)\L105;

Q9

i\Users\LINDA\Desktop\similaire 2\«im2\L116:

86

69

atoms,

atoms,

atoms,

atoms,

17 rot: [Tine

12 rot: [Time

12 rot: [Time

12 rot: [Time

i srch

i srch

i srch

: srch

1 aln 18 wec 13 pol 7] [Nen 112: 3 63 3243 2813)

B aln 7 mc 5 pol 5] [Men 112;

B aln 7 m+c 5 pol 6] [Nen 113:

1 aln & m+c 7 pol 6] [MNen 94;

3 63 3243 2813)

3 64 3264 2812)

3 45 2865 2795)



Ci\Users\LINDA\Desktop\similalre 2\s3a2\1112: 64 atoms,
[log-36: 3.68 crash -2.89 polar 1.12 }
[log-31: 2.94 crash -1.78 polar 2.06 |

Annexes [N

12 rot: [Time 1B: srch 1 aln 4 mec 7 pal 6] [Nen S4: 3 45 2865 2795]

[log-32: 2.72 crash
[log-33: 2.71 crash
[1log-34: 2.56 crash
[log-35: 2.30@ crash
[log-36: 1.99 crash
[log-37: 1.98 crash
[log-38: 1.92 crash
[1og-39: 1.88 crash

[log-48: 2.43 crash
[log-41: 2.4 crash
[log-42: 1.99 crash
[log-43: 1.89 crash
{log-a4: 1.88 crash
log-45: 1.47 crash
log-46: 1.36 crash
log-47: 1.32 crash
log-48: 1.83 crash
log-49: 9,92 crash

log-58: 1.86 crash
log-51: 1.73 crash
log-52: 1.22 crash
log-53: 1,62 crash
log-54: 1.57 crash
log-5%: 1.56 crash
log-56: 1.14 crash
[log-57: 1.84 crash
[log-58: 1.83 crash
[log-59: 1.93 crash

-3.92 polsr
-1.58 polar
-3.99 polar
-3.80 polar
-2.94 polar
-1.44 poler
-3.83 polar
-2.88 polar
C:\Users\LINDA\Desktop\similaire 2\s
“1.82
-1.84
-8.55
-1.41 polar
-1.12
D.57
-1.15
-0.82
-8.57
-1.20
C:\Wsers\LiNDA\Sesktop\similaire 2\5
-1.62 polar 1.
-1.51 polar 1.
-2.60 polar 2.
-1.50 polar 2,
«1.51 polar 2.
-1.51 polar 2.
-2.97 polar
«2.45 polar
-1.35 polar
-1.35 polar
C:\Users\LINDA\Dosktop\similaire 2\sie2\

]
]
1
]
]

S TR EEY

2.
1.
1.
1.
2.
9,
0.
a.

11: 31 atoms, 4 rot: [Time 3: srch @ aln 2 mec @ pol 1] [Men 73: 3 24 2424 2874)

: §

23235235&3

polar
polar
polar

polar
polar
polar
polar
polar
poler

OONO‘L‘NMH~N

: 43 atoms, & rot: [Time 7: srch @ aln 3 mec 1 pol 3] [Men 93: 3 44 2844 2594]

NREERRE

e
0.
2
2,

13: 5@ aroms, 18 rot: [Time 12: srch @ aln 4 mec 3 pol 5] [Nen 93: 3 44 2844 25%4)

{log-68: 5.52 crash -1.61 poler 2,
[log-61: 5.€8 crash -3.37 polar 2.
[log-62: 4.92 crash -1.18 polar 2.

[log-463: 2.86 crash -2.68 polar 3.28 |

C:\Users\LiNDA\Desktop\similaire 2\sim2\1154:

[log-478: 6,39 crash
[log-471: 5.89 crash
[log-472: 5.23 crash
[log-473: 5.12 crash
[log-474: 5.87 crash
[log-475: &4.31 crash
[log-476: 4.02 crash
[10g-477: 4.81 crash
[log-478: 3.36 crash
[log-479: 2.84 crash

71 atoas, 13 rot: [Time 28: srch B aln 7 mec 13 pol 8] [Hen 105: 3 56 3096 3006)

-352;»16!'566]

3, 65 polar 5
-2.87 polar 5.
-2.60 polar 5.
~3.57 polar 5.
-2.48 polar 2.
-2,53 polar 5.47 ]
-3.21 polar 4.55 ]

]
)|
I
]
44 ]
50 ]
% ]

C:\Usors\LiNDA\Desktop\similaire 2\sim2\L155: 67 atons, 14 rot: [Time 38: srch B aln @ mec 1@ pol 11] [Hem 122: 3 73 3453 2823]

[log-488: 4,33 crash
[log-481: 4,33 crash
[log-482: 3.59 crash
[log-483: 3.592 crash
[1og-484: 3,58 crash
[log-485: 3.28 crash
[log-486: 3.23 crash
[1og-487: 3,18 crash
[log-a488: 3.02 crash
[log-489: 2.79 crash

-3,76 polar 4.47 |
-2.87 polar 3.32 ]
-3.97 polar 5.89 ]
-3.33 polar 4.80 ]
-4.45 polar 5.02 )
-4,33 polar 4.79 ]
4,46 polar 3.20 |
-3,46 polar 4.9 )
-4.31 polar 5.86 |
-3.57 polar 4.97 ]

C:\Users\LiNDA\Desktop\similaire 2\sim2\L156: 72 atoms, 14 rot: [Time 29: srch B aln 9 mec 12 pol 8] [Men 123: 3 74 3474 3024]

[1og-498:
[Log-491:
[1og-492:
[log-493:
[log-494:
[log-495:

1.088 crash -4,14 polar 4.12 ]
0.83 crash -4.43 polar 4.19 |
0.03 crash -3.22 polar 3.56 ]
0,88 crash -4,61 polar 3.82 |
-9.05 crash -4.26 polar 3.75
<8.86 crash -4.41 polar 3.75

[1og-496:
[Log-497:

-8.23 crash
-8.24 crash
[log-498: -8.48 crash
[1og-499: -8.55 crash

-4.12 polar 0,
-4.26 polar @.
-3.14 polar 1.
+5.81 polar 2.81 ]

]
]
921
92 ]
52 ]

C:\Users\LiNDA\Desktop\similaire 2\sim2\L157: 72 atoms,
[log-50@: 2.37 crash -4.82 polar 2.62 ]
[log-581: 2.18 crash -1.99 polar 2.54 ]

14 rot; [Time 32; srch 1 aln 8 m+c 12 pol 11] [MNcm 123: 3 74 3474 3023)



[log-771: 1.39
[log-772: 1,35
[log-773: 1,24
[1log-774: 1.13
[1og-775: 1.86
[log-776: 1.01
[log-777: 8.97
[log-778: B.92
[log-279: 0.75

crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash

Annexes [N

-1.71 polar 2,14
-1.63 polar 3.25
-1,63 polar 2.10
-1.48 polar 2.9
-1.79 polar
-1.42 polar
-1.32 poler
-1.71 polar
-2.62 polar

i
1
1
71
.13
.97
.66

.08
.85 1

C:\Users\LINDA\Dasktop\similaire 2\sim2\L185: 43 atoms, 7 rot: [Time 7: srch © aln 3 mec 2 pol 2] [Mcn B8: 3 19 2739 23589]

[log-76@: 5.87
[log-781: 5.79
[log-782:
[1og-783:
[log-784;
[log-785:
[log-786:
[log-787:
[log-788:
[log-789:
C:\Users\LiNDA
[log-7909:
[log-791:
[log-792:
[log-793:
[log-794:
[1og-795;:
[log-796:
[log-797: crash
[log-798: 1.12 crash
[log-799: 1.84 crash

crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash

=

78
79

AEBABY

¥

crash
crash
crash
crash
crash
crash
crash

3338 NY

.

.

NN N SN W

C:\Users\LiINDA\Desktop\similaire 2\s

[log-800:
[1og-B01:
[1og-B02;
[log-803:
[log-B04:

3.07
2,97
2.53
2.48
2.29

crash
crash
crash
crash
crash

[log-731:
[log-732:
[log-733:
[log-734:
[1og-735:
[log-736:
{log-737:
[log-738:
[log-739:

24 crash
89 crash
42 crash
2.34 crash
2.20 crash
2,09 crash
1.99 crash
.90 crash
0.88 crash

3.
2.
2.

C:\Users\LilDA\Desktopsimilaire 2\sin2

[1og-748: 1.41 crash
[log-741: 8.68 crash
[log-742: ©.21 crash
[log-743: .15 crash
[log-744; 8.81 crash
[1og-745: -0.82 crash
{log-746: -8.19 crash
[log-747: -2.53 crash
[log-748: -1.81 crash
[log-749: -1.11 crash

C:\Users\LiNDA\Dasktop\similaire 2\sim2\L

[1og-758:
[log-751:
[log-752:
[log-753:
[log-754:
{1og-755:

1.73 crash
1.55 crash
1.16 crash
1.11 crash
0.97 crash
8.76 crash
[log-756: 8.69 crash
[log-757: 8.27 crash
[log-758: 08.27 crash
[1og-759: B.25 crash

~1.44
-1.48
-1.51
-2.16
-2.19
-1,59
-1.68
-2.99
-2.87
-1.23

polar 4.95
polar 4.99
polsr 4.99
polar 4,95
polar 4.95
polar 3.87
polar 2.86
polar 4.94
polar 3.95
polar 2.11

]

Nt bt bt

sktop\similaire 2\sim2\L186: 55 atoms, 7 rot: [Time 9! srch B aln 2 mec 4 pol 3] [Nen 77: 3 28 2508 2778)

-1.81
-2.44
-3.12
~2.55
-2.99
-2.89
-2.14
-1.82
-2.01
2.1

polar
polar
polar
polar
polsr
polar
polar
polar
polar
polar

2.22 1

~

NE RN - DN

187: 57 atoms, 9 rot: [Time 11: srch @ aln 3 mec 4 pol 4] [Nen 89: 3 31 2571 2781)

NFU’NW\HF‘NW‘IK

et bt bt St vt Q0 St bt et St St St bt S bt

-1.13 poler
-1.63 polar
-2.25 polar
-1.53 polar
«1.54 polar

R

-

-1.18 polar
-1,28 polar
-1.49 polar
-2.45 polar
-2.99 polar
-1.32 polar

: 62 atoms, 18 rot: [Time 16: srch @ aln 5 mec B pol 3] [Ncn 92: 3 43 2823 2793]
-1.33 polar 3.
-1.84 polar 3,
-1.36 polar 3.
-1.42 polar 3.
-2.95 polar 3
-1.85 polar
-1.71 polar
-1,61 polar
-1.49 polar 1.7
-1.56 polar 1.8
: 57 atoms, 10 rot: [Time 15: srch @ aln 4 mec 7 pol 4] [Nen 92: 3 43 2823 2793)
-3.58 polar 2.26
-1.78 polar 0.07
-2.52 polar 9.09
-2.83 polar 1.53
-2.10 polar 1.43
-2.48 polar 0.01
-2.16 polar 1.14
-2.76 polar 2.26
-3.61 polar 1.48 ]
<1.75 polar 8.89 ]

C:\Users\LiNDA\Desktop\similaire 2\sim2\L1B3: 57 atoms, 1@ rot: [Time 14: srch @ aln 4 mec 7 pol 3] [Nen 92: 3 43 2823 2793)

[log-76@: 2,82 crash
[log-761: 1.28 crash
[log-762: 1.08 crash
[log-763: B.92 crash
[log-764: 8.87 crash

-1.25 polar 1.68 ]
-1.39 polar 1.21 ]
-1.56 polar 1.29 ]
-2.74 polar 1.23 ]
-2.88 polar 1.25 1
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Résumé :

Avec le développement des outils informatiques pendant ces 20 derniéres années, la modélisation moléculaire
et plus précisement le docking moléculaire représentent des techniques performantes trés utiles qui étudient
I'interaction potentielle entre un ligand et sa cible protéique pour améliorer le processus de découverte d'un
nouveau médicament et réduire les essais expérimentaux.

Le programme Surflex nous a permis d’atteindre I’objectif de ce modeste travail : la recherche in silico de
nouveaux inhibiteurs plus puissants de la cathepsine k, une enzyme cible pour le traitement de I’ostéoporose.

La performance de ce programme a été prouvée par le bon pourcentage des valeurs du RMSD (68 % <2A) et
du coefficient de corrélation se rapprochant de 1 (0.71).

Le docking a été réalisé sur 162 similaires proposés par la banque de données PubChem de I’inhibiteur de
référence (le FSP) dont I’affinité est : 5.76 M.

L’évaluation de leurs affinités vis-a-vis de notre cible a permis de sélectionner les 4 meilleurs composés A
(CID 52897549), B (CID 69707681), C (CID 52910183) et D (CID 70360201). Leurs affinités respectives sont :
6.43, 6.39, 6.06 et 5.87 M.,

L’application de la reégle de Lipinski a permis d’évaluer positivement leurs propriétés pharmacodynamiques
ADME et I’analyse visuelle des interactions responsables de la stabilité de ces composés dans le site actif de
I’enzyme nous permettent de les proposer comme de nouveaux inhibiteurs potentiels plus puissants de la
cathepsine k.

Ces résultats théoriques doivent étre cependant confirmés par des études expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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