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Introduction

Précédemment, un projet de développement d'un nouveau médicament était basé sur une
méthode expérimentale, couteuse et lente. Le criblage in vitro & haut débit consiste a tester in vivo
l'activité d'un trés grand nombre de ligand avec une certaine cible thérapeutique afin d’identifier des
composés promoteurs. Cependant, cette approche s'est rapidement trouvée confrontée a de nombreux
problémes scientifiques, techniques, méthodologiques et financiers en particulier. Cependant les
méthodes Analytique basées sur de I’informatique d’ou le nom “BIO-INFORMATIQUE” sont
devenue une alternative qui permet a la recherche de nouvelles molécules biologiques thérapeutiques

de gagner assez de temps, moins couteuses et permet de prédire les propriétés souhaitées [1].

Le criblage virtuel par docking moléculaire est une nouvelle approche visant a simuler
I'affinité d'un trés grand nombre de ligands pour une cible thérapeutique donnée, plus simple a mettre
en place, plus rapide a un codt bien moindre que les criblages expérimentaux. Aujourd'hui, ces
approches sont devenues des étapes indispensables et cruciales dans de nombreux programmes de
découverte de médicaments. Les industries pharmaceutiques consacrent pres de 10% de leur budget a

la recherche sur les médicaments assistée par ordinateur [2].

Actuellement, il existe un méritoire nombre de logiciel de docking moléculaire comme le
programme AutoDock qui a déja appui a la composition de nouveaux medicaments. Effectivement,
AutoDock a été utilisé de maniere intensive et pertinente dans le développement préclinique de la
molécule « Raltegravir » (inhibiteur de l'intéegrasse du VIH), dont la distribution sur le marché

américain a été autorisée fin 2007 par la FDA [3].

C’est au docking moléculaire par AutoDock vina que nous s'adresserons dans ce travail. Nous
avons choisi comme cible thérapeutique deux enzymes impliquées dans le phénomeéne et le
processus de I’inflammation « COX/LOX ». La cyclo-oxygénase 2 (COX-2), enzyme clé induite par
des stimuli pro-inflammatoires. Le choix de cette enzyme est déterminé par sa certitude de la
pathologie humaine, aboutissant a la libération des prostaglandines. Nous avons choisi aussi la 5-
lipoxygénase (5-LOX), qui est aussi une enzyme clé appartient a une famille d'enzymes
peroxydantes lipidiques [4,5]. Son inhibition grace a des molécules comme les anti-inflammatoires
non stéroidiens(AINS), soulage donc des symptomes de I’inflammation et de la douleur.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’étude théorique par modélisation et
simulation moléculaire des interactions protéine-ligand entre quatre molécules et les deux enzymes
cibles déja mentionnées. Le choix des ligands sont tirés d’une revue scientifique publiée en 2010 par

le journal Pharmaceutical review, faite par Praveen et al.



Introduction

Ce manuscrit est présenté sous forme de deux parties. La premiere consiste a donner un
apercu bibliographique sur la méthode du docking moléculaire utilisée dans la recherche des
molécules biologiquement actives ainsi que 1’aspect de I’inflammation du point de vu biologique. La
deuxieme partie est consacrée entierement a la méthode de simulation, résultats obtenus et

discussions. Cette partie sera suivit par une conclusion générale.
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Bibliographie
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Chapitre 1 : Le docking moléculaire

1. Introduction

L'interaction entre les molécules est a la base de la plupart des mécanismes biologiques. Par
conséquent, les détails de ces interactions au niveau moléculaire sont trés intéressants et peuvent étre
étudiés par cristallographie aux rayons X ou par résonance magnétique nucléaire (RMN).
Malheureusement, compte tenu de I'existence d'innombrables molécules différentes dans une seule

cellule, ces techniques ne permettent pas une description détaillée de toutes ces interactions.

Le but de I'ancrage moléculaire est de prédire la structure des complexes moléculaires a partir
de molécules isolées, comparé a une méthode expérimentale, la structure est facile a mettre en
ceuvre, marché et rapide. Par conséquent, le logiciel d'amarrage est un outil tres utile en biologie, en
pharmacie et en médecine, car la plupart des ingrédients actifs sont de petites molécules (ligands) qui
interagissent avec des cibles biologé thérapeutiquement significatives (gécepté therapeutique) ),
Affectant ainsi le mécanisme de participation de cette proteine. Ce travail de mémoire a finalement
appliqué l'ancrage dans la conception de nouvelles molécules actives. Apres avoir expliqué les
problemes d'ancrage, cette introduction présente certaines des solutions les plus courantes et leurs
performances actuelles. Ensuite, deux applications d'accostage dans le developpement de nouveaux
médicaments sont introduites. Les étapes typiques pour prédire l'interaction entre un ligand et son
récepteur sont illustrées a la figure 1. La premiere étape consiste a obtenir la structure du récepteur
par cristallographie aux rayons X, RMN ou modélisation. Comme la description de la structure est
prix, l'interaction prévue sera plus utile, plus prix et plus utile. Par conséquent, il doit étre vérifié
verifié. Premierement, il doit correspondre a une conformation biologiqguement pertinente. Par
conséquent, entre autres, il est nécessaire de Vérifier la présence de contact cristallin ou la présence
d'autres molécules avec le cristal et les interactions possibles. Ensuite, la qualité de la structure doit
étre Vvérifiée au niveau de I'atome lui-méme. Par exemple, si lI'atome est manquant dans la région du
site d'interaction et que l'identité de séquence avec la structure utilisée comme modele est trop faible
(si la structure cible a un acide aminé flexible (par structure aux rayons X facteur B élevé ou par

RMN) Les multiples conformations différentes identifiées peuvent é&tre déterminées).
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Cristallographie
rayons X

Détermination
de structure

Préparation
des structures

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure 1. Etapes typiques d'un docking [6].

Une fois identifiés, de tels problémes doivent étre pris en compte lors de la préparation de
la structure en vue du docking. Il faut veiller a résoudre les problemes de clashs stériques, ainsi
quaux etats de protonation. La conformation initiale du ligand est généralement modifiee et
optimisée durant le docking, et n'est donc en principe pas tres importante. Une fois les deux
structures prépareées, les parametres ad hoc sont donnés au logiciel de docking, et ce dernier propose
un ou plusieurs modes d'interactions potentiels qui peuvent étre ensuite utiliseés d’une multitude de

fagcons déférentes [6].
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2. Les outils du docking moléculaires

2.1. Le récepteur

La premicre grande voie d’étude et de conception de molécules bioactives par modélisation
moléculaire est celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche est basée sur 1’expl-
oitation de la structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible. Trois méthodes
expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure des protéines : la résonance
magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et la cristallographie par rayons X. Cette
derniére technique est responsable de la majorité des structures issues d’une base de données de
structures appelée la Protéine Data Bank (PDB).

La PDB est un répertoire mondial de dépot d’informations sur la structure tridimensionnelle
des protéines et des acides nucléiques. Ces molécules proviennent de l’ensemble des regnes
biologiques. La PDB est gratuitement accessible par Internet (http://www.rcsh.org/pdb/). Elle
contient plusieurs de milliers de structures protéiques obtenues soit par cristallographie aux rayons
X, soit par RMN [7]. Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la banque, et cette derniere
contient une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de
construire la structure 3D de la cible souhaitée [8].

2.2 Le ligand

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

Pour un docking moléculaire, le ligand doit étre également sous forme 3D. A présent, il existe
deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : La premicre souvent d’aspect
commercial, est constituée de bases de données de structures chimiques appelés chimiothéques ou
espaces chimique .Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature
qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a
des logiciels de construction moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl...etc.

2.3. Un programme de docking moléculaire

Le docking moléculaire s’accomplit en deux étapes complémentaires. La premiere consiste a
rechercher les conformations du ligand aptes a établir des interactions idéales avec le récepteur. La
deuxieme est une fonction de score qui permet d’évaluer ces conformations par un calcul rapide de

leur énergie d’interaction avec ce récepteur [9].
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3. Autodock

L’étape de docking moléculaire est réalisée grace au sous-programme AutoDock. Est une
suite d'outils de docking automatisés. Il est congu pour prédire comment de petites molécules, telles
que des substrats ou des médicaments candidats, se lient a un récepteur de structure 3D connue. On a
utilisé deux logiciels d’autodock :

3.1. Autodock vina

AutoDock Vina est une nouvelle génération de logiciel d'accueil du MGL (Molecular
Graphics Laboratory). 1l realise des améliorations significatives de la précision moyenne des
prédictions de mode de liaison, AutoDock Vina ne nécessite pas de choisir les types d'atomes et de
pré-calculer les cartes de grille pour eux. Au lieu de cela, il calcule les grilles en interne, pour les

types d'atomes nécessaires, et il le fait pratiguement instantanement.
3.2Autodock tools

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

rotatives dans le ligand et d'analyser les ancrages [10].

Figure 2. Schéma représente que I’ AutoDock est la plus utilisé [11].
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4. Le docking : du docking rigide vers I’introduction de la flexibilité

L’¢étude du docking est une étape capitale dans la compréhension des réactions biologiques et
dans la conception de médicaments. Les tentatives de docking ont longtemps été basées sur le
concept « clé-serrure », considérant le récepteur et le ligand rigides. C’est sans aucun doute la
catégorie la plus simple et rapide du docking moléculaire.

L’approche la plus utilisée dans le traitement de la flexibilité, considére la cible protéique
comme corps rigide tandis que le ligand est flexible. Ce type de docking (semi-flexible) permet
d’obtenir des résultats plus précis. Aujourd’hui, la puissance de calculs des ordinateurs permet, pour

certains logiciels de docking, de traiter la flexibilité du ligand et de fagon partielle le récepteur [12].

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

passage de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe [13].

6. Le Redocking

Le processus par lequel un ligand est pris de la structure d'un complexe de celui-ci avec un
récepteur, et ancré a la forme "induite-fit" du récepteur. Ceci est souvent effectué pour veérifier que
les paramétres du docking spécifies dans le fichier d'entrée pour la méthode du docking sont

raisonnables et capables de récupérer la structure et les interactions d'un complexe connu [14].

La technique de simulation du docking moléculaire est validée en utilisant les paramétres

suivants :

- Energie de liaison: La méthode de simulation du docking moléculaire est initialement validée sur
la base de I'énergie de liaison obtenue. La plage prédéfinie d'énergie de liaison doit étre comprise

entre -5 et -15 kcal / mol.

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

ligand présent dans la structure cristalline de la protéine téléchargée.
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- RMSD La déviation quadratique moyenne si le ligand ancré affiche <2.0A ° Valeur RMSD (root-
mean-square derivation) avec le ligand cristallographique, il est considéré comme un amarrage réussi
[15].
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Chapitre 2 : Aspect biologique de ’inflammation

1. L’inflammation

L’inflammation peut se définir comme un processus biologique de défense de I’organisme
contre un agent agresseur. Aussi, supprimer la réaction inflammatoire ne constitue pas forcément un
acte thérapeutique bénéfique. Cependant, cette réaction se manifeste par des symptémes plus ou
moins pénibles décrits par Celsius puis par Galien : rougeur, chaleur, douleur, tuméfaction et géne
ou impotence fonctionnelles. Ces manifestations peuvent inciter le praticien & prescrire un anti-

inflammatoire [4].

Blessure Inflammation

Douleur Chaleur

: J ouisibles entrent
.~. dans le corps

Figure 3. Les signes de I’inflammation [16].

Le processus de I’inflammation comprend :
- Des phénoménes généraux: exprimés biologiqguement par le syndrome inflammatoire et
cliniguement de facon variable, le plus souvent de la fievre et éventuellement une aléatoire de 1’état
général.
- Des phénomeénes locaux: I’inflammation se déroule dans le tissu conjonctif vascularisé. Les tissus
dépourvus de vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapable de développer une réaction inflammatoire
compléte.

1.1. Etiologie

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents pathogenes.
Ces causes déterminent des Iésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher I’inflammation :
- Infection : contamination par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites, champignons).
- Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations.

- Agents chimiques : caustiques, toxines, venins.
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- Corps étrangers : exogenes ou endogenes.
- Défaut de vascularisation : réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par ischemie.
- Agression dysimmunitaire (anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité).
On doit souligner que :
- ’agent pathogeéne peut étre endogeéne ou exogene.
- les micro-organismes infectieux ne constituent qu’une partie des causes de I’inflammation. Une
réaction inflammatoire n’est donc pas synonyme d’infection.
- un méme agent pathogéne peut entrainer des réactions inflammatoires différentes selon 1’hote, en
particulier selon 1’état des défenses immunitaires.
- plusieurs causes peuvent étre associées dans le déclenchement d’une réaction inflammatoire.

1.2. Acteurs et déroulement de la réaction inflammatoire

L’inflammation fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications de la matrice
extracellulaire et de nombreux mediateurs chimiques qui peuvent étre pro ou anti-inflammatoires et
qui peuvent modifier ou entretenir la réponse inflammatoire. Quelle que soit son siége, et la nature de
I’agent pathogeéne, le déroulement d’une réaction inflammatoire présente des caracteres
morphologiques genéraux et des mécanismes communs. Néanmoins, les différentes étapes présentent
des variations liées a la nature de I’agent pathogeéne, a 1’organe ou se déroule la réaction
inflammatoire, au terrain physiologique de 1’hote. Tous ces éléments conditionnent I’intensité, la
durée de la réaction inflammatoire et I’aspect 1ésionnel.

1.3. Notions d’inflammation aigué et d’inflammation chronique

1.3.1. Inflammation aigué :

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée
(quelques jours ou semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des sequelles si la destruction tissulaire est importante. En savoir
plus : Les médiateurs chimiques.

1.3.2. Inflammation chronique :

L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune tendance a la
guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs
années. On peut distinguer deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques :
- les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques lorsque

I’agent pathogéne initial persiste dans les tissus, ou lorsqu’une inflammation aigué récidive de fagon
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répétée dans le méme organe en entrainant a chaque épisode des destructions tissulaires de moins en
moins bien réparées.

- les inflammations peuvent parfois se manifester d’emblée sous une forme apparemment chronique.
La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapercue car bréve ou asymptomatique. C’est souvent
le cas de maladies auto-immunes et d’affections pour lesquelles les mécanismes dysimmunitaire sont

prépondérants (ex : hépatite auto-immune) [5].

2. Les réactions immunitaires du corps

2.1. Lafiévre

Une des premieres réponses adaptées de 1’organisme est la fievre. Elle est un des signes
majeurs de I’inflammation systémique. La fievre participe a la lutte contre I’infection notamment car
elle stimule la prolifération des cellules de I’immunité tout en inhibant la prolifération de nombreux
organismes pathogenes [17].

2.2. Rhumatisme

Les rhumatismes inflammatoires chroniques appartiennent au groupe des maladies
systémiques et auto-immunes. Elles sont caractérisées par des douleurs articulaires d’horaire
inflammatoire [18].

2.3. L’Alzheimer

L’inflammation au cours de la maladie d’Alzheimer présente un caractére particulier
puisqu’elle se situe au sein du systéme nerveux central et n’implique que tres peu les lymphocytes et
les monocytes. Ainsi, les études immunologiques dans la maladie d’Alzheimer se sont concentrées
sur les reponses humorales [19].

2.4. Le Cancer

L'inflammation est impliquée a plusieurs niveaux dans le cancer. Elle crée un terrain
favorable a certains cancers, elle prend une part active dans leur développement, mais elle peut aussi
les combattre [20].

3. Traitement pharmacologique

Substance utiliser pour lutter contre I’inflammation processus de défense de 1’organisme face
a une agression. On distingue classiqguement les anti-inflammatoire stéroides (AIS) et anti-

inflammatoire non stéroides (AINS) [21].
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3.1. Anti-inflammatoire stéroidien

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou (gluco) corticoides sont des derivés synthétiques des
hormones naturelles, cortisol et cortisone dont elles se distinguent par un pouvoir anti-inflammatoire
plus marqué et, a I’inverse, un moindre effet minéralocorticoide [22].

3.2. Anti-inflammatoire non stéroidien

Les AINS sont composés de molécules liées aux pyrazolés et divers comme 1’aspirine, les
oxycams, les dérivés carboxyliques, les indoliques, I’acide propionique.

Les AINS sont des médicaments qui ont un effet anti-inflammatoire, antalgique, antipyrétique
et antiagrégant plaquettaire. Ils sont utilises de fagon trés grande, dans un grand nombre de maladies,
et plus spécifiqguement en présence d'inflammation comme en rhumatologie.

Les AINS sont particulierement efficaces au moment de la phase aigiie, du processus
inflammatoire, c'est la raison pour laquelle ils sont utilisés en rhumatologie, en cas de poussees
inflammatoires, survenant au cours dune arthrose, dune arthrite, d'une tendinite, ou en
traumatologie, en gynécologie (dans les dysménorrhées), en urologie dans les coliques néphrétiques
[23].

4. Les structures mises en jeu

4.1. Cyclooxygenase (COX)

Les COX permettent 1’oxydation de 1’acide arachidonique(AA) en prostaglandine G2
(activité cyclooxygénase proprement dite), dérive instable, puis la peroxydation de la prostaglandine
G2 en prostaglandine H2 (activité peroxydase). La prostaglandine H2 est ensuite transformée en
prostaglandine E2 grace a une PGE2 isomérase. On distingue deux enzymes : la COX-1 et la COX-2

4.2. COX-1

La COX-1 est constitutionnel, fabriquée dans différents types de cellules, y compris les
plaquettes, et impliquée dans diverses fonctions de protection, en particulier celle de la muqueuse
gastrique.

4.3. COX-2

La COX-2 est inductible. Sa production est strictement limitée aux cellules inflammatoires et
induite par des stimuli pro-inflammatoires, aboutissant a la libération des prostaglandines, elle-méme
associée a l’inflammation, a la douleur et a la fievre. Les AINS et I’AIS exercent leurs effets
cliniques en inhibant les COX-1 et -2. Cette inhibition est donc essentielle pour leur efficacité en tant
qu’anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques, mais est aussi, en ce qui concerne 1’inhibition

de la COX-1, responsable des effets secondaires gastro-intestinaux [24].
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Figure 4.Modeéle tridimensionnel de la structure de COX-2.

4.4. Lypo-oxygenase (LOX)

Les LOX sont une famille d'enzymes peroxydantes lipidiques qui catalysent la peroxydation
de l'acide arachidonique et impliquées dans la pathogenéese de diverses maladies inflammatoires dont
les cancers. Il a éte rapporté que les LOX favorisaient la survie des cellules cancéreuses et
amélioraient les métastases de plusieurs cancers en modulant les cibles en aval. Les analogues les
plus courants sont : 8-LOX, 12-LOX, 15-LOX et 5-LOX [25].

4.5.5-LOX

La 5-LOX appartient a une famille d'enzymes peroxydantes lipidiques, qui sont exprimeées a
la fois dans les regnes végétal et animal. Ces dioxygénases catalysent I'oxygénation d'acides gras
polyinsaturés contenant un fragment 1,4-cis, cis-pentadiéne pour produire des dérivés hydroperoxy.
Ils nécessitent un atome de fer non hémique par molécule, qui oscille entre Fe2 (enzyme inactive) et
Fe3 (forme active) pendant le cycle catalytique. Bien que le mécanisme détaillé de la réaction LOX

reste encore controverse, sa nature radicale est communément admise [26].
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Figure 5. Modéle tridimensionnel de la structure de 5-LOX.

5. Inhibiteur double COX / LOX

Actuellement, les LOX sont des cibles potentielles dans le traitement de maladies telles que
I'asthme, l'athérosclérose, le cancer et une varieté de conditions inflammatoires. Il a été émis
I'nypothese que le blocage du métabolisme de I'acide arachidonique (AA) via I'inhibition de la COX
par des AINS traditionnels ou des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 pourrait conduire a la génération

de leucotriénes et de lipoxines pro-inflammatoires via la voie LOX Figure 6.

— —
Tissue injury

EE] """" E’III] Epithelial cells/endothelial
——————— cells/keratocytes

i Phospholipase Ay

COX-1/COX-2 5/12/15-LOX .
Arachidonic acid ————————= Leukotrienes

(Fever, pain, inflammation ) Inflamma tion

Mast cells Neutrophils Macrophages Eosinophils Monocytes

" v
~

Inflammatory mediators

-Histamine
-Prostaglandins
-Leukotrienes
-Platelet-activated factor

Prostaglandins

-Bradykinins

-Tumor necrosis factor-alpha
-Interleukins

-Reactive oxygen species

Figure 6. Un schéma simplifié de la voie inflammatoire et de ses médiateurs [27].
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Ce qui explique en partie les effets secondaires observés. Avec les AINS traditionnels et les
inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Pour contrer cela, plusieurs inhibiteurs de COX/LOX a deux
petites molécules ont été signalés. Reddy et ses colleégues ont signalé le développement de la classe
d'agents racémiques d'indolylpyrazoline en tant qu'inhibiteurs doubles COX/LOX. Un des exemples
illustrés a la Figure 7 (20) avaient un pharmacophore para-SO2NH2 COX-2 et présentaient une
double inhibition COX et LOX. Les isomeres levo présentent une puissance et une sélectivité
inhibitrices supérieures de la COX-2.

(23)

Figure 7. Structures chimiques de certains inhibiteurs
représentatifs du double COX/LOX [27].

Cependant, pour cette série de composes, les activités anti-inflammatoires in vivo n'ont pas
été rapportées. En outre, Lagunin et ses collegues ont récemment utilisé le criblage virtuel basé sur
la structure pour identifier les échafaudages en anneau appropriés en tant gu'inhibiteurs doubles COX
/ LOX. Cette étude a révélé qu'un échafaudage en anneau de thiazolidinone pourrait étre utilisé pour
développer de nouveaux agents anti-inflammatoires. Le composé (21) Figure 7 a présenté un faible
pouvoir inhibiteur de COX in vitro et de LOX de soja. In vivo (21) a montré une bonne activité anti-
inflammatoire lorsqu'il est administré par voie intra péritonéale dans des modeéles animaux.
Cependant, aucune activité orale n'a été signalée. Un dérivé de célécoxib incorporant le
pharmacophore LOX N-difluorométhyl-1,2-dihydropyridine-2-one (22) a présenté une double

inhibition de la COX et de la 5-LOX ainsi qu'une activité anti-inflammatoire orale.

15



Partie 1 Bibliographie

Dans une étude élégante, Chern et ses collegues ont appliqué un criblage virtuel basé sur la
structure et ont découvert un nouvel échafaudage en anneau a base d'ylure de benzodithiazolium en
tant qu'inhibiteurs doubles COX / 5-LOX. Le composé de plomb (23) Figure 7, possédant un 1,1-
dioxyde d'ylure de dithiazolium, a présenté une double inhibition de COX / 5-LOX [27].
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Partie 2 Résultats et Discussion

1. Matériel et Méthode

1.1. Microordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateurs. Les programmes utilisés sont

installés sous le systeme d’exploitation Windows 7.
1.2. QOutils informatique

- MarvinSketch (20.1) : https://chemaxon.com/products/marvin

- Avogadro (1.0.1) : https://sourceforge.net/projects/avogadro/

- Chimera (1.14) : https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html

- AutoDock tools (1.5.6) : http://autodock.scripps.edu/resources/adt

- AutoDock vina (4.2.5.1) : http://vina.scripps.edu/download.html

- Pymol (2.3.3) : https://pymol.informer.com/2.3/

- Discovery studio (20.1.0.1.9295) : https://discover.3ds.com/discovery-studio

1.3. Matériel Biologique
1.3.1. Préparation des protéines
1.3.1.1. COX-2

Pour le docking moléculaire, ’entrée PDB de la COX-2 a été téléchargée via la banque de
donnée Protéine Data Bank (PDB). Cette derniere nous a proposé plusieurs structures
cristallographiques 3D, parmi lesquelles nous avons choisi le code 1CX2, ¢’est une structure qui est
résolue & 3 A. Contenant quatre chaines, seule la derniére a été gardée. Le ligand de référence est
séparé de la pdb.Via Autodock tools (ADT) les charges atomiques de type gasteiger et les atomes

d’hydrogenes sont ajoutés. Les structures sont ainsi sauvegardées en format PDBQT.
1.3.1.2. 5-LOX

La 5-LOX est téléchargée sous format pdb via la méme banque de donnée. Plusieurs
structures ont été proposées ou la 308Y a été retenue. Il s’agit d’une structure définie & une

résolution de 2.39 A. De la méme maniére et en utilisant le code Chimera, seule la chaine B a été
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retenue. Cette structure n’est pas complexée avec un ligand. Selon le méme protocole que la

premiere, cette structure a été sauvegardée en format PDBQT par le code Autodock tools.

Figure 8. Chaine D du la COX-2. Figure 9. Chaine B du la 5-LOX.

Tableau 1. Caractéristiques de COX-2/5-LOX.

Protéine Code PDB Les chaines Ligand ref Résolution Classification
COX-2 1CX2 A B, CetD SC-558 3A Oxydoréductase
5-LOX 308Y AetB / 239 A Oxydoréductase

1.3.2. Préparation des ligands

Tous les ligands dans cette étude ont été modélisés par MarvinSketch et Avogadro. Ces
structures on été optimisées en mecanique moléculaire, et sauvegardes en format pdb. AutoDock
tools est ensuite utilisé afin de les sauvegardés sous format pdbqt apres avoir ajouté les atomes

d’hydrogénes ainsi que les charges de gasteiger.

Les figures 8,9 ainsi que le tableau 1, résument les informations concernant nos structures
protéiques. Les figures 10, 11, 12, 13, résument les informations concernant les ligands utilisés lors

de cette étude.
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Figure 12. Structure de ligand 3. Figure 13. Structure de ligand 4.

2. Grid Box du COX-2/5-LOX
2.1. COX-2

Afin d’effectuer une recherche conformationelle du ligand au sein du site actif d’une structure
protéique, les codes de docking moléculaires doivent définir cet espace. C’est ce qu’on appelle le
GRID BOX. A partir du ligand de référence, cette boite est définie avec un volume de 28 A3 ol le
centre est déterminé par les coordonnées X =13.085, Y = 52.413 et Z = 70.43. La boite est centrée
sur le ligand de référence. Ces informations sont ainsi sauvegardées dans un fichier texte qui est
nécessaire et obligatoire pour effectuer le calcul de docking. La figure suivante montre bien la boite

ou s’effectue ’amarrage (docking) moléculaire.
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Figure 14. Position de GRID BOX dans le site actif de la 1CX2.
2.2. 5-LOX

Contrairement a la cible précédente, la protéine 5-LOX ne possede aucun ligand de référence.
En se basant sur les travaux de Mr Malose J. et al [28]. La boite de simulation a été retenue, voir
figure 15. Le site actif de I’entrée 308Y est définie ainsi par les paramétres suivants : centre de la
boite est déterminé par les coordonnées X =-9.361, Y =75.032, Z =21.629. Les dimensions sont
(48*68*74) A

I 7%
74 Grid Options X Compute  Hydrogen Bonds Gnd3D Help
File Center View  Help F [ o} ig QH

Current Total Grid Pts per map: 253575 Ea =

number of points in x-dimension: ; '&
EOeIm [

number of points in y-dimension: vl
i

number of points in z-dimension:
e |

Spacing (angstrom): WL 03751 ‘J

Center Grid Box: <offset> |

x center. W |

ycenter: [75.032 (LLTELL L] .

fow Pros [ | p

P Xievies O®OO0OOVYV
P XProt6s O®OOOOVYV
P XARGies O®OOOOVYV
P XAaspies O®OOOOVV
P Xiewer O®OOOOVYV
P Xownes O®OOOOVV

P XpHEggy 1@ OOOOVYV
3 )@}u.oooovv
P XSERMT O@OOO0OOVY

P Xowiz OSOO0OOVY
P Xiysi73 O®OCO0OOVV
P Xaiyiza O®OOOOVYV

Figure 15. Sélection des acides amines et GRID BOX du 5-LOX.
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3. Présentation des résultats

3.1. Validation du logiciel AutoDock vina (Re-dock)

Afin de valider nos calculs et savoir sinos calculs sont correctes d’une part, et est ce que le code
utilisé est fiable d’autre part, le Re-Docking du ligand cristallisé (rayons X) SC-558 dans I’entrée
1CX2 est primordialement nécessaire. Pour cela, le redocking nous a aboutit aux résultats suivants :

1- Méthode de simulation de docking moléculaire est validée puisque I'énergie de liaison du ligand
lié SC-558 avec le récepteur est de -11,1 kcal / mol. Cette valeur appartient a I’intervalle de -5 a -15
kcal / mol.

2- De méme, ce calcul a été validée par le biais du ‘root-mean-square déviation” (RMSD ~ 0,0). un

calcul Docking est validé si la valeur du RMSD est inférieure a 2A.

Figure 16. Validation de re-dock la couleur violet X-ray SC-558, la couleur bleu résultat de

docking.

Dans cette étape de validation, nous avons également observé que les mémes résidus du site
actif macromoléculaire avaient interagi avec le ligand de référence SC558 tel que VAL523, HIS90 ...
et aussi ici nous observons dans le complexe natif une interaction défavorable avec ARG513, Figure
17.
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Figure 17. 2D validation de Re-Dock (A) X-ray SC558 dans le site actif, (B) le méme
résultat de Re-Dock des résidus en interaction.

3.2. Simulation de docking moléculaire

Les quatre ligands ont été ancrées dans les enzymes COX-2 et 5-LOX humaines ou leurs
énergies de liaison ont été calculées. Lorsque I'énergie de liaison de docking étant la plus faible,

I'affinité du ligand pour cette cible étant la plus élevee.
4. Analyses de docking moléculaire

Le tableau ci-dessous résume les valeurs des IC50 UM ainsi que les énergies obtenues par le
code AutoDock Vina.

Tableau 2. Les énergies de docking.

Code PDB pour les enzymes
COX-2 (1CX2) 5-LOX (308Y)
IC 50 uM Energie (kcal/mol) IC 50 uM Energie (kcal/mol)
Ligand 1 3.9 -10.9 94 -71.5
Ligand 2 262 -7.8 125.9 -6.8
Ligand 3 0.86 -12.0 5.0 -8.0
Ligand 4 1.7 -7 1.22 -6.5
Ligand de ref 50 nM -11.1 / /
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D'apres ces résultats, on remarque que le ligand 3 forme le complexe le plus stable avec la
COX-2 avec une énergie de -12 kcal/mol. Sur le plan biochimique, I’expérience montre bien que ce
ligand posséde la plus faible valeur d’IC50 (0.86 uM). Il est clair qu’il est le meilleur inhibiteur par

rapport a ces trois homologues.

Pour 5-LOX ce ligand est aussi le meilleur du point de vu énergétique, (-8.0 kcal/mol). Son
IC50 =5 uM n'est pas le plus faible. Tandis que le ligand 4 est celui qui a la plus petite valeur de
IC50 = 1.22 uM mais avec une énergie de -6.5 kcal/mol. Nous nous essayons pas de faire une
corrélation entre les énergies d’interactions et les valeurs expérimentales des 1C50. Dans ce qui suit
nous nous intéressons uniquement au ligand 3 qui présente du point de vu théorique et énergétique le
meilleur inhibiteur formant les complexes les plus stables. On s’intéresse aux interactions mises en

jeu avec les cibles.

Nous avons examinés en premier lieu les interactions entre le ligand 3 et la COX-2 et ensuite

celles trouvées avec la 5-LOX.
4.1. 1CX2-Ligand 3

L'analyse de docking du ligand 3 avec la COX-2 permet d'examiner comment cette molécule
se positionne dans le site actif de I'enzyme. Ainsi la détermination des résidus du site actif formant

des interactions avec cet inhibiteur Figure 18.

Figure 18. Site actif de la protéine COX-2.

23



Partie 2 Résultats et Discussion

Tableau 3. Les acides aminés du site actif de la COX-2

Protéine Les acides aminés du site actif de la COX-2
COX-2 Tyr385, Trp387, Phe518, Tyr248, Leu384, Arg120, Ser530, Tyr355, His90 et Val523
et Arg513.

Le tableau ci-dessus résume les différents acides aminés impliqués dans le site actif de la
COX-2.

4.1.1. Contacts rapprochés (Close contacts)

Comme nous I’avons mentionné, ce qui nous intéresse est la connaissance des différentes
interactions mises en jeu entre les deux entités chimiques. La figure 19 schématise les différentes

interactions obtenues lors de la simulation.

HI'S
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b:1392 ARG

D+513

LEU SER
TRP D384 =0 D353
D:387

= VAL
D349
MET LEU VAL
D522 D:352 T
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ALA
G D527
D526

Interactions

:l Conven tional Hydrogen Bond |:| Fi-5ulfur

|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Amide-Pi Stacked
:l Halogen (Fluorine) 'TI Alkyl

E Pi-Sigma EI Pi-alkyl

Figure 19. Les interactions entre le site actif de la COX-2 et le ligand 3.

Avec le logiciel Discovery Studio Figure 19, nous avons montré que le ligand 3 pénetre bien

dans le site actif de la protéine cible en formant différentes interactions classées comme suit :

1- Liaisons Hydrogenes : Concernant ces interactions qui sont et qui jouent le role le plus

important en biologie et le domaine du vivant, elles sont classées comme suit :
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a- Liaisons hydrogéne conventionnelles : H-Bond

Tableau 4. Interactions H-Bond entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction Distance
ARG 513 2.69 A

GLN 192 2.11 A

3 HIS 90 225 A
ARG 120 2.06 A

Le tableau 4 montre quatre acides aminés du site actif de la protéine COX-2 impliqués dans la
formation de quatre liaisons hydrogeéne. L’acide aminé ARG 120 forme une liaison hydrogéne la

plus courte.

Il est noté que cet acide aminé ARG 120 forme aussi le méme type d’interaction avec le
ligand 1 a une distance de 2.21 A, deux autres avec le second ligand a des distances de 2.89 A et

2.36 A voir, Annexe 1.

Les acides aminés GLN 192 et HIS 90 forment aussi des liaisons hydrogénes avec le ligand
1 a des distances 2.62 A et 2.36 A respectivement. Le premier acide aminé forme également une

autre liaison hydrogéne avec le ligand 4 a une distance de 2.50 A respectivement, voir Annexe 1.
b- Carbone-Hydrogéne bond

Tableau 5. Carbone H-Bond interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
3 GLY 526 3.16 A

Le résidu GLY 526 forme une interaction Carbone -Hydrogéne avec le ligand 3.
2-Interactions Hydrophobiques

Les interactions de ce type jouent un réle essentiel dans la stabilisation des complexes. Ce

sont des interactions non covalentes de type hydrophobique.
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a- Pi-Sigma (m-o)

Tableau 6. Pi-Sigma interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
3 VAL 523 3.99 A
SER 553 3.65A

Le tableau 6 résume et montre que deux acides aminés du site actif de la COX-2 (VAL 523
et SER 553) forment deux interactions de ce type. Ces interactions ne s’ont pas fortes vu leurs
distances qui s’approchent de 4 A. Le premier résidu avec le premier ligand forme cette interaction a

la méme distance qu’avec le ligand 3, voir Annexe 1.
b- Pi-Sulfur (m-sulfure)

Tableau 7. Pi-Sulfur interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
3 HIS 90 4.84 A

Le faite que tous les ligands de cette étude possédent des atomes de soufre, il est
envisageable que ce dernier forme des interactions de type pi-sulfure. L’atome de soufre du ligand 3
forme une telle interaction qui est stabilisante. Cette interaction est formée avec le noyau aromatique
de I’acide aminé HIS90 a une distance 4.84 A. Ce méme résidu forme une interaction homologue

avec le ligand 1 a une distance de 4.85 A.
c- Pi-Pi Staked

Tableau 8. Pi-Pi Staked interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
3 GLY 526 3.87 A

Les interactions de type Pi-Pi sont des interactions hydrophobiques qui mentionnent la
stabilité des complexes et jouent un tres grand rdle dans le domaine du vivant. Seul I’acide aminé

GLY526 forme une telle interaction comme le montre le tableau 8.

26



Partie 2 Résultats et Discussion

d- Alkyl

Tableau 9. Alkyl interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
LEU 384 547 A
3 VAL 349 487 A
LEU 531 4.84 A

Le tableau 9 résume les différents acides aminés impliqués dans la formation des interactions

hydrophobiques de type alkyl ainsi que leurs distances. Ces interactions sont de I’ordre de 5 A.

Nous observons deux interactions de ce type entre le ligand 1 et I’acide aminé VAL 349 a des

distances 5.18 A et 5.07 A, voir Annexe 1.
e- Pi-Alkyl

Tableau 10. Pi-Alkyl interaction entre le ligand 3 et la COX-2.

Le ligand Résidu interaction Distance
TYR 385 4.69 A

TRP 387 481 A

ALA 527 447 A

3 ALA 527 4.04 A
LEU 352 546 A

LEU 352 549 A

VAL 523 544 A

VAL 349 471 A

De la méme maniere, nous observons huit interactions de type Pi-Alkyl qui sont de type

hydrophobique. Leurs distances varient entre 4.04 A et 5.49 A. Voir Tableau 10.

Les acides aminés TYR 385 et TRP 387 forme aussi la méme interaction avec le ligand 1 a

des distances de 3.37 A et 4.46 A respectivement.
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Le ligand 1 forme aussi quatre autres interactions de ce type. Deux de ces interactions a des
distances 4.84 A et 4.57 A sont observées avec le résidu ALA 527 tandis que les deux derniéres

sont observées avec I’acide aminé LEU 325 a des distances de 5.12 A et 5.22 A, Voir Annexe 1.
3- Interactions électrostatiques : Halogen (flurine)

Ce type d’interactions est quasiment omniprésent dans tout processus de reconnaissance
moléculaire. Ces interactions sont dues a la présence de charges électrostatiques de charges opposées
et des nuages électroniques. Dans ce complexe nous avons trouvé une seule interaction
électrostatique de type Halogéne. Ceci est du fait que notre ligand 3 posséde des atomes de fluore qui
sont des halogénes connus par leur forte électronégativité. Cette interaction de ce type est observée
entre un atome de fluor du ligand 3 et | acide aminé MET 522 de la protéine a une distance de 3.60
A.

4.2. 308Y-Ligand 3

La figure suivante présente le site actif de la cible protéique choisie générée par le code

Chimera. Les acides aminés constituants le site actif sont résumés dans le tableau 11.

Figure 20. le site actif de la protéine 5-LOX.

Tableau 11.Les acides aminés du site actif de la 5-LOX.

Protéine Les acides aminés du site actif de la 5-LOX
5-LOX Tyr100, Argl0, Glul134, Arg138, Asp170, Ala388, Arg401, Glu622.
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Apreés avoir effectué le calcul de docking, nous avons généré les conformations en 2D et 3D
avec Discovery studio. Les différentes interactions sont représentées dans la Figure 21.

LEU
B:288 yay
B:361
8”525
HR §
LEU
G 8w
BN
\ W
SER [
B8:447
ARG
VAL .
B:243 w2y
> ALA
GLN B:453
8:549
Interactions
I Conventional Hydrogen Bond Alkyl
[T Halogen (Fluorine) | Pi-Alkyl
I Fi-cation

Figure 21. Les interactions entre le site actif de la 5-LOX et le ligand3.
1- Liaisons hydrogene
a- Liaisons hydrogéene conventionnelles : H-Bond

Tableau 12. Hydrogéne-Bond intermoléculaire entre les molécules et la 5-lipoxygénase.

Le ligand Résidu interaction Distance
THR 444 2.55 A
3 ARG 370 2.99 A
GLN594 2.55 A

Le tableau 12 montre que trois acides aminés du site actif de la protéine 5-LOX forment trois
interactions de type liaisons hydrogéne avec le ligand 3. Ces acides aminés sont THR 444, ARG 370
et GLN 594 a des distances de 2.55A, 2.99 A, et 2.55 A respectivement.
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2- Interactions hydrophobiques
a- Alkyl

Tableau 13. Alkyl intermoléculaire entre les molécules et la 5-lipoxygénase.

] Résidu interaction Distance
Le ligand
LEU 288 473 A
VAL 361 4.86 A
3 VAL 243 5.04 A
ILE 365 5.15 A
LEU 244 5.29A

Nous observons que ce type d’interaction contribue largement dans la stabilit¢ du complexe
formé antre le ligand 3 et la cible 5-LOX. Les acides aminés impliqués dans ces interactions sont

mentionnés dans le tableau 13, leurs distances varient entre 4.73 A et 5.29 A.
b- Pi-Alkyl

Tableau 14. Pi-Alkyl intermoléculaire entre les molécules et la 5-lipoxygénase.

) Residue interaction Distance

Le ligand
VAL 243 4.85 A
3 LEU 244 5.16 A
ALA 453 5.44 A
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Le tableau 14, montre les trois acides aminés du site actif impliqués dans la formation des
interactions hydrophobiques de type pi-Alkyl avec le ligand 3. Le ligand 3 interagit avec ces acides
aminés a des distances supérieures a 4,50 A.

3- Interaction électrostatiques

Comme nous I’avons déja mentionné, ce type d’interaction est d’une grande importance dans
la reconnaissance moléculaire et la stabilité des complexes protéine-ligand. Concernant le complexe

5-LOX-ligand 3 nous avons observé deux types d’interactions électrostatiques qui sont :
a- Halogen (flurine)

Une seule interaction de ce type est observée entre un atome de fluor du ligand 3 et | acide aminé
SER447 de la protéine a une distance de 3.14 A.

b- Pi-Cation

D’une maniére similaire, seul acide amine ARG 370 forme une interaction électrostatique de

type Pi-Cation avec le ligand 3. Cette interaction est a une distance de 3.59 A.
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Conclusion

Ce travail qui est axé sur la modélisation moléculaire par docking avec AutoDock, a pour but
essentiel d’étudier in silico des interactions de nouveaux inhibiteurs sur les COX-2/5-LOX, cibles
enzymatiques impliquées dans les phénoménes de I’inflammation.

On a testé la performance du programme AutoDock utilisé dans cette étude. La premiére
étape consiste a valider le protocole de simulation. Ceci est déterminé par le calcule du RMSD du
SC-558 ligand de référence de la pdb: 1CX2 (COX-2). Avec un RMSD de 0.0 A inferieur a 2 A le
protocole suivit est bien validé.

A partir des résultats obtenus, nous sommes arrivons a conclure que le ligand 3 présente le
meilleure inhibiteur vis a vis de la cyclo-oxygénase avec une énergie de = -12, kcal/mol. De méme
ce ligand présente la meilleure molécule qui pourrait interagir avec la 5=LOX du point de vue
énergétique. Il est clair que cette molécule n’est pas le meilleur inhibiteur in vivo. Afin de corréler les
deux parametres energétique et expérimental, une étude par dynamique moléculaire est fortement
souhaitée.

Ces simulations montrent bien que la plupart des interactions trouvées entres les cibles et les
ligands sont de type liaisons hydrogéne qui constituent et présentent les interactions les plus
importantes dans les processus biologiques. Des interactions hydrophobiques stabilisantes qui sont
aussi d’une grande importance sont observées. Finalement des interactions électrostatiques sont
présentes et contribuent dans la formation de ces complexes protéine-ligand.

Dans ce travail, nous nous sommes familiarises avec différentes techniques de modélisations
moléculaire, voir D’optimisation de géométrie des molécules, la visualisation des structures
enzymatiques. En second lieu, nous nous sommes focalisons sur le docking moléculaire qui

représente un outil essentiel dans la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives.
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Annexe 1. Les tableaux d’interaction de la COX-2 avec les 4 ligands.

Le ligand Reésidu interaction H-bond Distance
ARG 120 221A
TYR 355 291 A
HIS 90 236 A
1 SER 353 2.09 A
GLN 192 2.62 A
ARG 53 2.67 A
LEU 352 2.53 A
TYR 115 2.90 A
2 LYS 85 2.53A
ARG 120 2.89 A
ARG 120 236 A
ARG 513 2.69 A
3 GLN 192 2.11A
HIS 90 225A
ARG 120 2.06 A
GLN 192 2.50 A
4 GLY 354 327A
HIS 356 2.78 A
Le ligand Résidu interaction : Pi-Sigma Distance
1 SER 353 3.56 A
VAL 523 3.46 A
2 / /
3 VAL 523 3.99 A
SER 553 3.65A
4 THR 94 3.86 A
THR 94 348 A
Le ligand Résidu interaction Pi-Sulfur Distance
1 HIS 90 4.85 A
2 TYR 122 542 A
3 HIS 90 4.84 A
4 / /
Le ligand Résidu interaction Carbone H-Bond Distance
1 ARG 513 346 A
2 / /
3 GLY 526 3.16 A
4 HIS 356 3.69 A
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Le ligand Résidu interaction Pi-Pi staked Distance
1 PHE 518 581 A
2 TYR 115 4.87 A
3 GLY 526 3.87 A
4 HIS 356 575 A

Le ligand Résidu interaction Alkyl Distance

ALA 527 3.78 A

LEU 352 4.57 A

1 LEU 359 4.54 A
VAL 349 5.18 A

VAL 349 507 A

LEU 93 4.20 A

2 TRP 100 5.02 A
ILE 112 4.44 A

LEU 384 547A

3 VAL 349 4.87 A
LEU 531 4.84 A

4 PRO 514 518 A
Le ligand Résidu interaction Pi- Alkyl Distance
ALA 527 4.84 A

ALA 527 457 A

LEU 349 4.58 A

LEU 352 512 A

1 LEU 352 522 A
TRP 387 446 A

TYR 385 337 A

TYR 348 5.44 A

TYR 355 533 A

VAL 89 4.50 A

2 VAL 89 4.52 A
ILE 92 507 A

LEU 93 4.63 A

TYR 385 4.69 A

TRP 387 481 A

ALA 527 447 A

ALA 527 4.04 A

3 LEU 352 546 A
LEU 352 549 A

VAL 523 5.44 A

VAL 349 471 A

HIS 90 4.67 A

4 HIS 95 4.65 A
TYR91 530 A

PRO 514 449 A
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Annexe 2. Les images d’interaction entre la COX-2 et le ligand 1, 2 et 4.
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Annexe 3. Les tableaux d’interaction de la 5-LOX avec les 4 ligands.

La molécule Résidu interaction H-Bond Distance
Ligand 1 ASN613 1.78 A
Ligand 2 LYS133 2.46 A

THR444 255 A
Ligand 3 ARG370 2.99 A
GLN594 255 A
Ligand 4 BHIS130 2.94A

La molécule Résidu interaction Halogen Distance
Ligand 1 GLU16 299 A
Ligand 2 / /
Ligand 3 SER447 3.14 A
Ligand 4 / /

La molécule Résidu interaction C H-Bond Distance
Ligand 1 GLUG14 261 A
Ligand 2 / /
Ligand 3 / /

. GLU134 2.65 A
Ligand 4 HIS130 269 A
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La molécule Résidu interaction Pi-Cation Distance
Ligand 1 ARG401 4.11 A
Ligand 2 / /
Ligand 3 ARG370 359 A
Ligand 4 LYS133 3.30 A

LYS133 4.34 A

La molécule Résidu interaction Pi-door H Distance
Ligand 1 / /
Ligand 2 / /
Ligand 3 / /
Ligand 4 HIS130 374 A

La molécule Résidu interaction Pi-Sigma Distance
Ligand 1 PHE402 5.80 A
Ligand 2 / /
Ligand 3 / /
Ligand 4 / /

La molécule Résidu interaction Pi-Anion Distance
Ligand 1 / /
Ligand 2 GLU108 4.96 A
Ligand 3 / /
Ligand 4 / /

La molécule Résidu interaction Donor-Donor Distance
Ligand 1 ARG401 1.90 A
Ligand 2 / /
Ligand 3 / /
Ligand 4 / /

La molécule Résidu interaction Alkyl Distance
Ligand 1 / /
Ligand 2 ILE126 3.90 A

LEU288 473 A

VAL361 4.86 A

Ligand 3 VAL?243 5.04 A
ILE365 5.15 A

LEU244 529 A

Ligand 4

/

/
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La molécule Reésidu interaction Pi-Alkyl Distance

Ligand 1 / /

LYS133 432 A

Ligand 2 VAL110 4.48 A

LEUG6 4.94 A

VAL21 5.39 A

VAL243 4.85 A

Ligand 3 LEU244 5.16 A

ALA453 5.44 A

VAL107 4.46 A

Ligand 4 LYS133 459 A

VAL110 4.85 A

Annexe 4. Les images d’interaction entre la 5-LOX et le ligand 1, 2 et 4.
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Annexe 5. Les énergies obtenues par le docking du ligand 3 avec la protéine COX/LOX.

BN Invite de commandes — O X
e A A e e e R L s e

done.
Refining

mode

€ ng input
up the

ting output ...

.benma\Desktop, ox docking22>

BN Invite de commandes

H o H S H H H S

# Please ht ina.scripps.edu for more information.
F*#Ft#F‘Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft##Ft###Ft#########################




Résumé



Résumeé

Afin de contourner les limites du criblage expérimental, une nouvelle méthode alternative
basée principalement sur la technologie informatique a été envisagée: le criblage virtuel par docking
moléculaire. Cette méthode peut modéliser les interactions entre les protéines et des milliers de
candidats moléculaires. Dans nos travaux, nous avons utilisé le programme, AutoDock pour
concevoir un nouveau type d'inhibiteurs doubles de la cyclooxygénase 2 (COX-2) et de la 5-lypo-

oxygénase (5-LOX), qui sont utilisés dans diverses pathologies inflammatoires.

L’évaluation de I’énergie d’interaction de re-dock de la COX-2 avec son ligand de référence
SC-588, avec une énergie d’interaction égale a -11,1 kcal/mol, par la suite, nous avons fait le

docking avec 4 composeées,

A la fin du docking le composée 3 est la meilleur inhibiteurs théoriquement plus sélectifs et
affins envers la COX-2 et la 5-LOX avec des valeurs d'énergie d’interaction s’évaluant a -12 Kcal

/mol et -8 Kcal/mol respectivement.



Abstract

In order to circumvent the limits of experimental screening, a new alternative method based
mainly on computer technology has been considered: virtual screening by molecular docking. This
method can model the interactions between proteins and thousands of molecular candidates. In our
work, we used the AutoDock program to design a new type of dual inhibitors of cyclooxygenase 2

(COX-2) and 5-lypo-oxygenase (5-LOX), which are involved in various inflammatory pathologies.

The evaluation of the interaction energy of re-dock of COX-2 with its reference ligand SC-
588, with an interaction energy equal to -11.1 kcal / mol, subsequently, we have docked with 4

compounds,

At the end of docking, compound 3 is the best inhibitor theoretically more selective and
affine towards COX-2 and 5-LOX with interaction energy values estimated at -12 Kcal / mol and -8
Kcal / mol respectively.
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Mémoire présenté en vue de ’obtention du diplome de Master Option :
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Theme Modélisation moléculaire et docking moléculaire de
I"'inhibiteur double COX/LOX

Resumé

Afin de contourner les limites du criblage expérimental, une nouvelle méthode
alternative basée principalement sur la technologie informatique a été envisagée: le criblage
virtuel par docking moléculaire. Cette méthode peut modéliser les interactions entre les
protéines et des milliers de candidats moléculaires. Dans nos travaux, nous avons utilisé le
programme, AutoDock pour concevoir un nouveau type d'inhibiteurs doubles de la
cyclooxygénase 2 (COX-2) et de la 5-lypo-oxygénase (5-LOX), qui sont utilisés dans

diverses pathologies inflammatoires.

L’évaluation de 1’énergie d’interaction de re-dock de la COX-2 avec son ligand de
référence SC-588, avec une énergie d’interaction égale a -11,1 kcal/mol, par la suite, nous

avons fait le docking avec 4 composées,

A la fin du docking le composée 3 est la meilleur inhibiteurs théoriquement plus
sélectifs et affins envers la COX-2 et la 5-LOX avec des valeurs d'énergie d’interaction
s’évaluant a -12 Kcal /mol et -8 Kcal/mol respectivement.

Mots clés :AutoDock, Docking Moléculaire, Cyclo-oxygénase, Lypo-oxygénase, Energie

d’interaction
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