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; INTRODUCTION GENERALE

La conception d’un nouveau médicament est un processus de recherche long et colteux. Le

temps nécessaire a la découverte d’un nouveau médicament est estimé, en moyenne, entre 12 et 14
ans avec un colt moyen allant de 800 millions jusqu’a 1 milliard de dollars [1]. Actuellement, I’ outil
informatique est de plus en plus utilisé dans la recherche en biologie pour traiter le flot des données
produites et optimiser ses avanceés. La modélisation moléculaire et plus précisément le docking
moléculaire sert a prédire et a reproduire des complexes protéine-ligand [2]. En effet, un certain
nombre de médicaments mis sur le marché proviennent d’une conception rationnelle basée sur des
stratégies du docking moléculaire comme par exemple :

- Des inhibiteurs de 1’aldose réductase : par recherche dans des bases de données de composes.

- Un inhibiteur d’un élément de réponse de la transactivation de la HIVV-1 RNA : par docking rigide
et recherche dans des bases de données de composés.

- Un inhibiteur de la thrombine: par docking sur des chimiothéques combinatoires et par des

méthodes de novo [3].

La conception d’un nouveau médicament pour traiter l'arthrose reste encore d'actualité. En
effet, cette maladie constitue un véritable probleme de santé publique tant par sa fréquence que par
I’absence du traitement. Elle constitue une cause majeure d’invalidité et aussi de mortalité [4]. Dans
ce contexte, de nombreuses études ont déja decrit le réle primordial de la Désintégrine et
Métalloprotéinase a Motifs Thrombospondines-5 (ADAMTS-5) dans [D’apparition et le
développement de I’arthrose par la dégradation de 1’agrécane [5], ce qui rend cette enzyme une

cible de choix pour le traitement de 1’arthrose.

Dans le présent travail, nous avons utilis¢ le programme AutoDock afin d’étudier par docking
moléculaire, les mécanismes d’inhibition de ’ADAMTS-5 et ce dans la perspective de contribuer
au développement de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme. Dans ce but, nous avons tenté, au
préalable, de tester la fiabilité du programme AutoDock au moyen de trois tests. Le premier test
consiste a évaluer le degré de corrélation existant entre les scores théoriques du docking des
molécules retenues dans cette étude et les valeurs expérimentales de leurs ICso. Le deuxieme test
consiste a calculer la déviation en angstroms ou RMSD, entre la pose du ligand congue par le logiciel
et celle déterminée expérimentalement. Le denier test, nous a permet d’avoir une meilleure

appréciation des résultats de RMSD obtenus avec AutoDock et ce par analyse visuelle.
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; INTRODUCTION GENERALE

Dans une deuxieme partie, nous nous sommes attachés a mieux comprendre les mécanismes

mis en jeu dans I’inhibition de ’ADAMTS-5 par plusieurs inhibiteurs provenant de la littérature.
L’¢évaluation de leur énergie d’interaction envers la cible par docking moléculaire nous permettra
de déterminer I’inhibiteur le plus puissant de cette enzyme. Ce dernier nous servira, dans une
troisieme partie, comme structure de départ pour la conception in silico de nouveaux inhibiteurs
encore plus puissants et sélectifs vis-a-vis de I’ADAMTS-5. Enfin, I'utilisation des serveurs
SwissADME et PreADMET nous permettra de se renseigner sur les propriétés d'absorption,

distribution, métabolisme, élimination et toxicité (ADMET) des composés nouvellement proposeés.

Le présent manuscrit est divisé en deux grandes parties ; une partie théorique composée de
trois chapitres, ou le premier comprend des généralités sur la maladie de 1’arthrose. Dans le
deuxiéme chapitre, une importance particuliére sera accordée a ’ADAMTS-5 ainsi que ses
inhibiteurs. Le troisiéme chapitre traitera le docking moléculaire et ces outils dans 1’étude des
interactions protéine- ligand. Concernant la partie pratique, les différents matériels et méthodes
utilisés dans notre étude serons détaillés dans un quatriéme chapitre. Dans le dernier chapitre, nous
exposerons 1’essentiel de nos résultats avec une discussion. Ce travail sera cléturé par une

conclusion et quelques perspectives.
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CHAPITRE 1: LA MALADIE DE L’ARTHROSE

1. Introduction

Dans la population mondiale agée, 65% des plus de 65 ans et 80% des plus de 80 ans sont

atteints d’arthrose [6] résultant de la dégradation de cartilage articulaire. Ce dernier est un tissu

conjonctif spécialisé, non vascularisé et non innervé [7], recouvrant l'extrémité d'un os en

continuité avec un autre os pour former une articulation [8]. Comme le montre la figure N°1, le

cartilage articulaire est composé de chondrocyte, entouré d’ une matrice extracellulaire (ECM) qui

est constituée du collagéne et des protéoglycanes notamment 1’agrécane [7]. Ce cartilage baigne

dans le liquide synovial, qui facilite le mouvement et limite I'érosion [9]. La dégradation du

cartilage résulte d’un déséquilibre entre la synthése et la dégradation des composants matriciels.

Ce déséquilibre induit des troubles arthritiques notamment 1’arthrose [7].

Liquide
synovial

Membrane g8 A‘

synoviale

Protéoglycanes
Collagéne

V.

| Cartilage

\ Capsule

articulaire Chondrocytes

Figure N°1 : Le cartilage et ses composants [10].

D’aprés la définition de L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’arthrose (ou

ostéoarthrite) est le résultat des phénoménes mécaniques et biologiques qui déstabilisent

I’équilibre entre la synthése et la dégradation de cartilage et de I’os sous-chondral [11].Cette

maladie représente la pathologie articulaire la plus fréquente. Elle est caractérisée par la

dégradation progressive du cartilage des articulations [12]. (Voir figure N°2).

Cartilage

A
Péroné / k

Os sain Os arthrosique

Cartilage
endommagé

> &

' -~
p

= Usure du
e cartilage

\’/\ Ménisque

Fragments
cartilagineux

Ostéophytes
Tibia

Figure N° 2 : Différence entre un os sain et un os arthrosique [13].
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L’arthrose touche de nombreuses articulations, mais certaines localisations sont beaucoup

plus exposées a ce risque que d’autres tels que les cervicales et les lombaires, les genoux (la
gonarthrose), les doigts et le pouce (la rhizarthrose) et la hanche (la coxarthrose). Cependant, le
pied et la cheville (arthrose du pied), la colonne vertébrale (ou le rachis), et les épaules sont moins
touchés par cette maladie [14][15]. (Voir figure N°3).

70
70
60
2 50 40
&
s 40 30
=
S 30
S
£ 20 10 10
10 2
‘ J ! J | -
0
Cervicale Genou Pouce Hanche Pied Epaule
Type de I’arthrose

Figure N° 3 : Histogramme du pourcentage des différentes articulations touchées par I’arthrose
[14][15].

2. Epidémiologie

L’arthrose est responsable d’une morbidité majeure dans les pays développés ou elle
constitue la deuxiéme cause d’invalidité aprés les maladies cardiovasculaires [16]. Elle est

devenue un probléme de santé publique majeur au niveau mondial.

En 2014, I’OMS estime a environ 250 millions le nombre de personnes atteintes de I’arthrose
a travers le monde. Encore pire, les spécialistes prévoient une multiplication par deux du nombre
de malades dans les vingt prochaines années, c’est-a- dire 500 millions de malades, soit

I’équivalent de la totalité¢ des populations américaine et russe réunies !

En 2000, ’OMS a estimé qu’en Europe 1.484.600 personnes étaient atteintes d’arthrose de
la hanche et 5.023.400 personnes d’arthrose du genou. L’arthrose y affecte plus de 70 millions de
personnes et ce chiffre augmente de 10 % par an [17].

En France, 1’arthrose génére 14 millions de consultations par an [17]. Elle touche plus de la
moitié de la population des plus de 65 ans et 85% des sujets de plus de 70 ans [11] dans le méme

payé. De méme, 1’arthrose est considérée comme premicre cause de handicap chez les personnes

de plus de 40ans [17].
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A T’échelle nationale, cette maladie trés douloureuse particuliérement au niveau du genou

touche prés de 21% des femmes agées plus de 50 ans, selon une étude menée en 2012 par une

équipe du service de rhumatologie de I'hdpital de Douéra [18].

Aux 8°™s Journées nationales de rhumatologie qui se sont tenues a Alger en 2008, le
professeur Aicha La djouze Rezig, chef de service de rhumatologie a 'EHS de Ben Aknoun et
présidente de la ligue algérienne antirhumatismal avait estimé que prés de 3 millions d'Algériens
sont atteint d’arthrose. Six années plus tard, le méme professeur a déclaré au cours du 14°m
Congrés algérien antirhumatismal, que 6 millions de personnes sont touchées par l'arthrose en
Algérie. Ces chiffres alarmants justifient en partie les raisons ayant motivé notre intérét pour cette
maladie [19][20].

3. Symptomes

Les signes de ’arthrose varient selon l'articulation concernée [12]. Cependant, dans tous les

cas, le motif principal de consultation est la douleur. Les principaux symptémes de I'arthrose sont

e Douleur articulaire : 1 'y a des douleurs au cours de solliciter intensément les articulations. Plus
la maladie progresse, plus la douleur se déclenche ensuite a des activités ordinaires.

e Raideur articulaire : L’articulation peut devenir raide lors de I'inutilisation pendant un certain
temps.

o Creépitation articulaire : Il y a une sensation de grincement ou un craquement lors d'utilisation
de l'articulation.

e Enflure articulaire : installée suite a une augmentation de la taille des articulations atteintes.

¢ Instabilité articulaire : la déformation des articulations telles que les genoux ou les hanches.

e Dysfonctionnement articulaire : L’articulation ne fonctionne pas aussi bien qu’elle le devrait,

en raison de la douleur [6].

4. Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risque qui favorisent 1’apparition de 1’arthrose nous pouvons citer :

s L’age : C’est le premier facteur qui déclenche I’arthrose [21]. L'augmentation de la
prévalence et de l'incidence de I'arthrose avec I'age est probablement une conséquence des

changements biologiques survenant au cours du vieillissement [22].
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Le sexe : Les femmes sont plus susceptibles d'avoir I'arthrose que les hommes. La nette
augmentation de l'arthrose chez les femmes au moment de la ménopause a conduit les
chercheurs a émettre I'hypothése que des facteurs hormonaux pourraient jouer un réle dans le

développement de l'arthrose [22].

L’obésité : une surcharge pondérale entraine des contraintes mécaniques éleveées exercées en
particulier sur le genou et la hanche. Plus le poids est important, plus le risque de souffrir plus
tard d'une arthrose du genou est élevé [21].

Le régime : Les facteurs alimentaires font 1’objet d’un intérét considérable dans I’arthrose
[22]. il a été prouvé qu’une exposition continue aux oxydants contribuait au développement
de nombreux désordres liés a cette maladie, par ailleurs le vitamine C réduit le risque de
progression arthrosique, aussi la vitamine D a une action protectrice sur 1’incidence et
I’évolution de la coxarthrose [23]. Une quantité insuffisante de cette derniére, rend les os

minces, fragiles et difformes [22].

Certaines maladies articulaires: Comme la chondrocalcinose (dépdts de calcium dans le

cartilage), 1’ostéonécrose ou la polyarthrite rhumatoide [24].

5. Traitement médicamenteux

Actuellement, l'arthrose est le sujet d'une recherche médicale active. Aucun traitement

curatif n’est disponible pour guérir I’arthrose. Cependant, certains médicaments sont mis a

disposition permettant de gérer la douleur et d’améliorer la fonction articulaire [14].

5.1 Les antalgiques

Le paracétamol (Doliprane ®, Dafalgan®, Efferalgan®...) vient de la contraction de para-

acétyl-amino-phénol et aussi appelé acétaminophéne. C’est un composé chimique antalgique

antipyrétique non salicylé [25][26]. Etant le médicament le plus prescrit dans le monde, le

paracétamol est 1’analgésique de premicre intention contre les douleurs aigués ou chroniques

faibles a modérées [27] (Voir figure N°4).
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Figure N° 4 : Structure chimique de paracétamol (C8HINO?2) [28].
5.2 Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme Ibuprofene ®, kétoprofene ®,
diclofénac ®, peuvent réduire la douleur et I’inflammation liées a 1’arthrose et ce par I’inhibition

de la Cyclo-oxygénase 1 et 2 (COX 1 et COX 2) [24] (Voir figure N°5).

0
CH; CH, - OH
OH HO
CH,§
0]
5 c
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(c)
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Figure N° 5 : Structures chimiques des anti-inflammatoires non stéroidiens. () Ibuproféne
(C13H1802) [29]. (b) Kétoproféne (C1s6H1403) [30]. (c) Diclofénac (C14H11C12NO2) [31].

5.3 Les injections intra-articulaires

e L’injection des corticoides : les "corticoides” est le terme communément utilisé pour parler
des glucocorticoides et qui sont classés comme des anti-inflammatoires stéroidiens [32]. Les
corticoides calment rapidement la douleur en inhibant la sécrétion des protéases par les

chondrocytes et par la synoviale [33].

e L’injection d’acide hyaluronique (AH) : appelé aussi « viscosupplémentation ». L’AH est
une proteine type glycosaminoglycane synthétisée par les cellules de la membrane synoviale
[34]. 1l est présent en grande quantité dans I’articulation, responsable de la viscosité et de
I’¢élasticité du liquide synovial et joue un réle important de lubrifiant et d’amortisseur des chocs

dans I’articulation [35].
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5.4 Les anti-arthrosiques symptomatiques d’action lente (AASAL)

La Chondroitine sulfate et la Glucosamine, faisant partie de cette classe, ont un effet
antalgique et un effet fonctionnel [14], stimulant ainsi la synthése des constituants du cartilage tout

en inhibant des mécanismes impliqués dans la dégradation de celui-ci.

o La glucosamine: (Flexea®, Structoflex® et Voltaflex®) est une substance endogéne de la
chaine polysaccharide de la matrice du cartilage et des glycosaminoglycanes du liquide synovial,

sa production diminue avec 1’age [16] (voir figure N°6).

OH
o OH

\‘| 'J!
HOW INH,

OH

Figure N° 6 : Structure chimique de glucosamine (C6H13NO5) [36].

o Chondroitine sulfate : (Chondrosulf® et Structum®) c’est 1’acide glucuronique 1-3-N-
acetyl galactosamine-6-sulfate, constituant essentiel du cartilage sous forme sulfaté. Il est présent
dans la matrice extracellulaire des tissus et entre dans la composition des protéoglycannes qui
permettent d’absorber les chocs. La chondroitine est utilisée dans le traitement symptomatique de
’arthrose du genou ou de la hanche. Sa durée du traitement doit étre au moins de trois mois en

raison de son effet retardé [16] (voir figure N° 7).

Figure N°7 : Structure chimique de Chondroitine sulfate (C13H21NO15S) [37].
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5.5 Traitement par inhibition des enzymes du catabolisme

Plusieurs études soutiennent le fait que les chondrocytes sont capables de synthétiser les
enzymes proteolytiques responsables de la dégradation des protéines matricielles. La synthése de
ces enzymes est fortement augmentée au cours de 1’arthrose. En effet, la quantité de collagenes et
de protéoglycanes, notamment de 1’agrécane sera donc diminuée. Cette diminution est due a la
dégradation de ces protéines matricielles par les enzymes protéolytiques tels les métalloprotéinases
matricielles (MMP) et les aggrécanases notamment ’aggrécanase-2 (ADAMTS-5) [7]. Pour
contourner ce probleme, les inhibiteurs de la métalloprotéinase matricielle (IMMP) et des
aggrécanases précisément de 1’aggrécanase-2 (IADAMTS-5) constituent une nouvelle piste
thérapeutique contre 1’arthrose. Il s’agit de petites molécules capables de diminuer la dégradation
des collageénes et des protéoglycanes ce qui permet de soulager les symptdmes liés a 1’arthrose et
d’améliorer la fonction articulaire. En regard des publications élancées ci-dessous, peu de
composés appartenant a cette voie thérapeutique sont a disposition. Ceci explique notre intérét
pour cette classe de traitement et particuliérement les inhibiteurs de ’ADAMTS-5.

L’exemple le plus brillant est celui du candidat médicament GLPG1972/S201086.
Développée par Servier et Galapagos en 2010, ce composé est le premier de sa génération. Il s’agit

d’un inhibiteur puissant de I’enzyme ADAMTS-5 (voir figure N°8) [38].

o
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Figure N°8 : Structure de GLPG1972/S201086 [39].
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1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que la dégradation de I'agrécane du cartilage
articulaire est un événement précoce au cours de I'arthrose [40]. Ceci est dii a I’action des enzymes
appelés aggrécanases dont ADAMTS-4 et ADAMTS-5. Ces enzymes appartiennent a la famille
des ADAMTS aussi connue sous le nom des métalloprotéases a zinc. Cette famille d’enzyme est
nommeée ainsi a cause du residu de méthionine conservé preés du site actif de la métalloprotéinase
dépendant de I’ion zinc [41][42].

En 1999, le premier membre de la famille ADAMTS a activité aggrécanase a été purifié et
cloné. De nombreuses autres protéases dADAMTS, au nombre de 19 (voir tableau N° 1), ont été
décrites par la suite, mais I’ADAMTS-5 reste le plus importants d'entre eux a cause de son
implication directe dans la physiopathologie de 1’arthrose. En 2005, il a été constaté que les souris
déficientes en ADAMTS-5 étaient protégées de I'éros du cartilage dans un modele expérimental
d’arthrose, ce qui a permis a cette enzyme de devenir la cible idéal comme étant 1'aggrécanase

majeure du cartilage [43].

Tableau N°1: Membres de la famille ADMTS avec ses principales fonctions [42].

ADAMTS Role

ADAMTS-1 Clivage de I’agrécane ou de protéoglycane
ADAMTS-2 Clivage de procollagéne

ADAMTS-3 Clivage de procollagene

ADAMTS-4 Clivage de I’agrécane

ADAMTS-5 Clivage de I’agrécane

ADAMTS-6 Inconnu

ADAMTS-7 Clivage des protéines de la matrice oligomeére du cartilage
ADAMTS-8 Clivage de I’agrécane ou de protéoglycane
ADAMTS-9 Clivage de I’agrécane ou de protéoglycane
ADAMTS-10 Inconnu

ADAMTS-12 Clivage des protéines de la matrice oligomére du cartilage
ADAMTS-13 Clivage de facteur du van Willebrand
ADAMTS-14 Clivage de procollagene
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ADAMTS-15 Clivage de I’agrécane ou de protéoglycane

ADAMTS-16 Inconnu

ADAMTS-17 Inconnu

ADAMTS-18 Inconnu

ADAMTS-19 Inconnu

ADAMTS-20 Clivage de I’agrécane ou de protéoglycane
2. ADAMTS-5

2.1 Geénéralités et Propriétés

L’ADAMTS-5 également appelée aggrécanase-2, est un membre de la famille des protéines
ADAMTS [44]. Son poids moléculaire est de 100 kDa [45]. Elle a été identifiée comme la
principale enzyme responsable de la dégradation du cartilage [5], et donc a suscité un intérét
considérable en tant que cible dans I'arthrose [46]. Cette enzyme est considérée comme une pro-
enzyme inactive qui est activée par le clivage de son pro-domaine sous 1’action des protéases a
sérine. L’activité optimale de cette enzyme se fait dans un pH entre [7,0 - 9,5]. Elle nécessite la

présence de calcium et elle dépend de la concentration de NaCl [43].

Le gene de L’ADAMTS-5 est situé sur le chromosome 21. L’expression de I'ARNm était
¢levée dans le cerveau, l'intestin, la rate, le placenta. Toute fois 1’expression de cette enzyme était
observée dans une vaste gamme des organes y compris le cceur les reins, et les poumons, mais elle

est limitée dans les muscles lisses de ces organes [45].

2.2 Role physiologique

Au cours des derniéres années, le role I’ ADAMTS-5 dans I’arthrose a connu un vif intérét.
Bien que cette enzyme soit largement exprimée dans les tissus humains, sa fonction normale n’a
pas encore eté établie. 1l a été supposé quel’ADAMTS-5 pourrait jouer un role dans la
chondrogenese ou l'ostéogenese [43]. En outre, des études récentes utilisant des souris
transgéniques suggérent que la suppression d'ADAMTS-5 protége contre I'ensemble des
pathologies articulaires (formation de Iésions cartilagineuses, modifications de I'os sous-chondral,
ostéophytose) [47].
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La derniére décennie a apporté des avancées majeures dans la compréhension des

mécanismes impliqués dans les maladies articulaires notamment 1’arthrose résultant suite a la
dégradation de I’agrécane [47]. La protéine centrale de ce dernier est constituée d’un domaine
globulaire G1 a I'extrémité N-terminale suivie d'un domaine interglobulaire étendu (IGD), puis les
domaines G2, KS, CS-1, CS-2, et le domaine G3 situé a I'extrémité C-terminale...[48] (\VVoir figure
N°9).

IGD  KS 51 (52

Figure N°9 : Schéma explicatif de la protéine centrale d’agrécane [49].

L’ADAMTS-5 clive la protéine centrale d'agrécane au niveau de la liaison peptidique
Glu373 - Ala374 d’IGD situé entre les domaines globulaires G1 et G2 [50] (voir figure N°10). Le
clivage au niveau de ce site a été rapporté comme étant un événement clé dans la progression de
I’arthrose, ce qui fait de ’ADAMTS-5 une cible thérapeutique clé dont 1’inhibition bloque le
développement de 1’arthrose [51].

IGD H!EI 875 o2

_______________

Glu373 Ala374
1 L 4
T T

ADAMTS-5

Figure N°10 : Schéma explicatif de clivage d'agrécane par L’ADAMTS-5 [49] [51].

2.3 Structure

L’ADAMTS-5 comprend un pro-domaine, un domaine catalytique de métalloprotéinase et

un domaine desintégrine-like, aussi un motif de thrombospondine (TS), un domaine riche en
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cystéine (CysR), et un domaine d'espacement (Sp), cette enzyme contient aussi un domaine

supplémentaire TS apres le domaine Sp situe au C-terminal [52] (Voir figure N°11).

Signal sequence TS TS

C

\ pro catalytic }\ Disintegrin like Cystein Rich spacer }
Protease Domain Ancillary Domain
ADAMTS-5

Figure N°11 : Représentation schématique d ADAMTS-5 [52].

e Le pro domaine d’ADAMTSS contient trois sites de reconnaissance potentiels de furine.

e Le domaine catalytique d’ADAMTS-5 est responsable de I’interaction de cette enzyme avec
son substrat [43].

e Le domaine CysR contient précisément dix résidus [49]. Il s'est avéré étre critique pour que
I’ADAMTS-5 peut se lier & la matrice extracellulaire. En effet une étude par mutagénese menée
sur ce domaine a montré que le domaine en lui seul avait tres peu d'activité protéolytique.
L'addition seéquentielle du domaine CysR a augmentée l'activité non seulement contre

’agrécane, mais également contre d'autres substrats [43].

L’ADAMTS-5 possede un site potentiel d’O-glycosylation type mucine [43] et quatre sites
de N-glycosylation, un situé dans le domaine de désintégrine, un dans le domaine riche en cystéine

et deux dans le domaine d'espacement [49].

2.4 Structure de site actif

Le site actif de ’ADAMTS 5 fait I'objet d'études poussées dans le cadre de développement
des médicaments modificateurs de la maladie d'arthrose (DMOAD) [53]. En effet, ce site est
conforme a la séquence consensus HEBXxHxBGBxH, ou H (histidine) représente des ligands de
zinc strictement conservés et B représente des résidus apolaires volumineux. Le résidu méthionine
conservé, situé a 19 acides aminés de C terminale a la troisiéme histidine, constitue la

caracteéristique de « met-turn » de la famille des métzincines [49].
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En revanche la structure cristalline du domaine catalytique ADAMTS-5 révéle qu’elle

contient, en plus du site de liaison au zinc, deux sites de liaison au calcium essentiels au maintien
de I’intégrité structurelle de la protéine. Un site est occupé par un seul ion calcium et l'autre
contient deux ions du calcium [49]. Les deux sites sont adjacents au disulfure de liens, la premiere
par Cys 371- Cys 376 et la deuxiéme par Cys 388- Cys 471 [44].

3. Les inhibiteurs de ’ADAMTS-5

L'inhibition des enzymes joue un réle important dans le contrble des mécanismes
biologiques et notamment dans la régulation des voies métaboliques. En effet, I'inhibition d'une
enzyme donnée peut traiter une maladie ou corriger un déséquilibre métabolique. Dans le présent
travail, nous nous intéressons a I’inhibition de ’ADAMTS-5 car empéchant la dégradation du
cartilage tout en traitant 1’arthrose [47]. A ce jour, plusieurs molécules inhibitrices de cette enzyme
ont été regroupées en plusieurs classés [54]. Néanmoins, le développement continu d'inhibiteurs
sélectifs d'ADAMTS-5 est actuellement en cours [55]. Parmi les inhibiteurs sélectifs de
L’ADAMTS-5 nous citons :

3.1 Les dérivés de 5°-Phenyl-3’H-spiro [indoline-3, 2°-[1, 3, 4] thiadiazol]-2-one

La série d‘inhibiteurs de 5’-Phenyl-3’H-spiro [indoline-3, 2’-[1, 3, 4] thiadiazol]-2-one
représente un progres vers un inhibiteur sélectif d’ADAMTS-5 en tant que meédicament de
I’arthrose. Cette série de composés présente une sélectivité importante envers 1’enzyme, de 1’ordre

de sub-micromolaire dont I’ICsg varie entre 0,61 et 100 uM [55] (Voir figure N°12).

R2 R3

R4

R1

Figure N°12 : Structure de base des dérivés de 5’-Phenyl-3’H-spiro [indoline-3, 2°-[1, 3, 4]
Thiadiazol]-2-one [55].
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3.2 Les dérivés de I’Aryl thioxothiazolidinone

C’est une série de thioxothiazolidinones moins explorés comme inhibiteurs de
I’ADAMTS-5. Cette classe de composes représente la premiere divulgation d'inhibiteurs de
I’enzyme, avec un ICsose situant entre 0,9 et 67 uM [56] (Voir figure N°13).

R1 NS R - NS
>:s >:3
NH g NH
R3

R2 0 R2

R3
(a) (b)

Figure N°13 : Structure de base des dérivés d’arylthioxothiazolidinone [56].

3.3 Les dérivés de benzimidazole

Les dérivés de benzimidazole (Voir figure N°14) présentent une inhibition puissante de
I’ADAMTS-5 avec un ICsp allant jusqu’a 0.38 pM. En effet, I’'un de ces dérivés a une bonne
perméabilite et ce compose est actuellement évalué dans un modeéle de rat de I'arthrose. Son ICso
égale 0.17 uM [54].

o
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Figure N°14 : Structure de base des dérivés benzimidazole [54].

3.4 Les dérives de thiazole portant thiazolidine-4-one

Cette série a été mise en évidence suite a un criblage a haut debit d'inhibiteurs non
compétitifs &’ ADAMTS-5. Les composes de cette série (Voir figure N°15) possedent de faibles
valeurs d’ICsp allant de 0.23 jusqu’a 7 uM. [57].
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su1

Figure N°15 : Structure de base des dérivés de thiazole portant thiazolidine-4-one [57].

3.5 Les dérivés de N-(8-Hydroxy-5-substituted-quinolin-7-yl)(phenyl) methyl)-2
phenyloxy/aminoacetamide

Cette série montre une bonne inhibition de ’ADAMTS-5. Les inhibiteurs faisant partie de

cette série présentent des 1Cso inférieur a 10 uM [58] (Voir figure N°16).

R1
R2
= //l
B b 12
OH HN
o X
R3

O

Figure N°16 : Structure de base des dérivés de N-((8-Hydroxy-5-substituted-quinolin-7yl)
(Phenyl) methyl)-2-phenyloxy/amino-acetamide [58].

3.6 GLPG1972/S201086 un nouveau candidat médicament

Le mécanisme d'action du GLPG1972/S201086, qui inhibe ADAMTS-5, a été confirmé dans
deux modeles animaux. L’essai de phase I a répondu a tous ses attentes en termes de
pharmacocinétique et de tolérance. Cet essai chez des volontaires sains a également démontré que
ce composé réduisait de plus de 50% le neoépitope ARGS, un marqueur important de la
dégradation du cartilage en moins de 2 semaines. Actuellement, ce composé fait I’objet d’un essai

de Phase Il [38] (Voir figure N°8).
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1. Introduction

La conception d’un nouveau médicament est extrémement longue et onéreuse depuis la
premicre phase de recherche jusqu’a sa mise sur le marché. En effet, le temps nécessaire a la
découverte d’un nouveau médicament est estimé en moyenne entre 12 et 14 ans pour un co(t total
de 800 millions a 1 milliard de dollars [1]. C’est dans ce contexte que les techniques de docking in
silico ont été développées. Il s’agit des approches théoriques permettant de prédire I’affinité d’un
ligand au sein de son récepteur, ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que les méthodes expérimentales in vitro [59]. Le docking s’est développé pour

devenir de nos jours un outil incontournable dans la recherche de nouvelles molécules bioactives
[60][2].

Une simulation par docking s’accomplit en deux étapes essentielles :

e La premiére étape dite du Docking permet au ligand d’adopter plusieurs conformations et
plusieurs positions au niveau du site actif de la protéine afin de retenir celle la plus favorable.
e La deuxieme étape dite du Scoring consiste a évaluer 1’affinité entre le ligand et la protéine
pour donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de

retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées [61].

Figure N°17 : Représentation schématique du docking moléculaire [62].

2. Types de docking

Les premiers logiciels de docking développés au début des années 90 considéraient le
récepteur et le ligand rigides en se basant sur le modéle « clé-serrure ». C’est le docking le plus

simple et le plus rapide (Voir figure N°18).

17|Page



; CHAPITRE 3 : DOCKING MOLECULAIRE

Mis en marche plus tard, le docking semi-flexible a permis d’obtenir des résultats plus précis

ou le ligand est considéré comme flexible et le récepteur gardé rigide.

De nos jour, I’évolution de I’informatique permet, pour certains logiciels de docking de traiter

la flexibilité des deux molécules, mais la flexibilité de récepteur permise est limitée [60].

BAL 7o

e it o

Figure N° 18 : Modele clé-serrure [63].

3. Outils de docking moléculaire

Les éléments indispensables pour réaliser un docking moléculaire se limitent en un récepteur
macromoléculaire le plus souvent de nature protéique appelée cible, un ligand et un programme de

docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au sein du récepteur choisi [64].

3.1 Récepteur 3D (cible)

La majorité des structures protéiques sont disponibles via la PDB « Protein Data Bank ». C’est
la plus grande base de données de structures 3D des macromolécules biologiques (protéines, ADN,
ARN ...etc.) (http://www.pdb.org). Elle a été créée en 1971 au Brookhaven National Laboratory.
Les structures 3D que propose cette banque sont accessible gratuitement pour les utilisateurs. Un
grand nombre de structures d’une méme molécule avec ou sans ligand permet d’avoir une
information pertinente. Actuellement, la PDB compte plus de 152.000 structures macromoléculaires

biologiques dont plus de 141 000 sont des protéines [65].

Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore disponibles dans cette
base de données, il devient alors possible de construire la structure 3D de la cible souhaitée, en

faisant appel a la modélisation par homologie [66].
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3.2 Ligands 3D (Chimiotheques)

Le choix du ligand est une étape trés importante pour le succes du docking moléculaire. Dans

ce cadre, le ligand doit étre sous forme 3D. Pour y obtenir, il existe deux moyens :

e Le premier moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer sous différents formats (pdb, mol, mol2...etc.) gréce a des
programmes de construction moléculaire 3D tels que Titan, ChemDraw, Arguslab, Marvin,
Sybyl...etc.

e Le second moyen est souvent d’aspect commercial consistant & consulter des bases de données
de structures chimiques appelées chimiothéques [60]. Parmi les chimiotheques virtuelles nous
citons :

% Chimiothéque nationale Francaise : cette chimiotheque a été créée en 2003. Elle fédére les
collections de produits de synthése et d'extraits naturels existants dans les laboratoires publics
francais et en assure la valorisation scientifique et industrielle. En 2019, la chimiotheque
nationale francaise regroupe plus de 74.000 molécules. Cette chimiothéque est consultee
gratuitement via le lien : http://chimiotheque-nationale.enscm.fr [67].

¢+ Pubchem : est une banque de données américaine de molécules chimiques gerée par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la Bibliothéque nationale de médecine
des Etats-Unis, sous l'autorité de la National Institutes of Health (NCI). Actuellement, la
PubChem répertorie plus de 97.000.000 composés en mettant en ligne, gratuitement. Cette
chimiotheque est consultée gratuitement via wune interface utilisateur Web

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov [68].

% Zinc : C’est une base de données contenant des composés disponibles a vendre appropriés pour
le criblage virtuel. Gouvernée par le Laboratoire Shoichet dans le département de chimie
pharmaceutique a I'Université de Californie a San Francisco (UCSF), cette base est accessible
gratuitement pour I’ensemble des scientifiques. Elle compte actuellement environ 35 millions de
composés qui peuvent étre achetés tout simplement. Cette chimiothéque est consultée

gratuitement via le lien : http://zinc.docking.org [69].
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3.3 Programmes (Logiciels)

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour étudier les
différentes interactions existantes entre deux entités moléculaires (protéine-ligand). A I’heure
actuelle, plus de 30 programmes de docking sont disponibles que ce soit commerciaux ou libres [70]
(voir tableau N°2). Ces programmes presentent des algorithmes de recherche et des fonctions de
score variées. Il est intéressant de remarquer que les trois logiciels AutoDock, Glide et GOLD font

partie des logiciels de docking les plus populaires [71] (Voir figure N°19).

0, 0y
o 3% 3% 3% 2%1% 0, H AutoDock

H Gold

3% M Glide
0,
3% M Surflex-Dock

H FlexX
M Dock
14%

HICM

19% M FRED

Figure N°19 : Utilisation des différents logiciels de docking en 2010-2011 [71].

Tableau N° 2 : Principaux programmes de docking moléculaire [72].

Nom Editeur Site Internet

AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/

Fred Open OpenEyes | http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
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Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés aux méthodes de docking moléculaire

afin de proposer in silico des nouveaux inhibiteurs de ’ADAMTS-5. Pour y arriver, nous avons utilisé

le matériel suivant :

1. Matériel
1.1 Micro-ordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur dans lequel tous les programmes
utilisés ont été installés sous systeéme d’exploitation Windows 7 professionnel (64 bits). Ce micro-

ordinateur posséde une mémoire vide de 4Go et un processeur 2,60 GHz Intel Core i5.

1.2 Le réseau WEB

Le réseau internet a été trés utile dans notre étude pour I’obtention des complexes protéiques
(protéine-ligand), des composés similaires ainsi que pour la simulation des propriétés

physicochimiques et pharmacocinétiques de nos meilleurs inhibiteurs.

1.3 Banques de données

1.3.1 PDB (Protein Data Bank)

La structure 3D de I’enzyme ADAMTS-5, faisant 1’objet de ce travail, provient de la PDB «
Protein Data Bank ». Il s’agit de la plus grande archive de données structurales de macromolécules
biologiques permettant de consulter et de télécharger gratuitement les structures 3D des proteines
biologiques via son site web : http://www.rcsb.org/pdb/.[65].

I 5 o e 555 fovoo B
April Molecule of the Month

Figure N°20 : Interface d'accueil du PDB.
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1.3.2 Pubchem

Cette chimiothéque a été utilisée pour la recherche et le téléchargement des similaires de
I’inhibiteur de ’ADAMTS-5. Les différentes conformations tridimensionnelles des modeles proposés
par la PubChem sont téléchargeables sous 1’extension .sdf. Ces fichiers ont été par la suite convertis
au format .pdb a I’aide du programme « Open Babel ». On peut consulter cette chimiotheque via le

lien : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.[68].

Figure N°21 : Interface d'accueil du PubChem.

1.4. Programmes utilisés

1.4.1 Titan

Le programme « Titan » version (1.0.0.1), nous a permet la construction moléculaire des
déférents inhibiteurs. Il met a disposition un panel d’atomes sous différents états d’hybridation. Il est
donc possible de construire n’importe quel composé¢ avec ses états d’hybridation. Ce programme est
également doté d’un algorithme de minimisation de 1’énergie permettant d’optimiser la géométrie des

inhibiteurs une fois construits.
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Figure N°22 : L’interface graphique du Titan version (1.0.0.1).
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1.4.2 VMD (Visual Molecular Dynamics)

VVMD version (1.9.1) est concu pour la modelisation, la visualisation et I'analyse de molécules
biologiques telles que les protéines et les acides nucléiques [73]. Ce programme a été utilisé en vue
de séparer les complexes protéines-ligand étudiés. VMD nous a été également utile pour la
visualisation du positionnement des différentes inhibiteurs étudiés au sein du site actif de I’enzyme

cible.

CololD2  protein chai|
ColoriD 26 chain A and

| KTESSS—— 1]
Selected Atoms
[protein chan A

Draw style| Seiections | Trajectory | Periodic |

Coloring Method Material
[Cotorio ~l[2 >][opaque =

Flle Molecule Graphics Dispiay Mouse Extensions Heip

ID_T A D F Molecule Atoms Frames Vol
0 T A D F 3fs6pdd 1642 1 0

e ;
(4|@] wom [T =] seo 70 .“w,ﬁﬁ

Figure N°23 : L’interface graphique du VMD version (1.9.1).

1.4.3. AutoDock

Concernant le programme du docking moléculaire, nous avons utilisé AutoDock version 4.2.6
afin de simuler les interactions Enzyme-inhibiteur. L’interface graphique AutoDock Tools version
1.5.6 a été simultanément utilisée afin de faciliter la simulation avec AutoDock tout en permettant de

visualiser ses résultats.
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Figure N°24 : L’interface graphique AutoDock Tools.

23|Page



_ CHAPITRE 4 : MATERIEL ET METHODES

1.4.4. Maestro

Le programme Maestro version (11.3) [74] a été utilisé pour générer les diagrammes

d’interactions Enzyme-inhibiteurs simplifiant I’analyse visuelle.

Figure N°25 : L’interface graphique de Maestro version (11.3).

1.4.5.0pen Babel

Le programme « Open Babel » version (2.0.2) [75] est un programme libre qui nous a facilité
la conversion des données biologiques d'un format a un autre. Les différents formats que « Open

Babel » prend en charge comprennent : pdb, mol, mol2, sdf, smi...etc.

1.5. Excel Microsoft 2010

Le programme Excel du Microsoft 2010 a été utilisé dans le présent travail afin de tracer la

courbe de corrélation linéaire lors du test de fiabilité du programme AutoDock.

1.6. SwissADME

Ce serveur permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que des propriétés
pharmacocinétiques des composés. On peut consulter ce serveur via le lien:

/http://lwww.swissadme.ch/. [76].
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1.7. PreADMET

PreADMET est un serveur en linge permettant de prédire les données ADMET. Dans le présent

travail, ce serveur a été utilisé pour prédire plusieurs critéres régissant la toxicité potentielle de nos

composés. On peut consulter ce serveur via le lien : https://preadmet.omdrc.kr/ [77].
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Figure N°26 : L’interface graphique de SwissADME et de PreADMET.

2.  Meéthodes

Le docking moléculaire par AutoDock a été réalisé en trois étapes complémentaires :

o La sélection et la préparation de la cible.
o La construction et la préparation des ligands.

o Le docking moléculaire.

Figure N° 27 : Illustration du docking moléculaire.

2.1. Préparation de la cible

La cible que nous avons étudiée dans ce travail est ’ADAMTS-5 dont la structure 3D est

disponible dans la banque de donnée PDB. En effet, cette derniére nous a proposé six structures

cristallographiques de I’ADAMTS-5 humaine en complexe avec un inhibiteur. Le code PDB de ces

complexes ainsi que leurs caractéristiques sont regroupées dans le tableau N°3.
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Tableau N°3 : Code PDB des complexes " ADAMTS 5-inhibiteur " avec leurs caractéristiques.

Code de Résolution Nombre Nombre
CeriFDE I’inhibiteur (A) des chaines des AA 1S5 ()

2RIO BAT 2.6 1 378 /

3B8Z 294 1.4 2 434 290
3HYT 097 1,69 2 442 106
3HY9 098 2,02 2 442 17
3HYG 099 14 2 442 93
o LA3 1,6 1 218 129

La figure N°28 illustre les différentes structures 3D de ces complexes.

(1) (2) (3)

(4) (s) (6)

Figure N°28 : Structures 3D des six complexes de I’ADAMTS-5 humaine-inhibiteurs issues de la
PDB.

Communément, le choix d’une structure cristallographique servant de mod¢le pour le docking
moléculaire se fait selon sa faible valeur de résolution. Dans notre cas, deux complexes (3B8Z et

3HYG) ont présenté la plus faible valeur de résolution (1.4 A). Le complexe 3B8Z a été choisi car
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son inhibiteur 294, présentant une structure favorable, est bien positionné dans le site actif (voir figure
N°29).

Chaine A

Ligand

Cavité

Figure N° 29 : Chaine A de la protéine 3B8Z avec I’inhibiteur 294 entourant le site d’interaction.

Le complexe 3B8Z étant sous forme homo-dimere (la chaine A et B sont identiques), la chaine
B, les molécules d’eau ainsi que I’inhibiteur ont été ¢liminé a 1’aide du programme «VVMD». Nous
avons garde uniquement la chaine A pour permettre une utilisation plus aisée de I’enzyme lors du

docking moléculaire. La structure 3D préparé de la chaine A a été exportée sous le format .pdb (voir
figure N°30).

(@) (b) (©) (d)
Figure N°30 : Visualisation du complexe 3B8Z. (a) les deux chaines A et B. (b) la chaine A avec
son inhibiteur. (c) la chaine A sans son inhibiteur. (d) la chaine A sous la représentation ‘new

carton’ avec le site actif (mode surface).

27|Page



CHAPITRE 4 : MATERIEL ET METHODES

Figure N°31 : Visualisation du ligand 294 a I’intérieur de site actif de ’enzyme ADAMTS-5.

2.2. Préparation des ligands

Avant de procéder aux calculs de docking moléculaire, il était indispensable de préparer les
différents ligands. Dans cette étude, 45 inhibiteurs de I’ADAMTS-5 tirés a partir de la littérature ont
été construits a I’aide du programme « Titan ». Leur géométrie a été optimisée par minimisation de

I’énergie. Enfin, ces inhibiteurs ont été exportés dans de fichiers .pdb.

2.3. Docking moléculaire

Le docking moléculaire par AutoDock s’accomplit en cing étapes complémentaires :
2.3.1. Préparation du fichier .pdbgt de la cible

La chaine A libre du complexe 3B8Z doit étre préparée en définissant les charges partielles de
ses atomes par l'intermédiaire du sous-programme AutoTors qui attribue des charges de type
"Kollman". Par la suite, les hydrogénes polaires ont été rajoutés avant d’exporter la protéine dans un

fichier de format .pdbqgt (format propre a AutoDock).

2.3.2. Préparation de ligands

Les ligands préalablement dessinés a 1’aide du programme Titan sont par la suite préparés pour
le docking avec le sous-programme AutoTors. Ce dernier contrdle les mouvements du ligand, en
définissant les atomes aromatiques, les liaisons flexibles et les angles de torsion. A I’instar de la cible,

les hydrogénes polaires ont été rajoutés et le ligand a été enregistré sous le format .pdbqt.
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2.3.3. Calcul des grilles

Le ligand 294 de la cible étudiée 3B8Z doit étre plongé dans une boite tridimensionnelle
englobant largement le site actif. Le centre de cette boite est déterminé par les coordonnées X=
12.695, Y= 2.665 et Z= -5.569 avec les dimensions 40*40*40 qui sont proportionnelles a la taille de
tous les ligands étudiés (\Voir la figure N°32). Avec ces coordonnées, la boite est centrée sur le ligand
au niveau du site actif. L’ensemble de ces instructions est sauvegardée dans un fichier .gpf (Grid

Parameters File).

L’étape suivante consiste a exécuter les instructions contenues dans le fichier .gpf grace au sous-
programme AutoGrid4 qui sert a calculer le score entre les différents types d’atomes de la protéine et

le ligand. Les résultats sont générés dans un fichier .glg.
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Figure N°32 : Positionnement de la boite dans le site actif de la 3B8Z avec ses coordonnées et ses
dimensions.

2.3.4. Docking moléculaire

La recherche des solutions d’amarrage est réalisée par le sous-programme AutoDock en
fonction des paramétres qu’on lui transmet dans un fichier texte de format .dpf (Dock Parameters

File). Ce fichier de paramétrage fournit au programme :

e Les noms des fichiers contenant le ligand et les grilles de potentiels a utiliser.
e [’état initial du ligand (position, orientation et conformation aléatoire ou précisée).

e La méthode de recherche a utiliser avec les parametres associés.

Dans le présent travail, I’algorithme génétique de Lamarckian a été utilisé avec ses paramétres

par défaut.
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2.3.5. Analyse des résultats

Les résultats de docking effectués par le programme AutoDock sont enregistres dans un fichier
.dlg. Ce fichier fournit les conformations spatiales des 10 meilleures positions du ligand dans le site
actif de I’enzyme, leurs scores ainsi que les valeurs de leur 1’écart quadratique moyen (Root Mean
Square Deviation ou le RMSD).

La lecture du fichier .dlg par I’interface graphique AutoDock permet la visualisation du mode
d’interaction entre les meilleures conformations du ligand et le site actif tout en affichant les

différents types des liaisons formeées.

2.4. Tests de fiabilité du programme « AutoDock »

Avant d’aborder 1’étude des interactions ADAMTS-5-inhibiteur, il était indispensable de
valider le protocole de docking moléculaire décrit dans la section précédente. La performance du
programme AutoDock a été jugée au moyen de 3 tests : le test par RMSD, I’analyse visuelle et le test

de corrélation linéaire.

2.4.1. Test RMSD

Suite au docking moléculaire, le programme AutoDock prédit le positionnement du ligand au
sein du site actif de la protéine. Selon la littérature, un programme de docking est aussi performant
s’il est capable a reproduire le mieux possible des complexes expérimentaux. Dans ce cadre, la valeur
de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (Root Mean Square Deviation) qui représente la
moyenne des différences de positions du ligand simulée par le programme vis-a-vis de celle
déterminée expérimentalement doit étre inférieure & 2 A [78]. Dans le présent travail, ce test a été

réalisé sur 100 complexes (protéine-ligand) tirés de facon aléatoire de la PDB.

2.4.2. L’analyse visuelle

L’analyse visuelle est une étape complémentaire du test RMSD. Elle permet de montrer si les
conformations des ligands simulés par AutoDock sont correctement orientées dans le site actif de la
protéine cible. S’il n’y a pas une différence significative entre la pose du ligand générée par docking

et celle déterminée expérimentalement, on peut donc juger fiable la prédiction.
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2.4.3. Test de corrélation linéaire

Le test par régression lin€aire a été réalis¢ a partir de 45 inhibiteurs de I’ ADAMTS-5 issus de
la littérature. Ce test permet d’évaluer le degré de corrélation entre les scores simulés par AutoDock
et les valeurs des I1Cso déterminée expérimentalement des inhibiteurs étudiés. Le calcul du coefficient
de corrélation linéaire de Bravais-Pearson permet d’évaluer I’intensité et le sens de relation linéaire
qui existe entre ces deux variables. 1l prend des valeurs situées entre —1 et 1. Plus le coefficient de
corrélation est proche des valeurs extrémes soit -1 ou 1, plus la corrélation linéaire entre les deux

variables est forte, plus le logiciel est fiable.

2.5. ldentification des meilleurs inhibiteurs

2.5.1. Recherche de similarité

Le test de corrélation linéaire décrit précédemment nous a permet de révéler, parmi les 45
inhibiteurs étudiés, celui présentant la meilleure activité a 1’égard de 1’enzyme tant sur le plan
expérimental (1’ICsp la plus faible) que sur le plan théorique (le score le plus faible). Ce compose a
été utilisé comme structure de départ pour rechercher via la PubChem des composés similaires. Avec
un pourcentage de similarité de 83%, cette banque de données nous a proposé 322 composés
similaires de notre structure de départ. Ces similaires ont éte fournis sous le format .sdf puis convertis
vers le format .pdb reconnu par AutoDock. Le docking moléculaire de ces composés similaires dans
le site actif de I’enzyme nous permettra de révéler de nouveaux inhibiteurs potentiels de ’ADAMTS-
5.

2.5.2. Modification par substitution

A Dissu de I’étude précédente, le composé similaire ayant présenté le meilleur score a subi
des modifications structurales par substitution afin d’améliorer d’avantage son score. Au total de 75
substitutions ont été effectuées ; 45 modifications par mono-substitutions et 30 modifications par bi-

substitutions. Les groupements ajoutés sont regroupés dans figure N°33.
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Figure N°33 : Les groupements ajoutés au cours de la substitution.

2.6. Filtrage ADMET

Plusieurs molécules bioactives n'atteignent pas les phases cliniques a cause de leurs propriétés
pharmacologiques défavorables. Dans le present travail, nous avons fait appel au serveur
SwissADME afin de simuler les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques régissant les
paramétres ADME des meilleurs inhibiteurs obtenus. Par la suite, plusieurs critéres de toxicité ont été

simulés via le serveur PreADMET.

La cible 3B8Z nouveau inhibiteur de ’'ADAMTS-5

Figure N°34 : Schéma explicatif du filtrage ADMET.
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2.6.1. Propriétés physico-chimiques

» Larégle de Lipinski (régle des 5)

La regle de Lipinski, aussi connu sous le nom : Regle de 5, permet de vérifier la biodisponibilité
orale d’un composé a partir de sa structure 2D. D’apres cette regle, les composés qui ne valident pas
au moins trois des cing critéres suivants sont susceptibles de poser des problémes d’administration
par voie orale :

e Poids moléculaire (PM) < 500 Da.

e Coefficients de partage octanol-eau (log P) < 5.

e Le nombre d’accepteur d’hydrogéne (n.ON) < 10.

e Le nombre de donneur d’hydrogeéne (n.OHNH) H <5.
e Le nombre de liaisons flexibles (n.LF) <15. [79].

» Laregle de Veber

Deux autres criteres introduits par Veber sont souvent employés en complément avec la regle
des 5. Cette régle permet également de confirmer la biodisponibilité orale d’un composé répondant
a la regle de Lipinski. Les criteres de cette regle sont :

e Lasurface polaire de la molécule TPSA < 140 A?

e Nombre de liaisons a libre rotation < 10. [80].
»  Solubilité dans I’eau

La solubilit¢ dans I’eau est une mesure de la quantité de substance chimique pouvant se
dissoudre dans 1’eau a une température donnée. L'unité de solubilité est généralement exprimée en

mg / L (milligrammes par litre) ou en ppm (parties par million) [81].

» Accessibilité a la synthese
Apres avoir examiné un panel de substances pour en déterminer leur activité, I’une des
questions les plus importantes a répondre concerne 1’accessibilité synthétique relative aux Composés
les plus intéressants. Bien que l'accessibilité synthétique ne soit pas le seul facteur a prendre en
compte lors de la définition des priorités pour le suivi, elle constitue I'un des facteurs les plus

importants et décisifs dans le succeés ou I'échec de nombreux efforts d'optimisation [82].
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2.6.2. Propriétés pharmacocinétiques

» Absorption gastro-intestinale (GI)

Ce descripteur indique la capacité d’un composé a traverser la barriere gastro-intestinale pour
acceder au sang. Elle se caractérise essentiellement par I'un des trois mécanismes qui comprennent la

diffusion facilitée, la diffusion passive, et le transport actif.
» Laperméabilité BBB

Ce descripteur indique la pénétration d’un composé a traverser la barriére hémato-encéphalique
(BBB) qui contréle le passage de la plupart des composés du sang vers le systéme nerveux central
(SNC).

» Inhibition de CYP 450

Les cytochromes P450 sont des enzymes clés intervenant dans le métabolisme de différentes
molécules endogénes ou exogenes. Elles existent sous plusieurs iso-formes (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) mais les plus importants sont les deux derniers (voir figure N°35). La
prédiction de I’interaction de nos meilleurs inhibiteurs avec ces iso-formes a été également essentielle
puisque l'inhibition de ces iso-enzymes est certainement l'une des principales causes des interactions

médicamenteuses entrainant des effets toxiques ou indésirables [83].

% des molécules métabolisés

M CYP1A2

u CYP2C19

M CYP2C9

M CYP2D6
ICYP3A4

M autre CYP

36%

Figure N° 35 : Répartition de molécules métabolisées par les différentes iso-enzymes de CYP450
[83].
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2.6.3. Toxicité

Un candidat médicament doit présenter un profil de sécurité acceptable dans toutes les études
toxicologiques requises. Le serveur PreADMET utilise des descripteurs permettent non seulement
de déterminer le profil de sécurité mais aussi de simuler les degrés des effets toxiques potentiels

d’un composé envers plusieurs tests qui sont :
» Mutagénicité par test d’Ames

Le test d'/Ames est une méthode simple pour tester la mutagénicité d'un composé. 1l utilise
plusieurs souches de la bactérie Salmonella typhimurium portant des mutations dans des genes
impliqués dans la synthese de I'histidine, de sorte qu'elles ont besoin d'histidine pour leur
croissance. Ce test consiste a évaluer la capacité d’un composé a provoquer une mutation

permettant un retour & la croissance sur un milieu sans histidine (\Voir figure N°36).

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

W 4

=

Milieu avec
Histidine

Milieu
. sans _

i —

Histidine

l Incubation I

Révertant (his+) Pas de développement

Figure N°36 : Schéma explicatif de test d’Ames [84].

» Cancérogénicité

Les études de cancérogenese se font sur des modéles animaux des rongeurs (les rats et les

souris) pour évaluer le potentiel carcinogene d’un compose€.
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> Inhibition de hERG

hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene) est un géne codant un canal potassique voltage-
dépendant qui fait sortir le potassium de la cellule. Le blocage de ce canal entraine des fibrillations
en cardiologie qui peut aboutir a un arrét cardiaque.

» Toxicité aigue

Les tests de toxicité aiglie permettent d’évaluer le degré auquel une molécule peut nuire a
un organisme vivant. Ces tests se font habituellement sur différents organismes aquatiques telle

que les algues (algae), les crustacés (daphnia) et les poissons (medaka et minnow).
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1. Fiabilité du programme AutoDock
1.1 Test RMSD

Ce test a été réalisé sur une série de cent complexes tirés de facon aléatoire de la PDB. Au
cours de ce test, nous avons évalué la capacité d’AutoDock a prédire I’emplacement correct de
chaque ligand au sein du site actif de la protéine. La prédiction est acceptable si les valeurs de RMSD
ne dépassent pas 24 [78]. La liste des complexes étudiés avec les valeurs de RMSD est représentée
dans I’annexe-1. Les résultats obtenus de ce test sont illustrés dans les figures N°37, N°38.

% des valeurs de 'RMSD

Figure N°37 : Résultats en pourcentage des valeurs de RMSD obtenus par « AutoDock ».

33%

35% 29%

30%

25% 19%

17%

20%

15%

10%

2%

0%

Pourcentage %

[0-0.5] [0.5-1[ [1-1.5] [1.5-2[ [2-5.5]

Intervalle d'RMSD (A)

Figure N°38 : Histogramme en % des valeurs de RMSD a divers intervalles.
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Il ressort de la figure N°37 que 81% des valeurs de RMSD sont inférieures ou égale & 2 A
alors que seulement 19% sont supérieurs a cette valeur seille. Ces résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Chikhi et Bensegueni (2008), et Gabb J et al (1997) [85][78] ce qui montre la pertinence
de nos résultats. 1l est a souligner que la majorité des bonnes valeurs de RMSD se situe dans

I’intervalle 0,5 —1,0 A avec un pourcentage égal a 33 % (voir figure N°38).

1.2 L’analyse visuelle

L’analyse visuelle faisant suite au test par RMSD est une étape essentielle pour s’assurer de
la fiabilité des simulations menées par AutoDock. Elle permet d’avoir une vision sur les résultats
décrits par la valeur numérique de RMSD. Pour ce qui est des trois complexes ADAMTS-5-
inhibiteurs disponibles dans la PDB, I’analyse visuelle montre qu’il n’y a pas une différence
significative entre la pose du ligand générée apres docking (colorée en jaune) et celle de référence
déterminée expérimentalement (colorée en bleu). Cela témoigne davantage de la fiabilité du
programme AutoDock pour 1’étude in silico de I’inhibition de I’ ADAMTS-5 (Voir figure N°39).

w e 3HYG

0

/
‘40
\"

RMSD = 0,65 A RMSD =1,26 A RMSD =1,17 A

Figure N° 39 : Superposition des ligands du complexes simulés par « AutoDock » vis-a-vis au

ligand de référence.
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1.3. Test de corrélation linéaire

Ce test consiste a évaluer le degré de corrélation existant entre les énergies d’interaction (4G)
des inhibiteurs simulés avec AutoDock et les valeurs expérimentales de leurs ICso. Au total, 45
inhibiteurs de I’ADAMTS-5 issus de la littérature avec des 1Csg connus ont été utilisés pour réaliser
ce test. A I’aide du programme Excel, nous avons tracé la courbe de régression linéaire. A cause de
valeurs trés divergentes des ICso, nous nous sommes servis des valeurs de LoglC50 pour tracer cette
courbe (voir figure N°41). Les valeurs théoriques de AG fournies par AutoDock des inhibiteurs

étudiés ainsi que les valeurs de leurs 1Cso et Log ICso sont représentés dans le tableau N°4.

Tableau N°4 : Les 45 inhibiteurs de ’ADAMTS-5 ainsi leurs scores.

Composé 1Cs0 (M) (kciﬁroncr?’lg) REEEE
1 3.7 0,568201724 863 [55]
2 3 0,477121255 -8.79 [55]
3 19 0,278753601 -9.05 [55]
4 0,78 -0,107905397 858 [58]
5 25 0,397940009 -8.69 [55]
6 14 0,146128036 -8.89 [55]
7 2 0,301029996 871 [55]
8 2.4 0,380211242 8,88 [55]
9 14 0,146128036 -8.,64 [55]
10 1.2 0,079181246 8,69 [55]
11 0,61 -0,214670165 .10 [55]
12 0.87 -0,060480747 981 [55]
13 0,64 -0,193820026 097 [55]
14 14 0,146128036 9,67 [56]
15 0,76 -0,119186408 -9.65 [58]
16 5 0,77815125 6.29 [54]
17 5 0,698970004 6,1 [54]
18 5.4 0,73239376 751 [54]
19 17 0,230448921 037 [54]
20 17 0,230448921 8,85 [54]
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21 0,7 -0,15490196 9,3 [54]
22 0,5 -0,301029996 -9,03 [54]
23 17 0,230448921 7,93 [54]
24 2.7 0,431363764 -8,02 [54]
25 2.5 0,397940009 -8,12 [54]
26 6 0,77815125 -8,46 [54]
27 15 0,176091259 -8,46 [54]
28 42 0,62324929 6,44 [57]
29 6,4 0,806179974 -8,09 [57]
30 4 0,602059991 -7.83 [57]
31 3 0,477121255 -8,31 [57]
32 2.8 0,447158031 8,74 [57]
33 2.9 0,462397998 -8 [57]
34 7 0,84509804 -7.39 [57]
35 1.2 0,079181246 9,04 [57]
36 13 0,113943352 8,51 [57]
37 2.2 0,342422681 9,11 [57]
38 1 0 -9,63 [58]
39 0,43 -0,366531544 -9,58 [57]
40 0,83 -0,080921908 -9,59 [58]
41 0,62 -0,207608311 -8,93 [58]
42 1,22 0,086359831 -8,94 [58]
43 1,85 0,267171728 -9,16 [58]
44 0,83 -0,080921908 -8,58 [58]
45 0,8 -0,096910013 -9,43 [58]
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Figure N°40 : Structures des inhibiteurs de I’ADAMTS-5 utilisés dans 1’étude de la corrélation

linéaire.
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Figure N° 41 : Courbe de corrélation linéaire entre Log ICso des 45 inhibiteurs et leurs scores.

L’analyse par régression linéaire (figure N°41) montre qu’il existe une forte corrélation entre
les énergies d’interaction et les valeurs de Log ICso des inhibiteurs étudiés et ce avec un coefficient
de corrélation « r » égale a 0.74. Ces résultats sont en accord avec les travaux de BENSEGUNEI A
en (2007) montrant qu’ un programme de docking moléculaire est aussi performent quand la valeur

absolue du coefficient de corrélation linaire (r) dépasse 0.5 [86].

1.4. Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus avec les tests de fiabilité par RMSD, analyse visuelle et
régression linéaire, nous pouvons conclure que le programme AutoDock est performant. 1l peut étre
utilisé, sans trop risque d’erreurs, pour étudier in silico I’inhibition de I’ADAMTS-5 par différents

inhibiteurs.

2. Inhibition de PADAMTS-5 par divers inhibiteurs

Le test de corrélation linaire décrit précédemment nous a permis de révéler, parmi les 45
inhibiteurs étudiés, le composé 39 comme I'un des meilleurs inhibiteurs de ’ADAMTS-5 tant sur
le plan expérimental (ICso = 0.43 uM [57]) que théorique (score = -9.58 kcal/mole). En effet, le
docking moléculaire de ce composé au sein du site actif de I’enzyme (voir figure 42) donne 1’un des
meilleurs scores dans cette étude soit -9.58 kcal/mole.

L’analyse visuelle montre que le composé 39 inhibe I’ADAMTS-5 en formant deux liaisons
hydrogénes au sein du site actif. La premiére liaison est située entre le Gly380 et I’oxygéne (O) de

la fonction carboxyle (COOH) de la chaine latérale avec une distance =2,19 A. La deuxieme liaison,
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distante de 2.23 A, est formée entre Ser441 et I’azote (N) du thiazol de I’inhibiteur. Le complexe
ADAMTS-5-composé 39 est stabilisé également par de nombreuses interactions hydrophobiques
faisant intervenir les résidus Leu379, Met381, Ala382, Phe406, Ala409, Leu438, Met439, lle442,
Leud43 et lle446. (Voir la figure N°43).

Figure N°42 : Tllustration du positionnement du positionnement de 1’inhibiteur 39 dans le site
actif de L’ADAMTS-5.
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Figure N°43 : Diagrammes des interactions ADAMTS-5 — composé 39.
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3. Proposition de nouveaux inhibiteurs de PADAMTS-5
3.1. Criblage virtuel d’une collection de similaires chimiques

Le composé 39 a été utilisé comme structure de départ pour rechercher via la PubChem des
composeés similaires. Cette chimiotheque nous a proposé une collection de 322 similaires avec un
taux de similarité allant jusqu’au 83 %. Les scores de docking de ses composés similaires sont

représentés dans 1’annexe-2.

Le docking moléculaire de ces composés similaires envers le site actif de la cible fait ressortir
40 composés présentant un score inférieur a -9.58 kcal/mole ; score du composé de départ. Ceci
montre que ces composés similaires peuvent étre des inhibiteurs potentiels de la cible. Les résultats

obtenus sont représentés dans 1’histogramme de la figure N°44,

21 B nombre de composé similaire

[(-9.58)- (-10)[ [(-10)- (-10.5)( [(-10.5)- (-11)[ [(-11)- (-11.5)[

Figure N°44 : Distribution des scores des composés similaires ayant des scores inferieurs a -9.58

Kcal/mole

En tenant compte de la marge d’erreurs de 2 Kcal/mole du programme AutoDock, aucune
amélioration significative de 1’énergie d’interaction n’a été constatée parmi les 40 composes
similaires ayant présenté un score inférieur a celui de I’inhibiteur de départ (voir figure N°44). I
ressort également de ce criblage que le composé S94 présente le meilleur effet inhibiteur envers

I’enzyme avec un score de -11.12 Kcal/mole.

46|Page



_ CHAPITRE 5 : RESULTATS ET DISCUSSION

Figure N° 45 : Illustration du positionnement du composé S94 dans le site actif de L’ADAMTS-5

L’analyse visuelle montre que ce composé est bien positionné au sein du site actif de
I’ADAMTS-5 (voir figure N°45) en formant 3 liaisons hydrogénes. La premiére liaison est formée
entre I’azote de 1’ Az&pane du composé S94 et le résidu Thr378 avec une distance égale 2.14A. La
deuxiéme liaison est formée entre 1’azote du groupement amine (NH2) de I’inhibiteur et Thr407
distance égale 1.91A. La derniére liaison est constatée entre I’oxygéne du groupement carboxyle de
I’inhibiteur et le résidu Ile442 avec une distance égale a 1.97 A (voir figure N°46). De méme,
plusieurs interactions hydrophobiques sont formées entre I’inhibiteur et les résidus Cys371, Leu379,
Met381, Ala404, Ala405, Phe406, Val408, Leu438, Met439, lle442, Leud43 et 1le446 du site actif

de I’enzyme.

244 ‘,‘ SER

408 \ ’ ALA
404
THR ALA /
S o . . - U
408
@) cCharged (negative) Polar ---- Distance — Sak bridge
@) Charged (positive) @ Unspecified residue ~# H-bond Solvent exposure
Glycine Water —— Metal coordination
- Hydrophobic Hydration site e Pi-Pistacking
) Metal x Hydration site (displaced) — Pi-cation

Figure N°46 : diagrammes des interactions ADAMTS-5-composé S94.
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3.2. Substitution

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs plus puissants de I’ADAMTS-5,
nous avons pris le composé S94 comme structure de départ auquel nous avons introduit de nouveaux
groupements présentant la capacité d’établir des liaisons hydrogene avec le site actif de I’enzyme.
Comme illustré dans la figure N°47 ces groupements ont été introduits sur les positions R1, R2 et
R3 de la molécule de départ. Le but de ces substitutions consiste soit en la création de nouvelles
interactions avec les résidus du site actif soit en 1’amélioration des interactions déja existantes de

fagon a diminuer leur énergie d’interaction vis-a-vis de la cible.

3.2.1. Mono-substitution

Dans un premier temps, nous avons introduit un seul groupement chimique sur une seule des
trois positions illustrées sur la figure N°47. Au total, 45 composés issus de la mono-substitution ont
fait 1’objet d’une compagne de docking moléculaire a 1’égard de I’ ADAMTS-5. Les resultats
obtenus sont représentés dans le tableau N°5.

R2
Sipve s

Rpyre=n N
R3

Figure N°47 : structure de base du composé S94.

Tableau N°5 : Structure et énergie d’interaction des 45 composés issus de la mono-substitution.

monC(:)glro)zgiSt?Jé il & RE (Kceﬁf r?1:)ele)
M1 OH -11.34
M2 OH -11.14
M3 OH -11.95
M4 COOH -9.18
M5 COOH -9.88
M6 COOH -11.13
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M7 CH3 -10.47
M8 CH3 -11.76
M9 CH3 -11.43
M10 NH2 -10.29
M11 NH2 -11.96
M12 NH2 -11.90
M13 NO -10.57
M14 NO -11.49
M15 NO -11.91
M16 SH -10.60
M17 SH -11.22
M18 SH -10.96
M19 PH2 -10.93
M20 PH2 -11.71
M21 PH2 -11.62
M22 I -10.19
M23 | -10.56
M24 I -11.42
M25 Cl -10.03
M26 Cl -11.16
M27 Cl -11.18
M28 Benzéne -10.54
M29 Benzéne -10.19
M30 Benzéne -11.25
M31 Cyclopentane -11.45
M32 Cyclopentane -10.83
M33 Cyclopentane -12.27
M34 Pyridine -10.50
M35 Pyridine -9.83
M36 Pyridine -9.28
M37 Pyrimidine -9.67
M38 Pyrimidine -10.08
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M39 Pyrimidine -10.31
M40 1,3 thiazole -10.32
M41 1,3 thiazole -9.87
M42 1,3 thiazole -10.23
M43 Imidazole -10.57
M44 Imidazole -10.08
M45 Imidazole -9.80

Il ressort du tableau N°5 que le composé M33 présente la meilleure valeur de 1’énergie
d’interaction soit -12.27 Kcal/mole. Ce score résulte de la mise en place d’une seule liaison
hydrogéne avec le site actif de I’enzyme. Comme le montre la figure N°49 cette liaison est constatée
entre I’azote (N) de 1’ Azépane du composé M33 et le résidu Asp377, avec une distance = 2,02 A.
De plus, de nombreuses interactions hydrophobiques participent a la stabilité du complexe
ADAMTS-5-M33. Ces interactions font intervenir les résidus Cys376, Leu379, Phe406, Val408,
Leu4d38, Met439, 1le442, Leud43 et 1le446 du site actif de I’enzyme.

Figure N°48 : Représentation du positionnement du composé M33 dans le site actif de
L’ADAMTS-5.
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Figure N°49 : diagrammes a deux dimensions (2D) des interactions ADAMTS-5 —composé M33.

3.2.2. Bi-substitution

Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé a une bi-substitution en prenant comme
structure de départ le compose M33 issu de la mono-substitution au quel nous avons introduit les
mémes groupements fonctionnels que précédent. Le docking moléculaire des 30 composeés issus de
la bi-substitution fait ressortir le composé M53 comme meilleur inhibiteur de I’ADAMTS-5 obtenu

dans cette étude avec une énergie d’interaction égale & -13.77 kcal/mole (voir tableau N°6).

Ce score résulte de la mise en place d’une liaison hydrogéne lors de la formation de ce
complexe. Cette liaison est située entre 1’azote (N) de 1’Azépane du composé M53 et le résidu
Asp377 du site actif avec une distance = 1,92 A, (Voir la figure N°51). Ce complexe est également
stabilisé¢ par de nombreuses interactions hydrophobiques formées entre 1’inhibiteur et les résidus

Leu379, Met381, Phe406, Leu438, 1le442, Leud43 et 1le446 du site actif de I’enzyme.

Tableau N°6 : Structure et énergie d’interaction des 30 composes issus de la bi-substitution

Composé bi-substitué R1 R2 Score
(kcal/mole)

M46 OH -11.42

M47 OH -11.74
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M48 COOH -10.50
M49 COOH -11.22
M50 CH3 -12.01
M51 CH3 -12.58
M52 NH2 -11.66
M53 NH2 -13.77
M54 NO -12.13
M55 NO -12.76
M56 SH -11.77
M57 SH -12.54
M58 PH2 -11.67
M59 PH2 -11.90
MG60 I -12.16
M61 | -11.22
M62 Cl -11.94
M63 Cl -11.44
M64 Benzéne -11.75
M65 Benzéne -10.30
M66 Cyclopentane -11.78
M67 Cyclopentane -12.07
M68 Pyridine -11.16
M69 Pyridine -11.44
M70 Pyrimidine -10.25
M71 Pyrimidine -10.75
M72 1,3 thiazole -10.83
M73 1,3 thiazole -10.84
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M74 Imidazole -11.40

M75 Imidazole -11.62

Figure N°50 : Représentation du positionnement du composé M53 dans le site actif de

L’ADAMTS-5.
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Figure N°51 : diagrammes a 2D des interactions ligand-protéine ADAMTS-5 — composé M53.
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4, L‘évaluation des propriétés ADMET

Plusieurs études soutiennent le fait qu’un bon candidat médicament doit posséder, en plus
d’une activité €élevée envers la cible, des propriétés ADMET compatibles avec une application
biologique. Dans ce contexte, il était indispensable de conforter notre étude par évaluation de
certaines propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques régissant les criteres ADMET des
meilleurs composés issus de la mono-substitution (M33) et de la bi-substitution (M53). Leurs
propriétés ont ét¢ comparées envers celles du paracétamol. Rappelons qu’il n’existe aucun
traitement curatif mis sur le marché pour traiter 1’arthrose. Ce médicament, étant le plus prescrit
dans le monde, permet de gérer les douleurs et d’améliorer la fonction articulaire au cours de

I’arthrose.

4.1. Propriétés physico-chimiques

Le Tableau N°7 montre que les composés M53 et M33 répondent aux régles de Lipinski et de
Veber, ce qui indique que ces composés peuvent étre administrés par voie orale sans poser de
problémes. Cependant, nous avons noté une faible solubilité de ces composés dans I’eau ainsi qu'un
LogP élevée. Ceci démontre le caractére hydrophobe de nos composés rendant leur solubilité dans
les milieux aqueux difficile. Ce probléme peut étre résolu lors de I’optimisation de ces composés.
Par ailleurs, I’une des questions les plus importantes a répondre lors de I’optimisation concerne
I’accessibilité synthétique de ces composés. Ce critere a été évalué par un chiffre allant de 1 a 10.
La difficult¢ de synthése d’un composé est augmentée avec 1’augmentation de sa valeur. Les
résultats obtenus dans ce contexte montrent que la synthése chimique des composés M33 et M53

semble étre réalisable avec des valeurs inférieures a 5.

Tableau N°7 : Le profil ADME relative des composés candidats obtenus a partir de serveur

swisSsADME.

Propriétés Paracetamol S53 S33
SCORE \ -13.77 -12.27
Formule C8HINO2 C25H35N3S C25H34N2S

PM (g/mol) 151.16 g/mol 409.63 g/mol 394.62 g/mol

n.LF 2 4 4
n.ON 2 3 2
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n.OHNH 2 2 1
Log P 0.93 5.01 6.00
TPSA A2 49.33 A2 79.18 A2 53.16 A2
Régle de Lipinski Parfaitement Conforme Conforme
conforme
Régle de Veber Oui Oui Oui
Solubilité dans I’eau Soluble Peu soluble Peu soluble
Accessibilité a la synthése 1.00 4.93 4.73

PM = Poids Moléculaire. n.ON = nombre d’Accepteur d’Hydrogeéne. n.OHNH = nombre de
donneur d’Hydrogeéne. n.LF = nombre de Liaison Flexible. LogP = coefficient de partage

Eau/octanol. TPSA = La surface polaire topologique.

4.2. Propriétés pharmacocinétiques

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie gastro-
intestinale, distribué spécifiqguement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une maniére
a ne pas altérer les fonctions de 1’organisme, et éliminé de maniére appropriée sans causer des
dommages [87]. Dans notre travail, nous avons prédit plusieurs propriétés pharmacocinétiques des
composés M33 et M53 a I’aide du serveur SuissADME.

Il ressort du tableau N°8 que ces deux composes ont présenté une forte 1’ Absorption gastro-
intestinale ce qui rend possible leur accés au sang. Cependant, ils présentent une faible capacité a
traverser la barriere hémato- encéphalique. Ce critéere est beaucoup plus important pour les
composés dont la cible se trouve dans le SNC, ce qui n’est pas le cas ici. De plus, ceci peut protéger
le cerveau d’un effet néfaste probable de ces composés. Les résultats montrent également que le
composé M53 ainsi que le paracétamol n’ont aucun effet inhibiteur sur les différents iso-formes de
Cytochrome P450. L’inhibition de ces enzymes est une source importante d'interactions
médicamenteuses indésirables étant donné que les changements dans 1’activité enzymatique CYP
peuvent affecter le métabolisme des médicaments. Cependant, un potentiel effet inhibiteur du

CYP2D6 a été constaté dans le cas du composé M33.
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Tableau N°8 : Le profil ADME relative des composés candidats obtenus a partir de serveur

swissADME.
Propriétés Paracétamol
Gl absorption Elevée Elevée Elevée
BBB perméabilité Oui Non Oui
CYP1AZ2 inhibition Non Non Non
CYP2C19 inhibition Non Non Non
CYP2C9 inhibition Non Non Non
CYP2D6 inhibition Non Non Oui
CYP3A4 inhibition Non Non Non
4.3. Toxicité

A I’aide du serveur PreADMET, nous avons simulé la toxicité potentielle des composés M33
et M53. Le paracétamol a été utilisé comme molécule de référence. Comme le montre le tableau
N°9, les composes M33 et M53 ont été prédit d’avoir un effet mutagéne ainsi qu’un pouvoir
cancérigéne envers les rats. Nous avons également noté un risque moyen d’inhibition du gene hERG
par ces molécules. Rappelons que I’inhibition de ce gene cause des problemes cardiaques plus au
moins graves. Cependant, les résultats obtenus des tests de toxicité aigie sur les différentes especes
aquatiques étaient prometteurs. En effet, les valeurs obtenues étaient nettement inférieures a ceux
observés dans le cas du paracétamol. Rappelons que ces tests permettent d’évaluer le degré auquel

une molécule peut nuire a un organisme.

Tableau N°9 : le profil de toxicité relative des composés candidats obtenus a partir de serveur

PreADMET.
Parameétre Paracétamol 53 33
Test d’Ames Mutagene Mutagene Mutagene
Cancérogenicité pour o o o
] Negative Negative Negative
les souris
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Cancérogenicité pour o . .
Positive Positive Positive
les rats
hERG inhibition Risque faible Risque moyen Risque moyen
Algae-at 0.148916 0.00431138 0.00239139
Daphnia-at 1.18181 0.00905002 0.00387907
Medaka-at 1.56657 0.000191898 3.53843 e-005
Minnow-at 0.723244 0.000447373 5.69373 e-005

En bref, les composés M33 et M53, avec un bon profil ADME et un pouvoir inhibiteur
potentiellement élevé envers la cible, peuvent étre proposés comme nouveaux inhibiteurs de
I’ADAMTS-5. Les informations que nous avons fournies quant a leur toxicité potentielle seront
tres utiles lors de leur optimisation pour devenir des candidats-médicaments.
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_ CONCLUSION ET PERSPECTIVE

L’objectif primordial de notre travail de master était de proposer de nouveaux inhibiteurs
de ’ADAMTS-5 par docking moléculaire avec AutoDock. Dans ce but, nous avons tenté, au
préalable, de tester la fiabilité de ce programme au moyen de trois tests. Le premier test consiste
a calculer le RMSD permettant d’évaluer la déviation de la pose du ligand simulée par
AutoDock avec celle déterminée expérimentalement. Sur les 100 complexes pris arbitrairement
de la PDB, 81% ont présenté de faibles valeurs de RMSD parfaitement dans les normes
(inférieur a 2 A). L’analyse visuelle faisant suite a ce test nous a permet d’avoir une meilleure
appréciation des valeurs numériques de RMSD. Le dernier test consiste a évaluer le degré de
corrélation existant entre les énergies d’interaction (4G) des inhibiteurs simulés avec AutoDock
et les valeurs expérimentales de leurs ICsg. Avec un coefficient de corrélation égal & 0.74 et des
valeurs de RMSD inférieures a 2 A, le programme AutoDock est suffisamment fiable pour
étudier in silico I’inhibition de I’ADAMTS-5.

Le docking moléculaire d’une collection de 45 inhibiteurs de ’ADAMTS-5 issus de la
littérature fait ressortir le compose 39 comme meilleur inhibiteur avec de trés faibles valeurs de
son ICso (0.43 uM) et son énergie d’interaction (-9.58 kcal/mole). En prenant ce composé
comme structure de départ, la PubChem nous a proposé 322 composés similaires avec un taux
de similarité allant jusqu’a 83%, Le docking moléculaire de ces composés similaires révele le
compose S94 comme meilleur inhibiteur de I’ADAMTS-5 avec une énergie d’interaction égale
a-11.12 kcal/mole.

Afin d’améliorer davantage son énergie d’interaction, nous avons effectué¢ des
modifications structurales sur la structure de base du composé S94. Le docking moléculaire des
75 composés résultants envers le site actif de I’enzyme fait ressortir les composés M33 et M53
comme nouveaux inhibiteurs potentiellement puissants envers I’ADAMTS-5 avec des énergies

d’interactions égales a -12.27 Kcal/mole, -13.77 Kcal/mole respectivement.

Enfin, I’étude in silico portant sur 1’évaluation des différentes propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques a montré que les composés M33 et M53 possedent
un bon profil ADME.

Les résultats obtenus au cours de ce travail ne sont que préliminaires. Il conviendrait dans

les perspectives d’avenir d’approfondir notre recherche en testant expérimentalement 1’activité

anti-ADAMTS-5.
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» Annexe 1 : Tableau RMSD de 100 complexes Protéine — ligand

Composé Code PDB Code des Ligands RMSD (A)
1 1BNQ AL4 1.77
2 1BNU AL3 1.42
3 1DY9 2ZF 2.69
4 1FS4 CRA 2.26
5 1G32 R11 2.18
6 1H3A RO4 2.54
7 1H3C R79 0.77
8 1H35 RO1 1.16
9 1H36 R88 1.42
10 1H37 RO2 1.74
11 1H39 RO3 1.46
12 1HDC CBO 1.71
13 11L4 9DG 1.78
14 11L9 MOG 0.18
15 1K1l FD1 1.12
16 1K1J FD2 0.99
17 1K22 MEL 0.86
18 1KTS C24 1.37
19 INMS 161 0.83
20 106Q R17 1.37
21 106R R19 1.63
22 1079 R23 1.20
23 1QPL 587 1.86
24 1YDT QB 0.91
25 1ZXC IH6 1.18
26 2B8| 5HA 1.45
27 2BPZ 3IN 2.69
28 2C8W C7M 2.64




I ANNEXES
29 2FDU D1G 0.87
30 2FDW D3G 1.01
31 2FSW D3G 1.01
32 2GYI HYA 1.61
33 2H5A X1P 0.69
34 2HIW 7MP 0.67
35 216B 89l 0.90
36 2150 103 1.07
37 20AH QIN 0.95
38 2P83 MRO 2.71
39 2RIP 886 1.09
40 2RJQ BAT 3.71
41 2VAQ VAW 1.18
42 2XJ1 XJ1 0.80
43 27ZGX 29U 0.63
44 3ANS S38 0.84
45 3ANT S82 0.98
46 3B8Z 294 0.65
47 3CTT 3CU 0.69
48 3DUX 64U 0.83
49 3EXO 5MS 2.72
50 3F8Z DH1 1.44
51 3F68 91U 0.60
52 3F91 DH1 2.08
53 3FS6 DH1 1.06
54 3FTS STL 1.15
55 3FTU RE2 1.86
56 3GC4 AAQ 0.72
57 3HY7 097 0.95
58 3HY9 098 1.26
59 3HYG 099 1.17
60 31LY 33N 0.86




I ANNEXES
61 3128 34N 0.59
62 3K5F AYH 1.10
63 3K54 1N1 3.13
64 3K0O 24D 1.00
65 3LJT LA3 1.51
66 3NS7 3NS 1.70
67 30F8 l0Y 1.99
68 3P7B P7B 0.75
69 3PDC ZY1 0.87
70 3RZ3 u94 1.96
1 351G ITE 3.23
2 3TPP 5HA 0.87
3 3TPR 5HA 1.18
74 3VEU 0GO 1.54
75 3WI2 P98 1.10
6 3WS8 X4C 0.62
" 4A6L P43 0.83
8 4BQG 50Q 3.62
9 4BXK 11U 5.04
80 4CQ0 SXS 1.95
81 4DA5 OH7 0.91
82 4 ET73 ONR 1.38
83 4EY7 E20 1.35
84 4GID 0GH 2.74
85 4GL7 1N1 0.65
86 4GS6 1FM 1.07
87 4JP9 1M5 0.52
83 4JPC 1M6 3.13
89 4JPE 1M7 0.99
90 4K9H 1QU 1.63
o1 4LC7 1WP 4.99
92 401L HO4 0.38




; ANNEXES
93 40GN 2U5 1.56
94 40GT 2U6 1.21
95 4772 3YG 1.14
96 4771 INS 0.98
97 5C28 4XV 3.04
98 5CLM 52K 0.80
99 5ER2 0EK 3.49
100 7TLN INC 1.57




>

Annexe 2 : Numéros d'accession et scores des 322 similaires.

Composé similaire CID Score
(Kcal/mole)

s1
S2 CID_2811049 -8.02
S3 CID_3546738 -8.87
S4 CID_4033797 -8.03
S5 CID_4352459 -7.35
S6 CID_6450639 -8.19
S7 CID_9464993 -8.05
S8 CID_10127980 -9.61
S9 CID_10151803 -9.55
S10 CID_10173730 -9.10
S11 CID_10217423 -10.05
S12 CID_10239240 -9.63
S13 CID_10289058 -8.74
S14 CID_10310515 -8.92
S15 CID_11617842 -9.33
S16 CID_11617843 -9.37
S17 CID_11696300 -9.46
S18 CID_14051457 -8.63
S19 CID_14456670 -10.28
S20 CID_15136093 -10.06
S21 CID_15136094 -10.17
S22 CID_15163907 -8.55
S23 CID_15163911 -10.45
S24 CID_15751805 -10.20
S25 CID_18288991 -9.38
S26 CID_18322906 -9.22
S27 CID_19376363 -6.46




S28 CID_19376425 -8.26
S29 CID_19969917 -10.27
S30 CID_20065142 -9.72
S31 CID_20084353 -9.20
S32 CID_20992294 -7.83
S33 CID_21814987 -8.38
S34 CID_21814989 -7.40
S35 CID_22077440 -9.26
S36 CID_22611074 -8.29
S37 CID_23157256 -9.56
S38 CID_24251598 -7.36
S39 CID_24809631 -8.32
S40 CID_26709387 -9.78
S41 CID_28343246 -7.51
S42 CID_29134007 -9.74
S43 CID_32378049 -10.19
S44 CID_32378055 -0.84
S45 CID_32470246 -9.17
S46 CID_36184016 -7.61
S47 CID_38170580 -9.21
S48 CID_38170583 -10.37
S49 CID_39385986 -8.08
S50 CID_42905538 -9.61
S51 CID_44349739 -9.51
S52 CID_44409690 -8.55
S53 CID_44409729 -9.22
S54 CID_44409916 -9.08
S55 CID_45354397 -9.72
S56 CID_46229758 -8.75
S57 CID_46230191 -9.27
S58 CID_46482922 -8.37
S59 CID_46880901 -8.57




S60 CID_49756636 -8.25
S61 CID_49756637 -7.99
S62 CID_49756638 -8.24
S63 CID_49756643 -8.57
S64 CID_49756644 -8.30
S65 CID_49756653 -8.29
S66 CID_53805574 -9.66
S67 CID_53855638 -9.15
S68 CID_53885740 -8.79
S69 CID_53929264 -9.35
S70 CID_54057255 -8.66
S71 CID_54374402 -9.65
S72 CID_54440070 -10.35
S73 CID_54567873 -9.35
S74 CID_55440246 -8.54
S75 CID_55788207 -9.64
S76 CID_57346419 -8.14
S77 CID_57346420 -1.77
S78 CID_58033114 -8.28
S79 CID_58626652 -9.79
S80 CID_58765778 -8.50
S81 CID_59113661 -8.85
S82 CID_59226668 -8.49
S83 CID_59226674 -8.60
S84 CID_59654660 -8.65
S85 CID_60033538 -8.88
S86 CID_60033760 -8.89
S87 CID_60033792 -8.51
S88 CID_60033900 -8.87
S89 CID_60033935 -8.65
S90 CID_60662823 -6.97
S91 CID_60699331 -7.20




S92 CID_65345345 -7.56
S93 CID_65345477 -1.44
S94 CID_67710405 -11.12
S95 CID_67760815 -9.39
S96 CID_67761754 -10.42
S97 CID_67762460 -1.47
S98 CID_67808877 -8.93
S99 CID_67808986 -9.48
S100 CID_67844061 -10.77
S101 CID_68767343 -9.68
S102 CID_69003728 -1.92
S103 CID_69003792 -7.99
S104 CID_69003826 -8.03
S105 CID_69004521 -9.43
S106 CID_69005166 -8.19
S107 CID_69006661 -9.58
S108 CID_69009033 -8.19
S109 CID_69841656 -10.10
S110 CID_69850221 -9.61
S111 CID_71213518 -8.30
S112 CID_71239745 -8.51
S113 CID_71239748 -8.59
S114 CID_71579916 -1.76
S115 CID_75422180 -1.17
S116 CID_75430054 -1.75
S117 CID_75469187 -6.76
S118 CID_77066214 -7.62
S119 CID_80619977 -8.65
S120 CID_80620280 -8.07
S121 CID_81007815 -9.05
S122 CID_81009202 -8.61
S123 CID_82049395 -6.55




S124 CID_82049733 -6.48
S125 CID_82049866 -6.61
S126 CID_82132640 -7.68
S127 CID_82134563 -7.96
S128 CID_82134880 -8.26
S129 CID_82135196 -8.39
S130 CID_82155096 -8.17
S131 CID_82161874 -1.37
S132 CID_82161879 -7.50
S133 CID_82161880 -1.21
S134 CID_82161881 -7.53
S135 CID_82161882 -7.68
S136 CID_82302249 -7.09
S137 CID_82428236 -7.58
S138 CID_82428331 -7.28
S139 CID_82428594 -7.61
S140 CID_82428624 -7.35
S141 CID_82429965 -7.63
S142 CID_82430251 -7.80
S143 CID_82431342 -7.59
S144 CID_82431422 -7.12
S145 CID_82431637 -7.39
S146 CID_82431662 -7.49
S147 CID_82432748 -7.45
S148 CID_82432755 -7.70
S149 CID_82433653 -7.32
S150 CID_82433731 -7.53
S151 CID_82433937 -7.48
S152 CID_82433961 -7.45
S153 CID_82435049 -7.50
S154 CID_82435657 -71.54
S155 CID_82436035 -6.98




S156 CID_82436254 -1.35
S157 CID_82436279 -7.26
S158 CID_82437399 -7.45
S159 CID_82438344 -1.43
S160 CID_82438406 -7.43
S161 CID_82438561 -71.62
S162 CID_82438580 -7.58
S163 CID_82501464 -5.59
Sl64 CID_82543147 -6.31
S165 CID_82543155 -6.45
S166 CID_82543239 -6.89
S167 CID_82543254 -6.72
S168 CID_82543269 -6.25
S169 CID_82543284 -5.98
S170 CID_82543313 -1.22
S171 CID_82543328 -6.20
S172 CID_82543343 -7.29
S173 CID_82543358 -6.24
S174 CID_82543453 -6.70
S175 CID_84009847 -8.74
S176 CID_85472331 -6.18
S177 CID_87890110 -0.82
S178 CID_88458309 -9.53
S179 CID_90453083 -10.77
S180 CID_90455088 -10.21
S181 CID_93189813 -6.88
S182 CID_93189814 -7.55
S183 CID_93189815 -6.92
S184 CID_93190054 -7.13
S185 CID_94713936 -8.55
S186 CID_94713937 -8.58
S187 CID_94761108 -8.11




S188 CID_94761111 -8.19
S189 CID_94761112 -1.87
S190 CID_94761116 -1.77
S191 CID_98019423 -71.92
S192 CID_98019426 -1.79
S193 CID_98019429 -1.92
S194 CID_107272412 -6.66
S195 CID_110311513 -9.33
S196 CID_110311514 -7.78
S197 CID_110311516 -8.18
S198 CID_110447373 -6.86
S199 CID_110447382 -5.45
S200 CID_110447450 -5.71
S201 CID_110447463 -6.20
S202 CID_110447471 -1.21
S203 CID_110447497 -5.42
S204 CID_115930164 -8.80
S205 CID_116885524 -7.61
S206 CID_116885552 -1.67
S207 CID_116885580 -7.51
S208 CID_116886764 -8.60
S209 CID_118075235 -8.60
S210 CID_118947127 -9.19
S211 CID_118947129 -9.16
S212 CID_119229142 -8.84
S213 CID_119229382 -9.07
S214 CID_119229566 -8.70
S215 CID_119351570 -7.69
S216 CID_119351660 -8.29
S217 CID_119351780 -8.44
S218 CID_119353080 -6.89
S219 CID_119355423 -6.99




S220 CID_120185004 -9.17
S221 CID_120185117 -7.07
S222 CID_120280683 -8.95
S223 CID_120280706 -8.67
S224 CID_120281080 -1.97
S225 CID_120281388 -8.06
S226 CID_120281516 -9.18
S227 CID_120281690 -7.90
S228 CID_120281764 -9.00
S229 CID_120281776 -1.76
S230 CID_120282060 -8.58
S231 CID_120389446 -8.96
S232 CID_120389700 -9.53
S233 CID_120509632 -8.22
S234 CID_120509667 -8.47
S235 CID_120509724 -8.79
S236 CID_120509726 -8.83
S237 CID_120509879 -9.20
S238 CID_120512014 -9.21
S239 CID_120528347 -1.52
S240 CID_120528689 -8.23
S241 CID_120537758 -7.29
S242 CID_120538124 -7.09
S243 CID_120540819 -8.17
S244 CID_120545851 -8.31
S245 CID_120546219 -9.00
S246 CID_120549159 -9.16
S247 CID_120549165 -9.22
S248 CID_120672357 -8.76
S249 CID_120672380 -8.87
S250 CID_120673115 -9.41
S251 CID_120673263 -8.82




S252 CID_120673457 -9.19
S253 CID_120673555 -9.89
S254 CID_120673852 -8.68
S255 CID_120674367 -8.67
S256 CID_120674369 -9.10
S257 CID_121565853 -6.99
S258 CID_121619736 -7.65
S259 CID_121619846 -71.45
S260 CID_121653080 -7.88
S261 CID_121653352 -7.98
S262 CID_121768651 -1.92
S263 CID_121769304 -7.54
S264 CID_121769616 -8.05
S265 CID_121836100 -1.71
S266 CID_121888186 -8.00
S267 CID_121888276 -8.44
S268 CID_121888863 -7.84
S269 CID_121929211 -8.65
S270 CID_121929212 -8.56
S271 CID_121929226 -8.94
S272 CID_121932517 -7.23
S273 CID_121932545 -1.76
S274 CID_121932547 -8.15
S275 CID_121980564 -8.81
S276 CID_121981575 -71.94
S277 CID_121984733 -7.04
S278 CID_121985088 -9.22
S279 CID_121985330 -8.56
S280 CID_121985464 -7.65
S281 CID_121985528 -8.54
S282 CID_121988158 -7.46
S283 CID_121997749 -9.17




S284 CID_122000445 -8.98
S285 CID_122029735 -8.95
S286 CID_122030088 -9.17
S287 CID_122031093 -9.00
S288 CID_122031112 -8.83
S289 CID_122031162 -9.42
S290 CID_122031496 -9.87
S291 CID_122033749 -8.41
S292 CID_122074951 -8.96
S293 CID_122078724 -8.94
S294 CID_122101036 -8.99
S295 CID_123274796 -6.32
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Résumé

L’arthrose est devenue un probléme de santé publique majeur au niveau mondial ou elle
constitue la deuxiéme cause d’invalidité apres les maladies cardiovasculaires. Dans ce travail, nous
avons tenté de proposer de nouveaux inhibiteurs de ’ADAMTS-5 ; cible thérapeutique de
I’arthrose. Pour atteindre notre objectif, nous avons fait recours a 1’approche par docking
moléculaire a I’aide du programme AutoDock. Par docking moléculaire d’une collection de 322
similaires chimiques ainsi d’une collection de 75 composés issus de la substitution, I’énergie
d’interaction a pu étre améliorée de -9.58 Kcal/mole (composé de départ) jusqu’a-13.77 Kcal/mole
dans le cas du composé M53. Enfin, I’application des filtres ADMET nous renseigne de maniére
positive sur le composé M53 qui se présente comme un nouvel inhibiteur potentiellement plus
actif envers ’ADAMTS-5.

Mots Clés : ADAMTS-5, Arthrose, AutoDock, Docking moléculaire, Inhibiteur.



Abstract

Osteoarthritis has become a major public health problem worldwide where it is the second
leading cause of disability after cardiovascular disease. In this work, we have tried to propose new
inhibitors of ADAMTS-5; therapeutic target of osteoarthritis. To achieve our goal, we used the
molecular docking approach using the AutoDock program. By molecular docking of a collection
of 322 chemical analogues and a collection of 75 compounds resulting from the substitution, the
interaction energy could be improved from -9.58 Kcal / mole (starting compound) to -13.77 Kcal
/ mole in the case of compound M53. Finally, the application of the ADMET filters gives us a
positive indication of the M53 compound, which presents itself as a new inhibitor potentially more
active towards ADAMTS-5.

Key Words: ADAMTS-5, Osteoarthritis, AutoDock, Molecular Docking, Inhibitor.
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