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Résumé

Le docking moléculaire est devenu un élément commun important de la boite a outils de
découverte de médicaments. Il est utilise pour prédire comment une protéine (enzyme) interagit avec
de petites molécules (ligands) afin d’améliorer ou d’inhiber sa fonction biologique. Nous avons utilisé
cette technique, réalisée par I’intermédiaire du programme Surflex, pour le développement de
nouveaux inhibiteurs de la NAMPT : une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement du cancer
colorectal. Avec un taux de 82% de valeurs de RMSD inférieures a 2 A et un coefficient de corrélation
de -0.74, les performances du programme Surflex sont avérées. Un criblage virtuel de 302 similaires
de notre ligand de référence 2HJ (4,81 M), téléchargés de la Pubchem, nous a permis de sélectionner
les 5 meilleurs composés avec des affinités supérieures a 6 M. Ensuite le docking moléculaire d’une
collection de 65 composes issus de la mono-substitution et 52 issus de la bi-substitution a fait ressortir
les composés 33, 51, 67 et 74 avec des affinités respectives de 8,79 M ; 8,68 M ; 10,78 M ; 9,64
M largement supérieures a celle du meilleur similaire (6,83 M™). Enfin I’évaluation des différentes
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques nous a permis de proposer les composés 33, 51 et

67 comme de nouveaux inhibiteurs potentiellement puissants envers la NAMPT.

Mots clés : NAMPT, Cancer colorectal, Surflex, Docking moléculaire, Inhibiteur.
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Abstract

Molecular docking has become an important common part of the drug discovery toolkit. It is
used to predict how a protein (enzyme) interacts with small molecules (ligands) to enhance or inhibit
its biological function. We have used this technique, performed through the Surflex program, for the
development of novel NAMPT inhibitor: a novel therapeutic target for the treatment of colorectal
cancer. With a rate of 82% of RMSD values less than 2 A and a correlation coefficient of -0.74, the
performance of the Surflex program is proven. A virtual screening of 302 similars of our reference
ligand 2HJ (4.81 M-1), downloaded from Pubchem, allowed us to select the following 5 best
compounds with higher affinities at 6 M-1. Then the molecular docking of a collection of 65
compounds resulting from mono-substitution and 52 resulting from bi-substitution revealed
compounds 33, 51, 67 and 74 with respective affinities of 8.79 M-1 ; 8.68 M-1 ; 10.78 M-1 ; 9.64 M-
1 significantly higher than that of the best similar (6.83 M-1). Finally, the evaluation of the various
physicochemical and pharmacokinetic properties enabled us to propose compounds 33, 51 and 67 as

new potentially potent inhibitors against NAMPT.

Key Words: NAMPT, colorectal cancer, Surflex, Molecular Docking, Inhibitor.
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Log D : Coefficients de distribution.
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Log P : Coefficients de partage.

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide.

NAMPT/ NAPRTase : Nicotinamide Phosphoribosyltransferase.
NMN : Nicotinamide Mononucléotides.

nM : Nano Molaire.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

PAF : Polypose Adénomateuse Familiale.

PARP : poly (ADP-ribose) polymérase.

PBEF : Pre-B cell-Enhancing Factor.

PDB : Protein Data Bank.

PM : Poids Moléculaire.

PPS : programme personnalisé de soins.

r : Coefficient de corrélation linéaire.

PRPP : 5-phosphoribosyl 1-pyrophosphate.

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

RMSD : Root Mean Square Deviation

ROS : Reactive Oxygen Species.

SIRT : sirtuines.

SNC : systeme nerveux central.

TNF o : Tumor Necrosis Factor a.

TNM : Tumor, Nodes, Metastasis.

TPSA : Surface Polaire Topologique.

UICC : Union Internationale Contre le Cancer.

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor.
Whnt : Wingless-type MMTYV integration site family member.
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Introduction générale

Actuellement, le cancer constitue un des problemes majeurs de santé publique a I'échelle
planétaire tant dans les pays développés que ceux en voie de développement. Il est I’'une des

principales causes de mortalité au niveau du globe selon ’OMS. [1]

Le cancer colorectal constitue une part importante de la charge mondiale de morbidité
et de mortalité du cancer dont la fréquence est en croissance progressive, plus d’un million de
nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année et plus d'un demi-million de personnes decédent
de cette pathologie dans le monde. [2] Maintenant, il est devenu un cancer prédominant et
occupe le second rang des affections malignes en termes d’incidence et de mortalité dans les
pays riches. La « montée » du cancer colorectal dans les pays développés peut étre attribuée a
une population de plus en plus vieillissante, aux maladies inflammatoires intestinales, a des
habitudes alimentaires modernes défavorables et a une augmentation des facteurs de risque tels

que le tabagisme, le faible exercice physique et I'obésité. [3]

De nouveaux traitements pour le cancer colorectal primaire et métastatique sont
apparus, offrant des options supplémentaires aux patients ; ces traitements comprennent la
chirurgie pour la maladie primaire, la résection plus agressive de la maladie métastatique, la
radiothérapie et les chimiothérapies a base des médicaments fluoropyrimidines. Cependant, ces
nouvelles options de traitement ont eu un impact limité sur les taux de guérison et la survie a

long terme. [3]

Parmi les différents traitements du cancer colorectal, I’inhibition de I’enzyme
nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) qui est dans ce cas surexprimée peut
diminuer la prolifération et induire lI'apoptose dans les lignées cellulaires du cancer colorectal.

Il est donc apparu comme une nouvelle approche thérapeutique tres efficace.

Au cours de ces derniéres décennies, la conception de molécules d’intérét thérapeutique
a bénéficie des progres issus de diverses disciplines scientifiques telles que la biologie et
I’informatique. L’essor de D’outil informatique a particuliecrement changé la donne, en
conduisant a I’émergence d’une nouvelle discipline pouvant participer aux étapes initiales de
la recherche pharmaceutique en complément des méthodes expérimentales déja reconnues,
c’est la bio-informatique ou la biologie “’in silico’’, une discipline qui a donné naissance au

“’docking’’ ou arrimage moléculaire. [4] [5]
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Dans cette optique nous avons initié notre étude qui a pour objectif de contribuer au
développement de nouveaux inhibiteurs de la NAMPT en faisant appel aux approches de
modélisation par docking moléculaire. Ces méthodes permettent de rechercher in silico le mode
d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible thérapeutique) ce qui

aide a la prédiction de nouvelles molécules plus efficaces en un temps limité.

Premierement, nous avons testé la fiabilité du programme de docking *Surflex’ impliqué
dans cette étude a travers deux tests. Le premier consiste a calculer I’écart quadratique moyen
ou RMSD entre la position du ligand simulée par le logiciel et celle déterminée
expérimentalement, suivie par une analyse visuelle des résultats obtenus a I’issue du test
précédent. Le deuxiéme test, consiste a calculer le coefficient de corrélation linéaire entre les

affinités des inhibiteurs de la NAMPT et les valeurs expérimentales de leur 1C50.

Deuxiémement, nous avons apporté des substitutions structurales par 1’introduction de
nouveaux groupements chimiques sur un composé dévoilé comme le meilleur inhibiteur parmi
les 302 composés similaires issus de la PubChem. Le docking moléculaire des structures
substituées a permis de faire ressortir des inhibiteurs plus puissants et plus sélectifs avec une
meilleure affinité vis-a-vis de I’enzyme étudiée. Il était important de compléter cette étape par

une analyse visuelle de leurs interactions avec la NAMPT.

Troisiemement, les composés ayant présenté les meilleures affinités ont fait 1’objet
d’une étude de leurs propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et de toxicité potentielle

régissant leurs paramétres ADMET.
Notre travail est scindé en deux parties :

Une partie théorique avec trois chapitres : Le premier chapitre inclut une étude bibliographique
des notions générales sur le cancer colorectal. Le second chapitre est consacré a notre enzyme
d’intérét la nicotinamide phosphoribosyltransferase et ses inhibiteurs. Le troisiéme chapitre
comprend le docking moléculaire et son principe. Ensuite, une partie pratique répartie en deux
chapitres : un chapitre qui décrit le matériel et les méthodes utilisées et un deuxieme qui traite
les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Enfin, une conclusion résumant cette recherche

et des perspectives cloturent cette étude.
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Le nombre de cancers ne cesse de progresser chaque année di au vieillissement de la
population et la croissance démographique, mais également au mode de vie des personnes
concernées (tabac, alcoolémie, obésité...). Selon ’OMS le cancer est I’une des principales
causes de mortalité au niveau du globe, il constitue la deuxiéme cause de déces dans le monde
(9,6 millions de décés). Prés d’'un homme sur huit et une femme sur 11 meurent de cette
maladie. De nombreux cancers peuvent étre prévenus, et ils ont généralement un classement
selon les organes touchés, comme : Le cancer du sein, le cancer du cerveau, le cancer des

poumons et le cancer colorectal qui est la maladie de notre étude. [6]
1. Le cancer colorectal

Les cancers colorectaux sont des tumeurs malignes regroupant les cancers du colon et
les cancers du rectum (Environ 40% des cancers colorectaux touchent le rectum et 60% le
colon). Ils surviennent dans ’extréme majorité des cas (96%) au niveau des glandes de la
mugqueuse intestinale ; ce sont des cancers glandulaires ou dits « adénocarcinomes ». Dans 80%
des cas, ils se développent a partir des tumeurs bénignes, appelées polypes adénomateux
préexistants ou adénomes qui peuvent évoluer progressivement vers une tumeur maligne ayant
la capacité d’infiltrer progressivement 1’épaisseur de la paroi colique puis de diffuser a distance

du cdlon pour donner naissance a des métastase.
Leur dénomination dépend de leur position :

e Anplus de 15 cm de I'entrée du rectum = cancer du colon

e A moins de 15 cm de I'entrée du rectum = cancer du rectum. [7]

2. Epidémiologie
2.1. Dans le monde

D’apres les chiffres du centre international de recherche sur le cancer (CIRC), le CCR
est le 3eme cancer le plus diagnostiqué dans le monde en 2018 avec une incidence de plus de
1,85 millions de cas derriere le cancer du poumon (= 2,09 millions de cas) et le cancer du sein
(= 2,08 millions de cas). C’est cependant le 2éme cancer le plus mortel avec plus de 880 000
déces derriere le cancer du poumon (= 1,76 millions de déces). Géographiquement, 1’incidence
de ce cancer est largement plus élevée dans les pays développés que dans les pays en voie de

développement, les plus hauts taux sont observés en Australie / nouvelle- Zélande (44.8 et 32.2
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par 100.000 habitants chez les hommes et les femmes, respectivement), et les plus faibles en
Afrique de I’Ouest. [3] [8]

2.2.  En Algérie

Le cancer colorectal “CCR” frappe toutes les populations, par sa fréquence et sa gravité,
il est au deuxieme rang, pour les deux sexes. Chez ’homme 2687 nouveaux cas ont été signalé.
Le taux brut d’incidence est de 13.5/100 000 et il est classé le deuxiéme apres le cancer du
poumon. Chez la femme, 2245 nouveaux cas ont été enregistré, le taux brut d’incidence est

11.2/ 100 000 et il est classé en deuxieme position apres le cancer du sein. [9]

3. Les symptdmes

Les cancers colorectaux se développent souvent en silence, sans provoquer de
symptome particulier. lls peuvent rester longtemps imperceptibles. Néanmoins, certains signes

peuvent étre révélateurs d’un cancer et doivent conduire a consulter le médecin traitant.
» Les troubles persistants ou soudains du transit intestinal

o Une constipation soudaine ou qui s’aggrave,

« Une diarrhée qui se prolonge,

o Une augmentation du volume abdominal,

e Des selles plus étroites que d’habitude (elles peuvent étre plus longues et plus minces,

comme un crayon),
e Un besoin pressant et continuel d’aller a la selle (en particulier le matin),
e Une tension au niveau du rectum ou la sensation qu’il est plein,

o Une sensation d’évacuation incompléte ou de fausse envie d’aller a la selle, méme juste

aprés y étre allé,
o Des efforts d'expulsion des selles douloureux et inefficaces,

o Des vomissements. [10]
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» Des rectorragies

Les selles sont recouvertes ou mélées de sang rouge clair ou trés foncé (selles sanglantes
ou striées de sang). Elles peuvent aussi étre noires comme de I’encre si le sang est digéré dans
le colon. Parfois elles sont invisibles a 1’ceil nu. Seuls des examens de recherche de sang

dans les selles permettent alors de les détecter.
» Les symptomes les plus graves

e Des glaires émises par I’anus. Les glaires sont constituées d’un liquide blanchatre,

visqueux, qui ressemble & un crachat.
e Une anémie (baisse du nombre de globules rouges). [10]
» L’aggravation des symptomes

Au fur et a mesure que la tumeur grossit, ces symptdmes peuvent s'aggraver et entrainer

des complications telles qu’une occlusion intestinale ou une péritonite :

e Une occlusion intestinale : se manifester par des douleurs abdominales plus ou moins
importantes, un gonflement du ventre, des vomissements et une absence de selles et de
gaz.

e Une péritonite, infection grave de la membrane qui entoure tous les organes de

I’abdomen (péritoine). Cette infection peut survenir lorsque le c6lon s’est perforé.
Si la maladie continue d’évoluer, peuvent survenir :
e Une jaunisse (coloration jaunatre de la peau et des muqueuses).

o Une altération de 1’état de santé général (perte d’appétit, amaigrissement, fatigue). [10]

4. Les facteurs de risques
4.1.  Les facteurs de risque de cancer colorectal non modifiables

4.1.1. Age et sexe

L'age est considéré comme le principal facteur de risque du cancer colorectal. Au-dela
de 50 ans, toute personne présente un risque accru de développer un cancer colorectal et devrait
faire I'objet d'un dépistage, les taux d’incidence sont faibles et proches entre les deux sexes puis

augmentent avec 1’age, ce cancer atteint plus rapidement les hommes que les femmes. [2] [11]
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4.1.2. Facteurs héréditaires et génétiques

La majorité des cas de CCR sont sporadiques (80%) mais on estime que 15 % des cas
ont une composante héréditaire. Les facteurs génétiques sont abordés dans la Polypose
Adénomateuse Familiale (PAF) qui représente 1% des cas de CCR, le syndrome de cancer
colique héréditaire sans polypose ou Syndrome de Lynch ou il représente 3 & 5% des cas de
CCR et ’antécédent familial de CCR sporadique dans certains cas (avec au moins un parent du

premier degré atteint par un CCR). [2]
4.1.3. Antécédents personnels

Les personnes qui ont déja eu un cancer du cdlon ou du rectum risquent davantage d'étre
atteintes d'un autre cancer colorectal. 1l peut s'agir d'un deuxiéme cancer totalement différent
du cancer d'origine ou d'un cancer qui s'est développé au méme endroit que le premier, appelé
alors récidive locale. Une femme ayant déja été atteinte d'un cancer de I'endomeétre, de lI'ovaire

ou du sein présente également un risque accru de cancer colorectal. [12]
4.1.4. Lésions locales

» Les adénomes : Ce sont des tumeurs épithéliales bénignes affectant 30 a 60% de la
population de plus de 55 ans. Or les % des cancers colorectaux proviennent de la
transformation maligne d’un adénome permet d’envisager la prévention secondaire du
cancer colique.

» Maladies inflammatoires Rectocolite hémorragique : risque de développement d’un
cancer colorectal trés élevé, de 1’ordre de 2% par an chez 1’adulte. Maladies de Crohn :

risque élevé mais de facon moins importante. [13]

4.1.5. L’infection par certaines bactéries

Certaines bactéries peuvent simulent la croissance tumorale du cancer colorectal par

exemple : H. pylori, E. coli, B. fragilis, F. nucleatum, S. enterica, etc. [10]
4.2.  Les facteurs de risque de cancer colorectal modifiables

Plusieurs études scientifiques ont démontré que certaines habitudes de vie augmentaient le

risque de développer un cancer colorectal comme :
e Une alimentation trop calorique.

e Une consommation importante de viande rouge.
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e Une alimentation riche en graisses animales.
e Laconsommation d'alcool.

e Laconsommation de tabac.

e L’inactivité physique et le surpoids.

e Manque de fer. [10]

5. Les stades de cancer colorectal selon la classification TNM

La classification TNM « Tumor, Nodes, Metastasis » (tumeur, ganglion, métastase)
proposée par 1’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) est un systéme de classification
moderne des tumeurs solides établi sur des criteres anatomiques datant des années 60s. Cette
classification est aujourd’hui acceptée a I’échelle internationale et constitue encore un langage
universel. Elle permet aux médecins de déterminer a quel stade en est le cancer et d’établir un

protocole thérapeutique le plus adapté pour le patient diagnostiqué. [14]
> Lalettre T est I’indicateur de la taille et de la profondeur de la tumeur

L’¢étude de la taille de la tumeur mais surtout de son étendue histologique permet d’estimer le
degré d’évolution de la maladie. Plus la tumeur se sera étendue au niveau des couches

histologiques, plus le pronostic de survie sera sévére. [8]
Tableau N°1 : signification de la catégorie T selon la classification TNM. [13]

Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive
TO Pas de signe de tumeur primitive
Tis  Carcinome in situ : intraépithélial ou envahissant la lamina propria (chorion
de la muqueuse)
T1  Tumeur envahissant la sous-muqueuse tumeur sous-mugqueuse Sous-séreuse
muqueuse musculeuse tumeur sous-mugqueuse sous-séreuse muqueuse

musculeuse
T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques ou

périrectaux non péritonisés
T4a : tumeur perforant le péritoine visceral
T4  T4b : tumeur envahissant directement d'autres organes ou d'autres structures
adjacentes
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» La lettre N est ’indicateur de ’atteinte ganglionnaire et du nombre des ganglions
lymphatiques touchés

Certaines cellules cancéreuses peuvent se disséminer ailleurs que dans le gros intestin,
et notamment au niveau des ganglions lymphatiques environnants, au niveau de la graisse
péricolique. L atteinte des ganglions lymphatiques par les cellules cancéreuses est un signe de

mauvais pronostic mais le nombre de ganglions atteints détermine les chances de guérison. [8]

Tableau N°2 : signification de la catégorie N selon la classification TNM. [13]

NX Renseignements insuffisants pour classer les ganglions lymphatiques
régionaux

NO Pas de métastase ganglionnaire régionale

N1 N1la : métastases dans 1 seul ganglion régional

N1b : métastases dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux
N1c : nodules tumoraux (c'est-a-dire satellites) dans la sous-séreuse ou
dans les tissus mous non péritonisés péri-coliques ou périrectaux sans
atteinte ganglionnaire lymphatique
N2 N2a : métastases dans 4 a 6 ganglions lymphatiques régionaux
N2b : métastases dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

» La lettre M est I’indicateur de présence de métastases a distance

Dans le cas des CCR, les cellules cancéreuses peuvent envahir d’autres ganglions
lymphatiques non régionaux ou d’autres organes que le gros intestin et y développer un cancer
secondaire. Les organes les plus souvent atteints par des métastases lors d’un CCR sont le foie,

les poumons et le péritoine. Les CCR métastatiques ont un pronostic de survie extrémement
faible puisqu’ils sont trés difficiles a traiter. [8]

Tableau N°3 : Signification de la catégorie M selon la classification TNM. [13]
MO Pas de métastase a distance

M1a : métastases dans un seul organe (foie, poumon, ganglion(s)
lymphatique(s) non régional (aux))

M1 M1b : métastases dans plus d'un organe sans atteinte péritonéale

M1c : métastases dans le péritoine avec ou sans atteinte d'un autre organe

La combinaison des criteres T, N et M permet de définir des stades du CCR au moment

du diagnostic allant du stade 0 au stade IV afin de définir la meilleure stratégie thérapeutique a
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adapter pour obtenir les meilleures chances de guérison du patient atteint de CCR. Le tableau

suivant représente le groupement par stade selon la classification TNM. [8]

Tableau N°4 : Groupement par stade selon la classification TNM. [8]

TNM

Stade 0 Tis—NO - MO

T1, T2—-NO-MO

Stade 1A T3 -NO- MO < ; > Stade I1A Stade 1IB Stade 1IC

Stade 11B T4a—NO—- MO

SIELCRI[OM T4b — NO — MO

T1, T2-N1-MO

Stade I11A

T1-N2a—- MO0
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T3, T4a— N1—
MO
Stade 111B T2, T3 - N2a—
MO
T1, T2—N2b—
MO
T4a — N2a— MO P
T3, T4a— N2b —
Stade 111C MO
T4b — N1, N2 —
MO

Quel que soit T — e E.‘Q’_’
SIEGERAZAN  Quel que soit N — ¥

M1la

Cellules camcéreuses dans
le systéme hymphatique

Cellulces camcéreusics

dans le sang Ganglions lymphatiques distants

Quel que soit T —
SIEGENAIEE Quel que soit N —
M1b

Foie

Paroi abdominale

Ovaire

Caélon ]
{

Quel que soit T — A
SIEGENA/O Quel que soit N — :
Milc

6. Traitement

Lorsqu’un CCR est diagnostiqué chez un patient, I’équipe médicale doit définir un
programme personnalisé de soins (PPS). Le protocole de traitement est dépendant du type de
cancer, de son stade ou de sa localisation ainsi que de 1’age et de 1’état général du patient qui
influent sur la capacité a supporter les effets secondaires du traitement. Selon ces différents
critéres, le PPS peut avoir différents objectifs :

* Guérir le CCR en supprimant la totalité des cellules cancéreuses ;
» Empécher le CCR de se développer et de se propager ;

* Réduire le risque de récidive ;
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» Améliorer le confort et la qualité de vie du patient. [8]
6.1. Lachirurgie

La chirurgie est le traitement principal du cancer du c6lon. A un stade précoce de la maladie,

elle est décisive pour la guérison. 11 y’a 2 types de chirurgie :

- L’excision locale : permet d’enlever un polype ou une tumeur de stade précoce qui se

trouve a la surface du revétement du célon ou du rectum.

- La résection intestinale : le type le plus courant de chirurgie du cancer colorectal, permet

d’enlever une partie de I’intestin et les ganglions lymphatiques voisins.[8]
6.2.  Lachimiothérapie

La chimiothérapie de base pour le cancer colorectal utilise des médicaments appelés
fluoropyrimidines, administrés comme traitement unique (monothérapie) ou sous forme d’une
combinaison de molécules (polythérapie). Elle peut étre néo-adjuvante afin de diminuer la taille de
la tumeur avant la chirurgie ou adjuvante pour détruire les cellules cancéreuses résiduelles et limiter

les récidives. [8]
» Lachimiothérapie de premiere ligne

Le protocole FOLFOX : C’est une association de 2 molécules cytotoxiques, le 5-fluorouracil (5-
FU) et I’oxaliplatine (Eloxatine™) qui inhibe la synthese et la réplication de I’ADN, associées a la
leucovorine (Lederfoline™) qui est le métabolite actif de 1’acide folique. Le 5-FU est métabolisé
d’une part en 5-FdAUMP bloquant I’activité de la thimidylate synthase donc de la synthése de I’ADN
et d’autre part en 5-FUTP incorporant des erreurs dans la transcription d’ARN. Ces métabolites

vont ainsi conduire a un arrét du cycle cellulaire et a I’apoptose des cellules. [8]
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Figure N° 1 : Structures chimiques des molécules du protocole FOLFOX.
(a) Oxaliplatine (C8H14N204Pt) [15]. (b) 5-fluorouracil (C4H3FN202) [16]. (c) leucovorine
(C20H23N707) [17].
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Le protocole FOLFIRI : L’oxaliplatine est remplacée par I’irinotécan (Campto™). Le
métabolite actif de I’irinotécan inhibe la topoisomérase 1 induisant des cassures de I’ADN. Ce

protocole nécessite la prise d’acide folinique. [8]
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Figure N°2 : Structure chimique de I’irinotécan (Campto™) (C33H38N406). [18]

Le protocole XELOX : ce protocole remplace le 5-FU par la capécitabine (XELODA™) et ne
nécessite pas I’administration d’acide folinique. La capécitabine est associée a 1’oxaliplatine

dans ce protocole et se comporte comme un précurseur du 5-FU. [8]
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Figure N° 3 : Structure chimique de la capécitabine (XELODA™) (C15H22FN306). [19]

Le protocole TEGAFUR-URACILE : ce protocole utilise également un précurseur du 5-FU,
le tégafur (UFT™) et 1’uracile qui permet d’empécher la dégradation du 5-FU décuplant son

efficacité. Ce protocole nécessite la prise d’acide folinique. [8]
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L

Figure N° 4 : Structure chimique du tégafur (UFT™) (C8HIFN203). [20]

» La chimiothérapie de deuxiéme ligne

Elles consistent a utiliser des polychimiothérapies, comme la trifluridine (Lonsurf™) et

la raltitrexed (Tomudex™) analogue de I’acide folique.[8]

(@) (b)

Figure N° 5 : Structures chimiques des molécules de la chimiothérapie de deuxiéme ligne.
(@) Trifluridine (C10H11F3N205) [21]. (b) Raltitrexed (C21H22N406S) [22].

6.3. Laradiothérapie

Consiste a détruire la tumeur ou des cellules cancéreuses a 1’aide de rayons X ou de
particules de haute énergie. Elle est trés souvent utilisée pour traiter les cancers du rectum, mais
plus rarement pour les cancers du célon. 1l existe 2 types de radiothérapie : La radiothérapie
externe extrémement utilisée, et la curiethérapie ou brachythérapie qui est un type de

radiothérapie interne rarement utilisé.[8]
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6.4.  Les thérapies ciblées

Ces thérapies sont actuellement autorisées pour les CCR de haut grade avec métastases.

Il existe deux catégories de thérapies ciblées :

Les anti-angiogéniques : le bevacizumab (AVASTINT™) un anticorps monoclonal inhibiteur
de Pl’interaction du VEGF sécrété par les cellules tumorales avec son récepteur (VEGFR).
Il existe deux autres molécules homologuées pour Ile traitement des CCR:
- L’aflibercept (ZALTRAP™) qui est une protéine de fusion composée a partir du VEGFR.

- Le régorafénib (STIVARGA™) un nouvel inhibiteur de nombreuses protéines kinases.

Les inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique : les 2 molécules
autorisées sont 2 anticorps monoclonaux, le cetuximab (ERBITUX™) et le panitunumab
(VECTIBIX™). Ces molécules ont pour role de se lier, par leur plus forte affinité, au récepteur

de EGFR en bloquant sa signalisation et donc la division des cellules tumorales.[8]

Malgré les progres de la chimiothérapie et I’avénement récent d’agents ciblés, la
résection chirurgicale des métastases est encore aujourd’hui la seule stratégie capable d’offrir
une possibilité de guérison aux patients atteints d’un cancer colorectal. Le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques vise donc a réduire le développement de ces métastases,
mais également a les rendre résécables lorsque cela n’est pas le cas initialement. Notre travail
de mémoire avait pour objectif d’évaluer une étude approfondie du mode d’inhibition de la
NAMPT, cette enzyme représente une nouvelle cible thérapeutique dans la progression et la
rechute du cancer colorectal. La partie suivante s’intéressera donc a 1’é¢tude de la NMPT et ses

réles dans le CCR.
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1. NAMPT

La nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAmMPRTase ou Nampt) est une enzyme
appartiennent a la classe d’enzymes EC 2.4.2.12 de la famille des phosphoribosyltransférases
de I'acide nicotinique (NAPRTase).Cette protéine est I'enzyme limitante responsable de la plus
grande source de biosynthése physiologique du NAD chez les mammiféres, catalysant la
formation de nicotinamide mononucléotides (NMN) a partir de 5-phosphoribosyl 1-
pyrophosphate (PRPP) et de Nam (vitamine B3 ou vitamine PP), qui est ensuite converti en
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). [23]
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Figure N° 6 : I’implication de NAMPT dans la biosynthése du NAD. [24]

La NAMPT se produit dans le cytosol et le noyau, Sécrétée via une voie de sécrétion
indépendante de l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique, alors qu’il est controversé
de savoir si elle pourrait également étre présente dans les mitochondries. Elle est exprimée dans
tous les organes et les tissus, avec la quantité maximale dARNm de NAMPT dans les cellules
de la moelle osseuse, du foie et des fibres musculaires, ou I'apport énergétique est plus
important. [25]

Elle a été signalée pour la premiere fois comme facteur d’amélioration de la colonie pré-B
en 1994 avec peu de préavis, mais il a recu une attention croissante au cours des dernieres années
en raison de 1’accumulation de preuves indiquant que NAMPT est une protéine pléiotropique
comme un facteur de croissance, une cytokine, une enzyme et une visfatine. Bien que tous les trois
noms de cette protéine (NAMPT, PBEF et visfatine) sont utilisé dans la littérature, NAMPT est le
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nom officiel du gene et des protéines, tel qu’approuvé par le Comité de la nomenclature génétique

HUGO et le Comité de la nomenclature génomique de la souris. [26]

La nicotinamide phosphoribosyltransferase est une protéine existe sous deux formes
distinctes : une forme intracellulaire (iNAMPT) se trouve dans le noyau, le cytoplasme et les
mitochondries, et une forme extracellulaire (eNAMPT) se trouve dans I'espace extracellulaire.
[27]

Plus précisément c’est la NAMPT intracellulaire qui catalyse la biosyntheése du NAD,
et grace a cette activité enzymatique que le NAMPT regule les niveaux intracellulaires de NAD
et affecte indirectement a la fois I'énergétique cellulaire et les enzymes dépendantes du NAD
[telles que les sirtuines (SIRT) et les PARP]. [28]

L’eNAMPT est une protéine circulante avec plusieurs fonctions rapportées. Semblable
a I''NAMPT. L’eNAMPT peut exercer des effets de biosynthése sur le NAD, grace a quoi
I'eNAMPT catalyse la conversion du nicotinamide en nicotinamide mononucléotide (NMN)

dans le sérum. [29]
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Figure N° 7 : Le r6le de INAMPT et eNAMPT dans la synthese du NAD. [28]

2. Structure du NAMPT

Cette partie couvre la structure du NAMPT en trois parties : Géne, ARNm et Protéine.

Geéne : le géne NAMPT humain couvre une longueur de 36 908 pb sur la position du

chromosome 7, specifiquement au locus 7922.3. La partie du géne de structure NAMPT est
composée de 11 exons et 10 introns, qui codent pour 491 acides aminés. L'exon 1 code une
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courte région 5'-non traduite et la région du peptide signal, tandis que I'exon 11 code I'extrémité
carboxyle de la protéine NAMPT et toute la région 3 'non traduite.

La sequence codante du géne NAMPT est hautement conservée au cours de I'évolution. Une
homologie de séquence significative a été partagée entre les organismes procaryotes et les
humains. L'alignement des sequences d'acides aminés a révélé que la sequence de la protéine
NAMPT canine est identique a 96% a I'nomme et a 94% a ses homologues murins et de rat.
Cela suggére que le géne est hautement conservé sur le plan de I'évolution et qu'il doit étre

important pour la vie. [26]

Short arm (p) Long arm (q)
Human chromosome 7 ‘
1 | 1 2 3
3 NAMPT 722.3
& /,/’/ = —— —— - 3
exonl exon2 exon3 exond exonS exond exon7 exon8 exond exonliD exonll
19322 53622 3523 43322 53322 4622 76332 40323 47333 45333 3722
intron1 intron2 intron3 intrond intronS introné intron7 intron8 intron9 intron10 "AATAAN"

Figure N°8 : Emplacement et structure du géne du nicotinamide phosphoribosyltransferase.
[30]

ARNmM : Trois espéces d'ARNmM NAMPT, environ 4 000, 2 400 et 2 000 pb, ont été détectées
dans les tissus humains par analyse de Northern blot. Le géne NAMPT humain contient 19
introns gt-ag différents, la transcription produit 19 ARNm différents, 14 variantes épissées

alternativement et 5 formes non épissées, qui sont supportées par 719 clones d'’ADNCc. [26]

Protéine : La séquence de la protéine NAMPT humaine est constituée de 491 acides aminés
avec un PM de 52 kDa. La filtration sur gel et les tests de co-immunoprécipitation ont a
confirmé que la NAMPT est bien présent sous forme de dimére dans les cellules avec deux sites

actifs.

Cette enzyme contient 63 résidus chargés négativement (Asp + Glu) et 61 résidus chargés
positivement (Arg + Lys). La demi-vie estimée de la protéine NAMPT humaine est de 30 heures
et leur indice d'instabilité est calculé a 35,48, ce qui classe le NAMPT comme une protéine
stable. [26]
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L'analyse de la structure 3D de NAMPT montre que la structure du monomére NAMPT contient
22 brins B et 15 hélices a et peut étre divisée en trois domaines, A, B et C. Le domaine A se
compose d’une feuille B totalement antiparalléle a sept brins avec cing hélices sur une face. Les
résidus des régions N- et C-terminales appartiennent a ce domaine. Le domaine B [résidus 181—
390] contient sept brins B/ a. L'hélice a6, a neuf tours (résidus 149-180), relie les domaines A
et B. Le domaine C (résidus 428-458) contient une feuille b antiparalléle & trois brins et

recouvre la face ouverte de la feuille  dans le domaine A.

Le NAMPT fonctionnel forme un homodimére pour catalyser la conversion du NAM et des
PRPP pour former le NMN, une étape clé dans la voie de récupération synthétique du NAD.
[26]

Figure N°9 : Structure de la NAMPT. [31]

Les études de structure et de mutagenese démontrent que 1’Asp 219 est important dans la
définition de la spécificité du substrat du NAMPT, ainsi que le NAMPT a une activité
d'autophosphorylation et hydrolyse I'ATP. L'autophosphorylation peut augmenter son activité
enzymatique. His247 est un résidu important a cet égard, qui se trouve au centre d'un groupe

conservé de résidus de site actif. [26]
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Figure N°10 : Autophosphorylation de la NAMPT. [32]

3. Physiologie de NAMPT

Il a été rapporté que la NAMPT a de nombreuses fonctions biologiques, dans cette
section, nous allons traiter les trois fonctions principales du NAMPT : facteur de croissance,

cytokine et nicotinamide phosphoribosyltransferase.

3.1. Facteur de croissance

Plusieurs études indiquent que le NAMPT peut fonctionner comme un facteur de
croissance, une protéine naturelle capable de stimuler la croissance cellulaire, la prolifération

et la différenciation cellulaire. [33]

Samal et al. ont d'abord découvert que la NAMPT humain peut augmenter de maniere
significative le nombre de colonies pré-cellules B dérivées de moelle osseuse humaine ou de
souris normale d'au moins 70% en présence des deux IL-7 et le facteur des cellules souches.
Pour cela, les auteurs ont nommé cette protéine comme facteur d'amélioration des colonies de

cellules pré-B. [33]

Van der Veer et al. ont rapporté que le NAMPT peut favoriser la maturation des cellules
musculaires lisses vasculaires. Xie et al. ont découvert que le NAMPT exerce une activité
analogue a l'insuline en tant que facteur de croissance des ostéoblastes. Ils ont remarqué que
les effets du NAMPT tels que l'absorption du glucose, la prolifération et I'amélioration du
collagene de type | dans les cellules humaines en culture ressemblant a des ostéoblastes

ressemblaient beaucoup a ceux de I'insuline et étaient inhibés par un inhibiteur spécifique de
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I'activité tyrosine kinase IR. Ils ont également découvert de maniére inattendue que le NAMPT
régulait a la baisse la sécrétion d'ostéocalcine a partir de cellules semblables a des osteoblastes
humains. Ces données indiquent que la régulation de I'absorption, de la prolifération et de la
production de collagéne de type | par le NAMPT dans les ostéoblastes humains implique la

phosphorylation des récepteurs de I'insuline. [33]
3.2. Cytokine

La cytokine est parfois utilisée de maniere interchangeable parmi les scientifiques avec
le terme facteur de croissance. Le terme cytokine englobe une famille vaste et diversifiée de
régulateurs polypeptidiques qui sont largement produits dans tout le corps par des cellules
d'origine embryologique diverses. Leurs actions peuvent étre regroupées en autocrines,

paracrines et endocrines. [33]

Le NAMPT peut étre ajouté a la liste des cytokines. Le criblage du premier ADNc
NAMPT indique que I'ADN ou la séquence protéique du NAMPT ne présente aucune
homologie avec d'autres cytokines connues. Ognjanovic et al. ont rapporté que le
lipopolysaccharide, I'lL-1B, le TNF o et I'lL-6 augmentaient tous de maniere significative
I'expression de NAMPT dans un traitement de 4 h de la lignée cellulaire épithéliale amniotique,
les cellules WISH. L'ajout de dexaméthasone a I'lL-1f et au TNFa a significativement réduit la
réponse a ces cytokines. Ils ont conclu que le NAMPT est une cytokine exprimée dans les

membranes feetales normales et régulée a la hausse lorsqu'elles sont infectées. [33]
3.3. Nicotinamide phosphoribosyltransferase

Parce que la voie de récupération de la synthése du NAD est beaucoup plus efficace et
plus rapide que celle de la synthese de novo NAD, il est concevable que le NAMPT joue un
role important dans les variétés de processus physiologiques de la vie via la synthése du NAD.
Le NAD est maintenant considéré comme une molécule universelle porteuse d'énergie et de

signaux. [33]

L'indice que le PBEF pourrait étre un nicotinamide phosphoribosyltransferase a d'abord
été obtenu par les travaux de Martin et al. En 2001.1ls ont démontré que la présence du gene
nadV permettait a A. pleuropneumoniae d'utiliser le nicotinamide mono-nucléotide comme
précurseur de la biosynthése du NAD, et indiquent que I'enzyme codée par ce géne est un
nouveau NAMPT. Ils ont découvert que la séquence du géne nadV est homologue a celle du
NAMPT humain, ce qui suggere que le PBEF mammifére peut également fonctionner comme
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un NAMPT. Etude de Revollo et al. ont démontré que le NAMPT catalyse une étape limitant
la vitesse dans une voie de récupération de la biosynthése du NAD chez les mammiféres.
Van der Veer et al. ont prouveé que c'est grace a l'activite NAMPT améliorée du PBEF que la
durée de vie cellulaire des cellules musculaires lisses primaires humaines, des cellules
musculaires lisses clonales humaines et des fibroblastes dérivés d'un patient atteint du syndrome

de progeria de Hutchinson-Gilford peut étre allongée. [33]

4. Mécanismes d'action

Il existe de nombreuses preuves que la NAMPT et plus particuliérement I’eNAMPT
déclenche de nombreuses voies de signalisation intracellulaires avec une dynamique temporelle
variable et peut également stimuler de nombreux effets biologiques dans une variété de types
de cellules (voir figure N°13). [28]
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Figure N°11 : les principales voies de signalisation déclenchant par I’eNAMPT. [28]

4.1. Le mécanisme d'action du NAMPT dans le cancer

En plus des effets importants sur le métabolisme cellulaire, la NAMPT a également été
trouvé pour participer dans une variété de processus cellulaires oncogéniques, y compris la
prolifération tumorale, I'apoptose, les métastases, l'inflammation, la réparation de I'ADN et

I'angiogenese.

Récemment, certaines etudes ont indiqué que la NAMPT est surexprimé dans de

nombreux types de tumeurs, y compris le cancer colorectal, le cancer du sein, cancer de I'ovaire
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et le cancer de la prostate, et son expression semble étre associée a une progression tumorale.
[34]

4.1.1. Dans le cancer colorectal

Les tissus du cancer colorectal contenaient des niveaux significativement plus élevés de
NAMPT que les niveaux hébergés par des tissus normaux appariés, en particulier dans les
stades de cancer colorectal | et Il. Par conséquent, NAMPT a régulé la prolifération cellulaire
en activant la voie de signalisation Wnt / -caténine qu’est I'une des voies les plus importantes

dans l'initiation et la progression du CRC. [35]

Un niveau élevé de NAMPT donne plus de NAD + et induit une régulation négative de
I'Axin et la translocation nucléaire de la B-caténine, conduisant ainsi a l'activation de la
signalisation Wnt / B-caténine et de l'augmentation de la croissance des cellules CRC.
Cependant, lorsque le NAMPT est inhibé par des méthodes génétiques ou pharmacologiques,
le niveau NAD + est réduit et Axin est régulé a la hausse. Ensuite, la B-caténine est dégradée et
la voie Wnt / B-caténine est supprimée, ce qui entrainant I'inhibition de la prolifération des

cellules cancéreuses. [35]

En résumé, nous démontrons qu'un niveau élevé d'expression de NAMPT améliore la
production du NAD + et conduit finalement a une prolifération accrue dans les cellules CRC
en activant le Wnt / - voie de la caténine. Nous ne proposons donc que le NAMPT serve de

bio-marqueur potentiel et de cible thérapeutique pour les patients atteints de CCR.
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Figure N° 12 : R6le du NAMPT dans la prolifération des cellules CRC humaines par la
régulation de la signalisation Wnt / B-caténine. [35]
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5. Les inhibiteurs de NAMPT

Le développement de composés actifs pour cibler la NAMPT est important et
prometteur car la NAMPT joue un réle important dans une variété d'événements biologiques et
a attiré beaucoup d'attention dans plusieurs domaines différents, notamment la biologie du

NAD, le métabolisme et la réponse immunitaire.

L'inhibition du nicotinamide phosphoribosyltransferase est une nouvelle stratégie pour
le traitement du cancer, cependant, de nombreux inhibiteurs ont été développés ces derniéres
années mais seuls deux inhibiteurs de NAMPT (FK866 et CHS828) ont progressé dans les

essais cliniques.
51. FK866

Le FK866 (également connu sous le nom d'APO866, WK175, (E) -Daporinad) est le
premier composé chimique découvert comme étant un inhibiteur efficace, puissant et hautement
specifique de Nampt, avec un IC50 de 0,09 nM. Il inhibe I'activité enzymatique de Nampt de

maniere non compeétitive en se liant a un site régulateur allostérique. [36]

Il induit I'apoptose et l'autophagie et posséde des propriétés anti-tumorales, des activités anti-

métastatiques et antiangiogéniques.

IIs ont observé dans des essais in vitro que l'apoptose induite par FK866 impliquait une
diminution initiale du taux de NAD intracellulaire qui ont ensuite été accompagnée par une

diminution des taux intracellulaires d'ATP.

Le FK866 peut inhiber la production de cellules tumorales du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), entrainant l'inhibition de I'angiogenese tumorale. [37]

Tableau N° 5 : Caractérisation du composé FK866 inhibiteur de la NAMPT. [36]

Nom (E) - N - [4- (1-benzoylpipéridin-4-yl) butyl] -3-pyridin-3-ylprop-2-
chimique énamide
Formule C24H29N302

Masse 391,59/ mol
molaire

Structure 2D N{\/JN/\/-\/O )
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5.2. CHS 828

CHS 828 ou GMX1778 est une nouvelle pyridyl cyanoguanidine et un inhibiteur compétitif de
la NAMPT, avec un IC50 moins de 25 nM. Exerce un effet cytotoxique sur les cellules
tumorales en diminuant le niveau cellulaire de NAD + et présente une puissante activité

anticancéreuse. Il est actuellement en phase clinique 1.

CHS 828 augmente sélectivement les niveaux de ROS intracellulaires dans les cellules

cancereuses mais pas dans les cellules normales.

Il détruit les cellules tumorales en inhibant la translocation du facteur nucléaire-kappa B. [38]
[39]

Tableau N° 6 : Caractérisation du composé CHS 828 inhibiteur de la NAMPT. [38]

Nom 2- [6- (4-chlorophénoxy) hexyl] -1-cyano-3-pyridin-4-ylguanidine
chimique
Formule C19H22CINS50O
Masse 371,99/ mol
molaire
"L
Structure 2D Hl»'l\,/)
—— e T r =
AT Ol
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1. Introduction

Le chemin vers la découverte de médicaments est une tache longue et ardue, sans parler
du codt financier qu'elle exige. En 2014, le co(t moyen de développement d'un nouveau

médicament a partir de zéro était estimé a 2,5 milliards de dollars. [40]

Ce processus est basé sur I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique,
dans lequel les essais cliniques succedent au développement pré-clinique. Il nécessite entre
autres, I’investigation de ses propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques, basée

plus sur des approches informatisees in silico. [41]

Le mécanisme d’action de nombreux médicaments consiste a agir comme inhibiteurs
(ligand) d’une enzyme (récepteur) impliquée dans le développement de la maladie, que ce soit

une protéine d’un organisme pathogene ou du propre organisme humain. [42]

De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou inhibant I'activité biologique
d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est dans ce but que des
techniques de modélisations moléculaires regroupées sous le nom de "amarrage™ ou "docking"

moléculaire ont été développées. [43]

2. Le docking moléculaire

Le docking moléculaire : Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en
frangais) est une sorte de modélisation bio-informatique « in silico » dans laquelle des
différentes approches sont combinées pour étudier les différents mécanismes et interactions mis

en jeu entre deux molécules. [44]

Plus précisément, le docking consiste a trouver la meilleure position d'un ligand dans le

site de liaison d'un récepteur de facon a optimiser les interactions avec un récepteur. [45]

Le terme docking seul est couramment employé pour désigner un « docking protéine-
ligand ». [46]
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Figure N° 13 : Docking protéine-ligand. [47]

2.1.  Principe

Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d’un complexe moléculaire formé
par un ligand (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides aminés composant la structure de

son récepteur (protéine). [44]

Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, car la plupart des
principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique
d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans

lequel cette protéine est impliquée. [48]

L'objectif principal du docking moléculaire est d'atteindre un complexe ligand-récepteur

avec une conformation optimisée possédant 1’énergie libre la moins contraignante. [49]

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires : le

docking et le scoring.

» Le Docking : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de
la protéine et a echantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables. [43]

» Le Scoring : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité entre le ligand
et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce
score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées. [43]
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Scoring

Figure N° 14 : Principe général d’un programme de docking. [50]

2.2.  Types de Docking
On peut distinguer trois niveaux de docking moléculaire :

» Le docking rigide est le premier logiciel de docking développé au début des années 90
considérant le récepteur et le ligand rigides en se basant sur le modele « clé-serrure ».
C’est le docking le plus simple et le plus rapide. [44]

» Cependant, il est tout a fait concevable que les structures de la protéine et du ligand
soient modifiées durant le processus de docking moléculaire afin d’obtenir des résultats
plus précis. On parle, dans ce cas, de Docking flexible ou la flexibilit¢ des deux
molécules est traitée, mais la flexibilité de récepteur permise est trés limitée. [44]

» Entre les deux modes existe le Docking semi-flexible, ou le ligand est considéré comme

flexible et le récepteur gardé rigide. Ce type de docking est le plus employé.

La rigidité structurelle du récepteur est suffisante pour préserver sa forme native
spécifique ; ainsi que la flexibilit¢ du ligand permet son bon fonctionnement (activité
enzymatique des enzymes...). La flexibilité est donc essentielle pour conserver leur activité
biologique. [41] [44]
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3. Les interactions protéine-ligand

Les interactions qui régissent et stabilisent les structures tridimensionnelles des

macromolécules sont généralement de diverses natures :
3.1. Lesinteractions de Van Der Waals

Sont des interactions dues aux nuages eélectroniques entre deux atomes adjacents
conduisant a la présence d’une force attractive pour des distances de 3-4 A (ces forces
comprennent une composante attractive a longue portée [forces de dispersion de London] et
une composante répulsive a tres courte portée). De par leur grand nombre, ces interactions

jouent un réle important dans la stabilisation des complexes et favorisent leur compacité. [51]

Mais ces interactions attractives deviennent négligeables au regard des interactions
répulsives qui sont dues au trop grand rapprochement des nuages électroniques des atomes non
liés considérés. C'est ce phénomene qui empéche d'avoir des interactions électrostatiques avec

une distance extrémement faible. [52]

High density High density
clouds clouds

Attraction

Figure N° 15 : Les forces de Van Der Waals. [41]

3.2.  Laliaison hydrogene

La liaison hydrogéne est une force attractive qui s’opere entre deux groupes d’atomes
impliquant un atome d’hydrogene. Cette liaison ne s’effectue pas avec n’importe quel atome.

Il faut un donneur et un accepteur :

Le donneur est I’atome d’hydrogene li¢ de maniére covalente a un atome électronégatif :

typiguement azote, oxygene, fluor.
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L’accepteur est un autre atome électronégatif : typiquement azote, oxygene ou fluor. La

liaison hydrogéne est donc le résultat d’une interaction dipdle-dipdle. [4]

Les liaisons hydrogéne sont souvent décrites par deux parametres : la longueur de la liaison

et I’angle formé par les trois atomes. Les valeurs des angles et des distances varient respectivement

de 90 2 180 degrés et de 1.2 2 4.0 A. [4]

Ces liaisons jouent un réle trés important dans le repliement protéique, les changements
conformationnels et la reconnaissance protéine/ ligand, elles affectent les propriétés physico-
chimiques des molécules telles que la solubilité et la perméabilité membranaire qui sont des

¢léments cruciaux pour le développement d’un nouveau médicament. [53]
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Figure N° 16 : La liaison Hydrogene. [54]

3.3.  Les liaisons ioniques

Les liaisons ioniques ou ponts salins résultent d’une force d’attraction électrostatique entre
deux atomes de charges opposées. La distance pour une liaison saline doit étre inférieure a 4,0-4,5

A et sa force reste trés importante pour une interaction non covalente qui peut atteindre 10 Kcal/mol.
[52]
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Figure N° 17 : Les liaisons ioniques. [55]
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3.4. Lesinteractions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont créées par le regroupement des molécules non polaires
qui ne sont pas capables de former de liaisons hydrogéne et ne peuvent donc pas s’hydrater, ces
molécules possedent une trés faible affinité pour le solvant ou elles sont dissoutes (eau). Ce
type d’interactions est le plus fréquent dans les études d’interactions protéine-ligand pour
augmenter I'affinité du ligand. [52] [56]

Figure N° 18 : les interactions hydrophobes. [57]

3.5. Interactions électrostatiques

Certains acides aminés peuvent étre chargés positivement ou négativement, ce qui donne
lieu a des interactions électrostatiques. Ces interactions électrostatiques agissent a "longues”

distances (autour de 10 A), entre des groupes d’atomes électriquement chargés. [58]

L )
d
€ trrsnnanes =4 ~
CD vrvnnnvas | | N
\\
-
4 ovvvvvnnnne ©O
~ ’ - >
2N o~
[ o | | B BRI R R L

Figure N° 19 : Interactions électrostatiques. [41]
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4. Les outils du docking moléculaire

4.1.  Les récepteurs

Les récepteurs sont des structures chimiques, composées de protéines, qui regoivent et

transduisent des signaux qui peuvent étre intégrés dans des systemes biologiques. [59]

Les structures 3D protéiques sont disponibles gratuitement dans la PDB « Protein Data
Bank », une base de données pour les données structurelles tridimensionnelles de grosses
molécules biologiques, telles que les protéines et les acides nucléiques. Les données,
généralement obtenues par cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN ou, de plus en

plus, par microscopie Cryo électronique. [60]

Les coordonnées atomiques des structures se trouvent dans un format de référence,
appelé pdb (indispensable a I’opération de docking moléculaire), lu par différents logiciels de

visualisation, de modélisation, de criblage virtuel, etc...

Le fichier pdb contient diverses informations sur la macromolécule telles que le nom

du récepteur, 1’équipe qui a résolu la structure, la méthode expérimentale, etc... [61]

Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la banque, et cette derni¢re contient
une protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de

construire la structure 3D de la cible souhaitée. [62]
4.2. Les ligands

Un ligand est une substance qui forme un complexe avec une biomolécule a des fins
biologiques. Dans la liaison protéine-ligand, le ligand est généralement une molécule qui

produit un signal en se liant a un site sur une protéine. [63]

Jouant en général un rdle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation

d’une activité enzymatique, transmission d’un signal, etc...

Le choix du ligand est une étape tres importante pour le succes du docking moléculaire,

il y a deux grandes sources de structures chimiques des ligands qui doivent étre en 3D :

La premicre représente 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 3D tels que chemDraw, Titan, Sybyl, etc...
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La seconde source de structures de ligands est parfois d’aspect commercial, ou on trouve

des bases de donnees de structures chimiques appelées chimiothéques. [44]

Parmi les chimiothéques virtuelles nous citons: pubchem, Chimiothéque nationale

Francaise, Zinc...

4.3.  Programmes de docking moléculaire

Plus de 30 logiciels de docking sont actuellement disponibles qu’ils soient commerciaux

ou libres. Ces programmes présentent des algorithmes de recherche et des fonctions de score variés.
Les cinq les plus fréquemment cités sont : AutoDock, GOLD, Flex X, DOCK et ICM. [46]

£ AutoDock

X Gold

X Glide

X Surflex-Dock
Flex X

£ DOCK
ICM
FRED
MOE
CDOCKER

eHITS

Other

Figure N° 20 : Utilisation des différents logiciels de docking. [64]

Tableau N° 7 : Les programmes de Docking moléculaire. [41]

Nom Editeur
AutoDock Scripps

Gold CCDC
flexX BioSolvelT
Fred OpenEyes
Glide Schrodinger
Dock UCSF

ICM Molsoft

LigandFit Accelrys

Surflex Biopharmics

Site Internet
http://www.scripps.edu/mb/olson/doc./autodock
http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold /
http://www.biosolveit.de/FlexX/
http://www.eyesopen.com/products/applications/Fred.html
http://www.shrodinger.com/products /glide.html
http://www.dock.combio.ucsf.edu/
http://www.molsoft.com/products.html
http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

http://www.biopharmics.com/products.html
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I. Matériel
La manipulation du docking nécessite 1’utilisation des outils suivants :
1. Micro-ordinateur

Notre travail pratique dans cette étude a été réalisé a 1’aide de deux microordinateurs
dans lesquels tous les programmes utilisés ont ¢été installés sous systeme d’exploitation

Windows 10. 64 versions 2019 :

e Le 1°" Acer possede un processeur Intel(R) Core (TM) i5 CPU 1.80 GHz et une mémoire
vive de 4Go.

e Le 2°™ Lenovo possede une mémoire vive de 2Go et un processeur Intel(R) Celeron
(R) CPU N 3060 @ 1.60 GHz.

2. Le réseau internet

Un outil indispensable pour le téléchargement des programmes, 1’obtention des
complexes protéiques, la simulation des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques et

pour la recherche documentaire.

3. Banques de données
3.1. PDB (PROTEIN DATA BANK)

Est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle de
macromolécules biologiques : protéines, essentiellement, et acides nucléiques. Ces structures
sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN.
Elle est librement accessible, permet de télécharger les structures 3D et d’avoir accés a
plusieurs informations telles que : I’'IC50, le code des ligands, les propriétés physicochimiques,

etc... via son site web : http://www.rcsb.org/pdb/. [65]

3.2. Pubchem

Pubchem est la plus grande collection au monde d'informations chimiques librement
accessibles. Cette chimiothéque permet de rechercher des produits chimiques par nom, formule
moléculaire, structure ou par d’autres identifiants, elle permet aussi de trouver des propriétés

chimiques et physiques, des informations sur la sécurité et la toxicité, des brevets, des citations



http://www.rcsb.org/pdb/?fbclid=IwAR2FET7kp4pnrkPfwmPUpJhe0YgIpjQ3Ye2Uf0G3P618l8qs59D_k4M1GM0
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de la littérature et plus encore. On peut la consulter via le lien
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. [66]

3.3.  Drugbank

Est une ressource unique de bio-informatique et de cheminformatique qui combine des
données détaillées sur les médicaments (Chimiques, pharmacologiques et pharmaceutiques)
avec des informations complétes sur les cibles des médicaments (Séquence, structure et voie).
[67]

4. Les programmes

Afin de réaliser notre expérience par docking moléculaire, nous avons utilisé les

programmes suivants :
4.1. Arguslab version 4.0.1

Est un programme de docking moléculaire et de dessin de divers ligands, il permet
également de séparer les complexes (protéine-ligand) téléchargés de la PDB. [68] Il utilise le

format .pdb et n’a pas besoin d’une préparation préalable. [69]
4.2.  Open Babel version 2.4.2

Est un systeme expert principalement utilisé dans des applications de chemo-
informatique pour la conversion de fichiers de structures chimiques. [4] Il nous a facilité la
conversion des fichiers de structures chimiques (enzyme et ligand) d'un format a un autre (pdb,

mol, mol2, sdf...etc).
4.3.  Surflex version 1.3 (2005)

Le programme Surflex comprend deux parties. L’une pour des études de similarité
tridimensionnelle des molécules, et I’autre pour des études de Docking. Dans cette étude nous

avons utilisé seulement la partie Docking. [69]
4.4. MSViewer version 4.2.0.0

Pour visualiser de la superposition des ligands de référence et ceux générés par surflex

en comparaison avec les résultats du RMSD.



https://l.facebook.com/l.php?u=https%3A%2F%2Fpubchem.ncbi.nlm.nih.gov%2F%3Ffbclid%3DIwAR2N_T9ANtyN4x-QiIcGDmRNMd9Jaltp_jQDoGRQRpLcDaKe6L9fcnc8dB4&h=AT2t6wMeuAXOmcpHOmaMccmy_pOuY3BwqZDsPXS-ywF5NX7s5htNqK-0anSFk4b2OA5grBD69NJpAAFZ7051z6MHnsDwc_CzdCEdOoIev4t-FeRHtBNqasDmh5BuhcEH7Spn2w
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2F4.2.0.0%2F%3Ffbclid%3DIwAR24ZkanodmnXbSPLZvYdEBmkTrRLpsKcRIjem5oiqv2cIimZovO_8EyX_g&h=AT2t6wMeuAXOmcpHOmaMccmy_pOuY3BwqZDsPXS-ywF5NX7s5htNqK-0anSFk4b2OA5grBD69NJpAAFZ7051z6MHnsDwc_CzdCEdOoIev4t-FeRHtBNqasDmh5BuhcEH7Spn2w
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4.5.  Biovia Discovery studio visualizer

Permet une meilleure visualisation des interactions Protéine-Ligand et leur présentation

en schéma 2D.
4.6. Chem3D Professional 17.1

Est un éditeur de molécules faisant partie de la suite du programme ChemOffice. Il
permet de générer des modeles 3D de petites molécules et de composés biochimiques. [70]

Nous avons utilise Chem3D pour faire des modifications par substitution sur les

similaires afin d’obtenir des nouveaux ligands.
4.7.  Serveur ADME/T lab

ADMET lab est une plate-forme en linge permettant aux utilisateurs d'effectuer une
analyse de druglikenness, la prédiction des points finaux ADMET, 1I’évaluation systématique et
la recherche de similarité, ce qui donne une compréhension globale d'un lot de composés et
peut réaliser le processus de criblage rapide. On peut consulter ce serveur via le lien :
http://admet.scbdd.com/. [71]

4.8. Excel Microsoft 2013

Il a été utilisé pour tracer la courbe de corrélation linéaire lors du test de fiabilité de

Surflex et pour calculer le coefficient de corrélation (r).

I1. Méthodes

1. Preéparation des molécules au docking moléculaire

1.1.  Choix de ’enzyme

L’enzyme d’intérét de notre étude est la nicotinamide phosphoribosyltransferase

(NAMPT) dont la structure 3D est disponible dans la banque de donnée Protein Data Bank.

Il existe plusieurs structures tridimensionnelles de la NAMPT dont environ la moitié

sous forme de complexes NAMPT-ligands. Ces derniers se différencient par :
* la source de la NAMPT : E. coli, S. aureus, Homo sapiens...etc
* la nature du ligand intervenant dans le complexe.

* le degré de résolution de complexe.



http://admet.scbdd.com/
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* Le nombre des chaines et des AA.
1.2.  Préparation des protéines

Les complexes (protéine-ligand) de cette enzyme ont été téléchargés au format .pdb,
puis séparés par le logiciel Arguslab, en gardant pour chaque complexe une seule chaine avec
I’élimination de toutes les molécules d’eau et les autres composés de cristallisation afin

d’obtenir un récepteur avec un site actif libre. Ensuite, les hydrogenes sont ajoutés.

Chaque structure séparée a été enregistrée dans des fichiers différents sous format .pdb.

Elles doivent étre converties au format .mol2 par Openbabel pour I’utilisation par Surflex,
1.3.  Préparation des ligands

Les ligands ont été séparés de leur complexe, en prenant en considération 1’élimination

de toutes les protéines, molécules d’eau....etc.

Comme pour les protéines, les modifications apportées aux ligands ont été sauvegardées

sous format .pdb.

Enfin, la conversion des ligands séparés au format.mol2 a I’aide du logiciel OpenBabel.

2. Protocole de docking par Surflex

> lére étape : génération du protomol

Pour la création d'une pseudo-molécule appelée "protomol”, nous avons utilisé la
commande suivante:
Surflex-dock proto ligand.mol2 protein.mol2 pl.

» 2éme étape : le docking moléculaire

Cette étape nécessite la présence d’un ligand, un protomol et une protéine sous format

.mol2. Pour le docking d’une seule molécule nous avons utilisé la commande :
surflex-dock dock ligand.mol2 pl protomol.mol2 protein.mol2.
» 3éme etape : calcul du RMSD

Le RMSD considéré est celui des atomes lourds.
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3. Les tests de fiabilité du programme Surflex

Les performances d’un programme de docking sont évaluées en termes de capacité a

reproduire le mieux possible des complexes expérimentaux.

L’évaluation de la performance du programme Surflex s’effectue par les tests suivants :

. Le RMSD ou I’écart quadratique moyen.
. Le coefficient de corrélation (r).
. L’analyse visuelle.

3.1. Le RMSD ou I’écart quadratique moyen

Le RMSD est une mesure de la similarité entre la position réelle du ligand dans le

récepteur et la position calculée du ligand docké. [56]

La capacité d’un programme a réussir ce travail est habituellement jugé au moyen de la
déviation quadratique moyenne ou RMSD (root-mean-square deviation) du modéle congu par
le logiciel vis-a-vis de la structure du cristal. La prédiction est acceptable si sa valeur ne dépasse

pas 2 angstréms. [69]

La performance du logiciel a été évaluée sur 200 complexes pris de maniere aléatoire
de la PDB pour la plupart des complexes.

Les calculs du RMSD ont été réalisés par le logiciel Surflex, en utilisant la commande
suivante :
Surflex-dock rms ligand.mol2 final-0.mol2
Dans le cas ou le rms obtenu est supérieur a 2 et inférieur a 3 on peut lancer la commande
suivante :

Surflex-dock optrms ligand.mol2 final-0.mol2
> L’analyse visuelle

Pour compléter et confirmer les résultats obtenus par le test précédent, nous avons fait

une analyse visuelle de ces résultats par I’intermédiaire du logiciel MSViewer.

Ce test basé sur la comparaison de la superposition du ligand de référence avec le final-
0 et l'optrms (en cas d’une optimisation du RMSD) au sein du site actif de la protéine. Dans
notre cas, I’analyse visuelle a été effectuée sur trois complexes de différents RMSD : le

meilleur, I’intermédiaire, et le plus mauvais.
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3.2.  Coefficient de corrélation linéaire (r)

Le coefficient de corrélation (r) est une mesure statistique du degré auquel les
changements de la valeur d'une variable prédisent le changement de la valeur d'une autre,
autrement dit, il donne une mesure de l'intensité et du sens de la relation linéaire entre deux
variables. [72]

Le calcul du coefficient de corrélation peut étre effectué en utilisant différentes
méthodes et il est exprimé sous forme de valeurs comprises entre +1 et -1. La corrélation peut

étre proportionnelle ou inversement proportionnelle. [72]

Ce test a été réalisé dans cette étude sur 40 complexes téléchargés de maniere arbitraire
de la PDB, entre I’affinité calculée par le programme surflex et I'IC50 déterminée
expérimentalement de chaque complexe. Plus la valeur (r) est proche de 1 ou -1, plus le

programme est fiable.

Les valeurs sont représentées dans le chapitre résultats et discussion.

/ CORRELATION
v \b

NEGATIVE NULLE POSITIVE

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Parfaite Forte Modérée Faible Aucune Faible Modérée Forte Parfaite

Figure N° 21 : les différentes valeurs de r. [42]

4. Le choix du complexe 4N9D

Parmi les complexes proposés de la NAMPT par la PDB, nous avons choisi d’étudier le
complexe ayant le code 4N9D en raison de sa bonne résolution de 1,70 A (faible valeur) et sa

structure simple et favorable.

Les caractéristiques de ce complexe sont regroupées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 8 : les caractéristiques de la 4N9D. [73]

Code Résolution Nombre de | Classification | Nombre des Organisme

PDB (A) chaines AA

4N9D 1.70 2 (AetB) EC: 501 Homo sapiens
2.4.2.12

Figure N° 22 : Structure tridimensionnelle du complexe 4N9D. [73]

Le ligand de ce complexe a pour code 2hj, sur lequel nous avons effectué des études de

similarité, de substitution...etc.

(1)

()

Figure N° 23 : Représentation du ligand 2HJ (1) 3D (2) 2D. [74]

Les caractéristiques pharmacologiques du ligand 2hj sont regroupées dans le tableau ci-

dessous :
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Tableau N° 9 : les caractéristiques pharmacologiques du ligand 2hj. [74]

Ligand PM Donneurs de | Accepteurs de Liaisons Log p
H H rotables
2HJ 423.53 2 6 7 3.93

Complexe 4N9D

Cavité

Ligand 2HJ

Figure N° 24 : Représentation du complexe 4N9D-2HJ.

5. ldentification de nouveaux inhibiteurs théoriques de la NAMPT

5.1.  Criblage virtuel d’une collection de similaires

Dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs théoriques de la NAMPT, nous avons

pris comme structure de base notre ligand de référence 2HJ.

La banque de données PubChem nous propose 302 similaires au ligand de référence
(2HJ) avec un taux de similarité de 92%. Les similaires ont été téléchargés sous extension .sdf,

puis convertis au format .mol2 avec le programme OpenBabel.

Le docking moléculaire de ces similaires dans le site actif de I’enzyme nous permettra

de repérer de nouveaux inhibiteurs potentiels de la NAMPT.

Pour prédire I’affinité de ces similaires nous avons utilisé la commande « dock_list » du

logiciel Surflex :
surflex-dock dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protein.mol2 log

Les résultats des affinités seront ordonnés de la fagon suivante : (log-0....1og9; log-
10....10g19; log-20....10g29; etc....). On peut remplacer la signification “ log* par une autre

(par exemple : final, résultat...etc.) comme suivant :
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surflex-dock dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protein.mol2 final
Cette commande ne s’applique qu’apres une préparation indispensable comme suit :

» Répertorier dans un dossier les similaires.
» Créer un fichier que I’on nomme « ligarchive » incluant I’adresse de chaque similaire
dans son repertoire précis.

» Fournir la protéine ainsi que le protomol au format .mol2.

6. La modélisation moléculaire par substitution

Afin de créer de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de la NAMPT, nous avons effectué
2 types de substitutions (65 mono-substitutions et 52 bi-Substitutions) au niveau de 5 positions
du composé N°260 qui est le meilleur parmi les 299 similaires, en ajoutant de nouveaux

groupements chimiques fonctionnels qui permettent d’améliorer son affinité.

La substitution a été faite avec le programme de construction moléculaire Chem3D. Il
permet de minimiser 1’énergie potentielle des ligands similaires par deux types: MM2 et
MMFF94.

_ T
OH
Hydroxyde Carboxyle Oxyde nitrique Chlore lode
Cl N
—pH, € B @ < o S 7
Z — Cl (] N
Phﬂsphate Benzéne 1,2 Dichlorobenzéne Thiazole Imidazole
R CH3
S )
St‘l'rene Pvrlrnldlne Toluéne

Figure N° 25 : les groupements ajoutés lors de la substitution.
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7. Filtrage ADME/Tox

Les propriétés ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et
Toxicité) sont des criteres qui décrivent la disposition d’une molécule bioactive dans un
organisme. lls expriment les concentrations du produit dans les différents tissus et systéme
circulatoire de 1’organisme. Les résultats obtenus par ces critéres permettent d’analyser la
performance et 1’efficacité d’un produit afin de juger sa capacité a devenir un médicament et

I’intérét a poursuivre son développement pour des études cliniques. [75]
7.1.  Propriétés physico-chimiques

Les méthodes rapides d'évaluation des propriétés ADMET de petites molécules
impliquent souvent l'application d'un ensemble de regles empiriques simples, ces regles ne
peuvent pas évaluer toute la complexité du corps humain mais peuvent fournir des informations

précieuses et aider a la prise de décision. [76]

Lipinski en 1997 a défini un ensemble de régles permettant d’estimer la biodisponibilité
d’un composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle. Ces regles concernant
les propriétés physico-chimiques ont été définies aprés 1’analyse de 2245 médicaments

commercialisés ou en phase finale de développement.

Selon cette regle, un composé possede toutes les chances d'étre biodisponible oralement

s’il respecte au moins 3 des 5 critéres suivants :
- Le poids moléculaire du composeé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).
- Le coefficient de partage Octanol / eau (log P) doit étre < 5.
- Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit €tre < 5.
- Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre < 10.
- Le nombre de liaisons rotables doit étre < 15.

La valeur du log P permet d'appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe
(lipophile) d'une molécule. En effet, si LogP est positif et trés éleve, cela exprime le fait que la
molécule considérée est bien plus soluble dans l'octanol que dans l'eau, ce qui reflete son

caractére lipophile, et inversement.
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En complément de ces regles, Veber a introduit deux criteres supplémentaires a ce qui
est aujourd’hui communément appelé "la régle des 5". La surface polaire (PSA) du composé

doit étre inférieure a 140 A° 2 et le nombre de liaisons de rotation doit étre inférieur a 10. [77]

De plus, dautres régles sont prises en compte dans la sélection de molécules
potentiellement candidates :

Filtre de Ghose : Ce filtre définit les contraintes de ressemblance aux médicaments :
-Poids moléculaire entre 160 et 480
-LogP entre -0,4 et +5,6
-Nombre d'atomes entre 20 et 70
-Réfractivité molaire entre 40 et 130 [78] [79]
Régles d'Oprea :
- Le nombre de liaisons rigides >=18
- Le nombre de liaisons rotatives >= 6
Régles de Varma :

- Masse moléculaire <=500

TPSA <=125

LogD entre -5 et 2

Donneur et Accepteur de liaison hydrogéne <=9

Le nombre de liaisons rotatives <=12 [56]

7.2.  Propriétés pharmacocinétiques

Ce sont des mesures quantifiables qui peuvent concerner les différentes phases de la vie
d’un médicament, & savoir le systtme ADME. Les parametres pharmacocinétiques sont
déterminés lors du développement clinique des médicaments (études de phase 1) dans des
groupes homogenes de sujets. Ils doivent également étre définis dans des groupes de sujets
ayant des caracteristiques physio-pathologiques variables (sujets ages, patients insuffisants
rénaux...) afin de quantifier I’'impact de ces facteurs individuels sur les valeurs des parametres

et donc sur I'évolution des concentrations. [41]

Absorption intestinale humaine (HIA) : cette propriété fait reférence au processus par
lequel les médicaments administrés par voie orale sont absorbés par le systéme gastro-intestinal

dans la circulation sanguine du corps humain. [80]
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La perméabilité BBB (Blood-Brain-Barrier) : ce critere indique la capacité d’une
substance a traverser la barriere hémato-encephalique. Ceci est important pour les médicaments

psychotropes, qui doivent exercer leur action dans le systéme nerveux central. [81]

Inhibition de CYP 450 : Un médicament est un inhibiteur d’un cytochrome quand il
bloque le métabolisme que doit effectuer un cytochrome pour éliminer un autre médicament ou
substance. Cette association médicamenteuse a pour effet de diminuer le métabolisme du
médicament inhibé, d’en augmenter sa concentration plasmatique, de prolonger ses effets
thérapeutiques et de déclencher éventuellement des effets indésirables si la dose de ce

médicament dont le métabolisme est inhibé n’est pas diminuée. [82]

La demi-vie d'élimination (t1/2) : C'est un indicateur de la durée de persistance du

médicament dans 1’organisme. [80]
7.3.  Toxicité

La toxicité d’une molécule peut étre estimée a partir de sa structure chimique, ce qui
contribue a réduire les échecs dus a ces mauvaises propriétés d’ADME-T. Pour cela, 1l est donc
trés important de tenter de prédire la toxicité d'un composé a partir de sa structure dans cette
phase (étude in silico) dans le but d’éviter la présence des effets secondaires graves lors des

phases cliniques.

Test d’Ames : est un test pour déterminer la capacité d'un produit chimique ou d'un

médicament a induire des mutations dans I'ADN. [80]

Inhibition de hERG : hERG, également connu sous le nom de géne apparenté a I'éther-
a-go-go, code pour le canal potassique Kv11.1 et joue un role clé dans la génération de
potentiels d'action cardiaque. Par conséquent, I'inhibition des canaux hERG est associée a une

mort cardiaque. [80]

DL50 de toxicité aigué : La DL50 correspond a la dose d’une substance pouvant causer
la mort de 50 % d’une population animale dans des conditions d’expérimentation précises. Plus

ce chiffre est petit, plus la substance est toxique.

Sensibilisation cutanée (LLNA) : est un modéle murin développé pour evaluer le
potentiel de sensibilisation cutanée des produits chimiques (médicaments). [83]
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1. Introduction

Geénéralement, les techniques de docking moléculaire permettent de prédire, par des
méthodes de calcul, les structures du complexe ligand-protéine en partant d’un ensemble

variable de conformations et d’orientations du ligand et parfois du récepteur.

Dans ce chapitre on va aborder principalement les interprétations des résultats obtenus,
il est scindé¢ en trois parties. La premiére partie consiste aux résultats des tests d’évaluation de
la performance du programme de docking moléculaire "Surflex" utilisé dans cette étude.
Ensuite, la deuxieme partie dédiée aux résultats du criblage virtuel d’une collection de
similaires chimiques de notre ligand de référence téléchargés de la Pubchem, puis la substitution
(la mono et la bi substitution) du meilleur similaire afin de contribuer au développement de
nouveaux inhibiteurs plus puissants. Dans une derniére partie, en nous appuyant sur les résultats
précédents, nous avons évalué les propriétés physico-chimiques et pharmacologiques dans le
but d'identifier de nouvelles molécules susceptibles de devenir des médicaments administrés

par voie orale.
2. L’évaluation du programme de docking utilisé

Avant de débuter notre étude, nous avons tenté d’évaluer la fiabilité du programme de
docking moléculaire Surflex. Pour cela deux tests, le test RMSD et le test de corrélation, sont

utilisés pour vérifier sa reproductibilité théorique par rapport aux résultats expérimentaux.
2.1. Letest RMSD (Root Mean Square Deviation)

La caractéristique clé d'un bon programme de docking est sa capacité a reproduire les
modes de liaison expérimentaux des ligands. Une prédiction est considérée réussie si le RMSD

est au-dessous ou égal a la valeur (2,0 A).

Pour établir le taux de réussite d'un programme de docking, un grand ensemble des
complexes protéine-ligand est nécessaire. Nous avons ainsi évalué ’efficacité du logiciel
Surflex en nous servant du test RMSD appliqué sur 200 complexes protéines-ligands
téléchargés de fagon arbitraire de la PDB afin de nous assurer que ce logiciel peut étre utilisé

sans trop de risque d’erreurs dans notre étude sur le NAMPT.

Les valeurs obtenues sont classées selon le critére suivant : bonne (RMSD < 2,0A),
acceptable (RMSD >2A et < 3,0A), imprécise lorsque la solution du docking est loin du site

actif ou dans une position inversée ou incorrecte (RMSD > 3A). Les codes PDB des complexes
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et de leurs inhibiteurs ainsi que les valeurs de leurs RMSD obtenus par Surflex sont mentionnés
dans le tableau (Annexe 1). Les résultats sont illustrés dans la figure ci — dessous :

Figure N° 26 : Résultats en pourcentage du test RMSD a deux intervalles obtenus par

Surflex.
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Figure N° 27 : Histogramme en % des valeurs de RMSD a divers intervalles.

D’apres ces résultats, nous remarquons que la valeur de RMSD des modéeles congus par
le logiciel Surflex vis-a-vis des structures cristallines ne dépasse pas 2A dans la plupart des
complexes. En effet, il apparait que seulement 18% des valeurs sont supérieures a 2A, tandis
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que 82% des complexes ont des valeurs inférieures & 2A. La majorité des bonnes valeurs de

RMSD sont comprises dans la gamme de 0,5 —1,0 A avec un rapport de 35 %.

Nous avons remarqué que la présence de liaisons rotables dans certains ligands était
probablement la raison pour laquelle leur RMSD est supérieur a 2 A. En effet, un nombre élevé
de ce type de liaison est défavorable a I’interaction avec 1’enzyme car il génére un tres grand

nombre de conformations. [42]

En revanche, Nos résultats sont conformes aux résultats de Chikhi et Bensegueni (2008)
(63%0) [84], Teniou. S., (2012) (85,8%) [85] qui montrent que chaque programme de docking

est réussi lorsque le RMSD est inférieur ou égal a 2 A.
» Analyse visuelle

Afin de nous assurer de la fiabilite du programme surflex et aussi confirmer les résultats
du RMSD, nous avons procédé a une analyse visuelle qui permet de déterminer si un ligand

simulé se superpose avec le ligand Co-cristallise.

En effet, nous avons mené une analyse visuelle sur trois complexes « nicotinamide
phosphoribosyltransferase — inhibiteurs » disponibles au niveau de la PDB et présentant des
valeurs RMSD assez différentes : le 4LVA (le meilleur), le 3DKL (I’intermédiaire) et le SWI0

(le mauvais).

Tableau N° 10 : Valeurs de RMSD des trois complexes étudiés.

Complexe RMSD Description du Description du

(A) RMSD ligand
ALVA 0,822 Meilleur Coloré en rouge
3DKL 2,589 Intermédiaire Coloré en vert
5WI0 4,159 Mauvais Coloré en bleu

La comparaison de la conformation expérimentale des trois complexes avec les

conformations calculées par le logiciel surflex est montrée dans les figures suivantes :
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Figure N° 28 : Visualisation des différents résultats RMSD.

Dans le cas du complexe 4LVA, avec un RMSD de 0.822 A, on obtient une
conformation spatiale parfaitement superposable a celle déterminée expérimentalement par
cristallographie. Dans le deuxieme cas du complexe 3DKL, avec un RMSD dépassant le seuil
de 2A (2.589 A), il est moins superposé indiquant I’existence d’une petite différence
conformationnelle. Alors que dans le troisieme complexe 5WI0 pour lequel nous avons obtenu
une valeur de RMSD nettement supérieur a 2A (4.159 A), I’analyse visuelle montre une
mauvaise superposition résultant d’un €loignement important entre le ligand dockeé et celui co-

cristallisé.

2.2.  Test de corrélation linéaire

Le test de corrélation linéaire est le deuxieme moyen pour tester la fiabilité de

programme Surflex et qui consiste a évaluer le degré de la corrélation entre deux variables.

Cette corrélation a permis donc d’obtenir un coefficient de corrélation entre I’affinité
simulée par le programme Surflex et ’IC50 (c’est la concentration d'inhibiteur nécessaire pour
atteindre 50% d'inhibition de I'enzyme) déterminée experimentalement de chaque complexe.
Cette grandeur a été exprimée dans cette étude en log IC50 afin de réduire 1’échelle de la courbe

de corrélation a tracer.
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Nous avons réalisé ce test sur 40 complexes de la NAMPT téléchargés de la PDB. Les
affinités des inhibiteurs étudiés ainsi que les valeurs de leur IC50 et Log IC50 sont affichées
dans le tableau N°11.

Tableau N° 11 : Les 40 inhibiteurs de la NAMPT ainsi leurs affinités.

Le complexe 1C50 (nM Log IC50 Affinité
1 401B 11 1,04 6,75
2 4013 15 1,17 6,66
3 4015 95 1,97 6,84
4 4WQ6 26 1,41 6,68
5 5WI0 360000 5,55 1,71
6 5WI1 10000 4 3,1
7 2G96 52800 4,72 4,74
8 4M6Q 6,1 0,78 6,36
9 4N9B 91000 4,95 4,55
10 4LVA 62 1,79 7,66
11 4L TS 6,2 0,79 7,76
12 401D 9 0,95 5,64
13 2ANO 4300 3,63 5,35
14 4QJC 150 2,17 7,61
15 4QHV 52 1,71 7,32
16 3FYW 2,9 0,46 7,97
17 3GYF 12,3 1,08 8,85
18 1DRE 1 0 10,02
19 3EOB 890 2,94 7,83
20 4M6P 54 1,73 5,92
21 3FRF 2,9 0,46 8,32
22 3GHW 20 1,3 7,5
23 4AM7V 4,5 0,65 9,67
24 4HOF 20 1,3 6,86
25 4HOE 16 1,2 7,76
26 4G95 6900 3,83 51
27 4XE6 19 1,27 8,25
28 3FY8 2,9 0,46 7,63
29 4TUS 18 1,25 8,31
30 40R7 23 1,36 7,61
31 4XEC 19 1,27 8,27
32 3JvX 942 2,97 8,57
33 2C2S 150 2,17 4,19
34 1M79 9 0,95 7,57
35 1M78 52 1,71 7,46
36 1IM7A 9 0,95 9,47
37 1KLK 210 2,32 5,36
38 11A1 130 2,11 5,18
39 11A3 8 0,9 9,38
40 3FRA 2,4 0,38 6,8
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Ces résultats sont représentés par une courbe de corrélation linéaire entre les Log IC50 et
les affinités, en utilisant le programme « Excel » (voir figure N°29).

12
y =-0,9991x + 8,7542
10
r=-0,743727
W 8
=
Z 6
o
L
< ¢
2
0
0 1 2 3 4 5 6
LOG IC50

Figure N° 29 : Courbe de corrélation linéaire entre Log 1C50 des 40 inhibiteurs et leurs
affinités.

Nous remarquons d’aprés ces résultats qu’il y a une forte relation linéaire descendante
« négative » entre les deux variables étudiées (variables inversement proportionnelles) avec un

coefficient de corrélation r = -0,74.

Surflex établit une bonne corrélation, ce qui est en accord avec les résultats de Chikhi
A. et Bensegueni A. (2007) qui montrent qu’un programme de docking moléculaire est

performant quand la valeur du coefficient de corrélation linéaire dépasse 0.5. [86]
2.3.  Conclusion

Le test RMSD, I’analyse visuelle et I’analyse par régression linéaire sont des bons
moyens pour tester la performance des programmes. A 1’issue de résultats obtenus par ces tests,
nous pouvons confirmer que Surflex est un programme de docking fiable et peut étre utilisé en
toute confiance pour simuler la formation des complexes enzyme-inhibiteur de la NAMPT et

la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives.
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3. Recherche de nouveaux inhibiteurs de la nicotinamide
phosphoribosyltransferase

3.1.  Lecriblage virtuel des similaires

Dans la perspective de recherche de nouveaux inhibiteurs de la NAMPT, un criblage in
silico ou virtuel a I’aide du logiciel Surflex a été réalisé sur une collection de molécules
similaires a notre ligand de référence issues de la Pubchem. En effet, cette chimiothéque nous
a fourni 302 similaires a notre ligand de référence 2HJ avec un taux d’homologie structurale
allant jusqu’au 92%. Nous n’avons téléchargé que 299 similaires car trois d’entre eux n’étaient
pas disponibles en structure tridimensionnelle et au format .sdf. Les affinités de docking de ses

composés similaires sont représentées dans le tableau N° 2 (Annexe 2).

A D’issue de cette recherche, il ressort que 20 similaires de cette collection chimique
présentent des affinités supérieures a celle du ligand de référence 2HJ (4,81 M™Y). Les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau ci-dessous :

Tableau N° 12 : Les 20 meilleurs similaires, leurs affinités et leurs structures.

Nom du composé et N° CID | Affinité La structure
(M)
A
DSKWTZUXGCHIMJ- N
UHFFFAOYSA-N Tt N
6,83 x _ T
- — —Z — z—
59672742 = W
B
LMAQPZTZTRRLEE- . o _
UHFFFAOYSA-N 6,74 —_— —u-E o O
66888624 N/
—a
C —
YMGLIMHMKBPTMV- ‘z
UHFFFAOYSA-N — N
6,70 —z — . o _
60260158 - oz
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S o
NGQPRVWTFNBUHA- _I_@ - 5
UHFFFAOYSA-N 5,83 o \—©—( -
= /.
984333 = Lz
T
YLSHODWPXQGDDS- o
UHFFFAOYSA-N 5,80 "
N
H H O
66899141 NN
)

3.1.1. Application de la régle de Lipinski sur les 20 meilleurs similaires

Avant d’étudier les interactions entre la NAMPT et les inhibiteurs étudiés, il était
important de compléter cette étape par I’application de la régle de Lipinski, également connue
par la régle de cing, afin de déterminer si une molécule avec une activité biologique connue a
des propriétés chimiques et des propriétés physiques adéquates pour une biodisponibilité par

voie orale.

Dans ce contexte nous avons appliqué cette regle sur les 20 similaires présentant des
affinités supérieures a celle de ligand de référence. Soulignons que les parametres de la régle
de Lipinski ont été obtenus en utilisant la banque de ligands Pubchem. Les résultats sont

représentés dans le tableau N°13.

Tableau N° 13 : Les paramétres de la régle de cing de Lipinski des 20 meilleurs similaires.

N° CID Donneur  Accepteur Liaison Log P

de H de H rotable

A 59672742 395,5 2 5 6 2,7
B 66888624 437,6 2 5 7 4,2
C 60260158 381,4 2 5 6 2,5
D 59673518 381,4 2 5 6 2,3
E 49850072 465,6 2 7 7 2,1
F 50913431 491,5 2 8 7 4,7
G 56363099 466,5 3 7 9 1,2
H 56363356 481,5 4 7 9 0,7
I 50914752 382,4 3 6 6 15
J 15982902 410,5 3 6 7 1,6
K 50914163 479,6 2 7 8 1,8
L 109060889 395,5 2 5 7 3

M 15983279 410,5 2 6 7 14
N 70655454 450,6 2 6 8 2,5
O] 50914162 391,4 2 5 7 2,4
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P 26422895 291,33 2 5 4 0,7
Q 2608548 451,6 2 5 9 4,3
R 59053711 395,5 2 5 6 2,9
£ 984333 423,5 2 5 7 3,8
T 66899141 417,5 2 5 6 34

Les résultats des deux tableaux montrent que les 20 meilleurs similaires avec une affinité
(final-0) supérieure a 5 M présentent les meilleurs effets inhibiteurs pour la NAMPT et sont
en parfaite conformité avec les critéres imposés par la régle de Lipinski. Ils seraient donc
susceptibles d'étre de bons candidats pour I’inhibition de la NAMPT et peuvent étre administrés

par voie orale sans aucun probleme.
3.1.2. Analyse visuelle et discussion des interactions

Il est utile de rappeler que parmi les vingt meilleurs similaires, les similaires A, B, C, D
et E avec les meilleurs résultats d'affinité se présentent comme les inhibiteurs les plus puissants
de la NAMPT. Ces résultats s'expriment visuellement par la mise en place de hombreuses
interactions prédites par le docking qui sont en général électrostatiques et parmi elles, les
liaisons Hydrogenes qui sont trés importantes du fait de leur force. D’autres types d’interactions

assurent la stabilité des complexes : Pi-Pi stacking, Pi-Anion, Pi-Sulfur, Alkyl...etc.

» Etude des interactions du composé A (59672742)

Figure N° 30 : Visualisation du composé A au sein du site actif de ’enzyme NAMPT.
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Figure N° 31 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du

composé A avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N° 32 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé A en schéma
2D.

Le docking moléculaire du ligand A au sein du site actif de I’enzyme NAMPT donne le
meilleur résultat d’affinité 6,83 M, permettant d’obtenir ainsi un complexe plus stable (Voire
figure N°30). Cette affinité résulte de la mise en place de 4 liaisons hydrogénes présentées en
couleur verte (de type Conventional Hydrogen Bond et Carbon hydrogen bond) avec différentes
distances entre les atomes du ligand A et les acides aminés du site actif de la NAMPT. Les

détails sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 14 : Les liaisons hydrogenes établies par le composé A avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site Types Distance
H actif A)
01 NN, H (N°2876) de ’AA : LYS189 Conventional Hydrogen 1,943787
Bond
02 HIN43). ..o, O (N°3297) de ’AA : ASP219 Conventional Hydrogen 2,200765
Bond
03 H(N®44)...oooiiiinn .O (N°3644) de ’AA : VAL242 Conventional Hydrogen 2,201487
Bond
04 NMNT) oo, H(N°2872) de ’AA : LYS189 Carbon hydrogen bond 2,997202

Il est également important de noter que de nombreuses interactions hydrophobes

participent a la stabilisation du complexe NAMPT-Composé A :

- Interaction Pi-Alkyl présentés en rose, par effet des alkyles qui sont les radicaux a
chaines aliphatiques apolaires (dont la terminaison est un groupement non-fonctionnel
CHj5) faisant intervenir les résidus des aminoacides Valine 242 ; Isoleucines 309 et 351
avec I’un des cycles du composé.

- Interaction Pi-Sulfure entre le soufre du ligand et I’acide aminé Histidine191.

» Etude des interactions du composé B (66888624)

Figure N° 33 : Visualisation du composé B au sein du site actif de I’enzyme NAMPT.
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Figure N° 34 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé B avec le site actif de la NAMPT.

ILE
A351

H ALA
A244
-~
0~ \\
\Q.
. VAL HI5
PRO ‘ A242 A191
A273 TYR
A188
Interactions
[j Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
D Pi-Donor Hydrogen Bond :} Pi-Akyl

Figure N° 35 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé B en schéma
2D.

Le composé B est stabilisé dans le site actif par 2 liaisons hydrogénes (de type
Conventional Hydrogen Bond et Pi-Donor Hydrogen Bond). Les détails sont mentionnés dans

le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 15 : Les liaisons hydrogenes établies par le composé B avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site actif Types Distance
H A
01 O(N°52) i, H (N°2854) de ’AA : TYR188 | Conventional Hydrogen | 2,317631
Bond
02 H(N°56)..o i O (N°2) de ’AA : HIS191 Pi-Donor Hydrogen 3,271917
Bond

Le composé B forme aussi des interactions hydrophobes en rose que nous retrouvons entre : Le

méthyle (CH3) du ligand et les radicaux des aminoacides Alanine 244 ; Histidine 191.

Les cycles du ligand et les radicaux des aminoacides Alanine 244 ; Isoleucine 351 ; Valine 242

et Proline 273.

» Etude des interactions du composé C (60260158)

Figure N° 36 : Visualisation du composé C au sein du site actif de I’enzyme NAMPT.
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Figure N° 37 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du

composé C avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N° 38 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé C en schéma
2D.

La visualisation des résultats du docking montre que la formation du complexe
(NAMPT - ligand C) est due a la présence de quatre liaisons hydrogénes conventionnelles
(Conventional Hydrogen Bond) qui lient deux atomes électronégatifs discutées dans le tableau

ci-dessous :
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Tableau N° 16 : Les liaisons hydrogenes établies par le composé C avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site Types Distance
H actif (A)
01 N(N°T) e, H (N°2854) de ’AA : TYR188 | Conventional Hydrogen | 1,90715
Bond
02 OMN®3) i, H (N°28764) de I’AA : LYS189 | Conventional Hydrogen | 2,71225
Bond
03 O(N°d) .o, H (N°2910) de ’AA : HIS191 | Conventional Hydrogen | 2,95221
Bond
04 O(N°D) ..o, H (N°2912) de ’AA : HIS191 | Carbon Hydrogen Bond | 2,94274

Le complexe est également stabilisé par des interactions hydrophobes formées par les
alkyles hydrocarbonés apolaires que nous retrouvons entre les cycles du ligand C et les prolines
numeérotees 273 ; 307 et I’arginine 349. Ces interactions sont représentées dans la figure N° par

des lignes discontinues de couleur rose clair.

En plus, I’un des cycles du ligand C et les tyrosines 188 et 240 forment des interactions
hydrophobes nommées Pi-Pi Stacking. Ce type d’interaction s’établit entre deux cycles
aromatiques assurant I’augmentation de I’affinité de liaison entre 1’inhibiteur et le site actif

contenant des residus aromatiques.

» Etude des interactions du composé D (59673518)

Figure N° 39 : Visualisation du composé D au sein du site actif de I’enzyme NAMPT.
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Figure N° 40 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé D avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N° 41 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé D en schéma
2D.

Le docking moléculaire du complexe NAMPT-Ligand D a fourni les modes
d’interaction illustrés dans la figure N°41. Ce complexe forme quatre liaisons hydrogenes

conventionnelles (Conventional Hydrogen Bond) qui lient deux atomes électronégatifs

discutées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 17 : Les liaisons hydrogenes établies par le composé D avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site actif Types Dis?nce
(I)_Il NANT) i, H (N°2876) de ’AA : LYS189 | Conventional Hydrogen 1,9(2(‘371
02 H(N®37).iiiiieiceee O (N°2837) de ’AA : TYR188 Conventifnoar:dHydrogen 2,32019
03 H(N°4L)........ooiii O (N°3297) de ’AA : ASP219 Conventi(?noar:dHydrogen 2,13369
04 H(N°42) oo O (N°3644) de ’AA : VAL242 Conventi(Znoar::Hydrogen 2,35311

on

Nous avons aussi visualisé a travers le schéma graphique 2D la présence des
interactions hydrophobiques formées par les alkyles hydrocarbonés apolaires entre les cycles

du ligand D et les alanines numérotées 244 ; 379 et I’isoleucine 351.

Une autre interaction hydrophobe nommé Pi-Pi T-shaped présente entre I’un des cycles du
ligand et le radical de I’histidine 191.

Le soufre du ligand D et le radical de I'aminoacide Histidine 191 formant une interaction

hydrophobe de type Pi-sulfure.

De plus, Une interaction non covalente impliquant ’'un des cycles du ligand est

I’interaction Pi-cation suite a la charge positive de la lysine.
Ces interactions sont importantes pour la liaison et la stabilisation du ligand dans le site actif.

» Etude des interactions du composé E (49850072)

Figure N° 42 : Visualisation du composé E au sein du site actif de I’enzyme NAMPT.
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Figure N° 43 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé E avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N° 44 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé E en schéma
2D.

Le complexe formé par le ligand E présente sept liaisons hydrogenes (Conventional

Hydrogen Bond et Carbon hydrogen bond) montrées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 18 : Les liaisons hydrogene établies par le composeé E avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus du site actif Types Distance
H (A)
01 A ) H(N°2876) ) de ’AA: LYS189 | Conventional Hydrogen | 2,0756

Bond
02 O(N®2) i H(N°2910) de ’AA : HIS191 | Conventional Hydrogen | 1,77875
Bond
03 H(N°S56) .o 0(N°3297) de I’AA : ASP219 | Conventional Hydrogen | 2,97506
Bond
04 OMNA) . i H(N°4146) de ’AA : SER275 | Carbon Hydrogen Bond | 2,96686
05 H(N°36).....ccooeiiiiiiiin. O(N°2796) de I’AA : GLY185 | Carbon Hydrogen Bond | 2,99759
06 H(N®39) ..o O(N°5765) de I’AA : GLU376 | Carbon Hydrogen Bond | 2,41375
07 H(N°42). oo O(N°5765) de I’AA :GLU376 | Carbon Hydrogen Bond | 2,13318

Mises a part les liaisons hydrogénes, Le complexe est également stabilisé par des

interactions hydrophobiques figurant en rose claire avec les résidus des aminoacides suivants :

e Les alanines numérotées 244 ; 379

e Lesisoleucines 309 ; 351 et la valine 242.
I1 se rajoute a ces forces, d’autres interactions hydrophobes de type :

- Pi-sulfure entre le soufre du ligand E et le radical de I'aminoacide Histidine 191.
- Pi-Anion entre ’'un des cycles du ligand suite a la charge négative du COO™ de

I’aminoacide asparagine 219.

3.2.  Essais de modélisation moléculaire

Dans le but de développer des nouveaux inhibiteurs du NAMPT plus efficaces et plus
puissants que le meilleur similaire de 1’étude précédente, nous avons essayé de proposer des
nouvelles structures avec une meilleure affinité, pour cela le composé 59672742 a été pris
comme structure de base afin d'améliorer son affinité, sur laquelle nous avons réalisé 2 types
de substitution : mono substitution et bi substitution en introduisant des modifications
structurales par plusieurs groupements fonctionnels chimiques en utilisant le programme
Chem3D.
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3.2.1. Mono-substitution

Dans cette section, nous avons effectué¢ de nombreuses substitutions, par 1’ajout de 13
groupements chimiques par position (au total de 5 positions du composé illustrées sur la figure
N°45) ce qui a contribué a la formation de 65 composés monosubstitués. Ces groupements ont

la capacité d'établir des liaisons hydrogene avec le site actif de I'enzyme.

i

T

Figure N°45 : structure de base du composé 59672742,

Le docking moléculaire des composés mono-substitués a été évalué a l'aide du
programme Surflex. Les résultats sont affichés dans le tableau ci-dessous :

Tableau N° 19 : Structure et affinité des 65 composés issus de la mono-substitution.

Composé P1 P2 P3 P4 P5 Affinités
1 OH 5,76
2 COOH 7,07
3 NO 6,35
4 Cl 7,28
5 | 5,77
6 PH2 6,19
7 Benzéne 6,33
8 Toluéne 6,87
9 Thiazole 6,96

10 Styréne 6,63

11 Pyrimidine 6,97

12 Imidazole 6,84

13 1,2 6,14
Dichlorobenzene

14 OH 6,20

15 COOH 5,83




16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52

53
54
95
56
57
58
59
60
61
62
63
64
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NO
Cl
I
PH2
Benzéne
Toluéne
Thiazole
Styréene
Pyrimidine
Imidazole
1,2
Dichlorobenzene
OH
COOH
NO
Cl
I
PH2
Benzeéne
Toluéne
Thiazole
Styréne
Pyrimidine
Imidazole
1,2
Dichlorobenzene
OH
COOH
NO
Cl
I
PH2
Benzéne
Toluéne
Thiazole
styrene
pyrimidine
Imidazole
1,2
Dichlorobenzene

OH
COOCOH
NO
Cl

PH2
Benzéne
Toluene
Thiazole

Styrene
Pyrimidine
Imidazole

6,61
5,56
4,60
4,94
5,50
7,46
6,18
4,31
6,87
6,00
5,74

6,05
7,76
6,44
5,43
5,92
7,04
8,79
7.74
4,30
5,45
7,57
4,83
6,91

6,67
7,35
7,67
4,47
5,30
7,52
6,05
5,38
4,15
7,58
6,97
8,68
4,00

5,24
5,08
6,01
4,63
6,54
6,83
6,16
5,05
5,13
6,48
5,52
5,22
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65 1,2 3,13
Dichlorobenzene

Le tableau montre que parmi les 65 mono-substitutions réalisées, 20 composes ont
présenté des affinités supérieures a celle du composé 59672742 qui est de 6,83 M. Les résultats
indiquent que la meilleure affinité (8,79 M) a été obtenue par le composé N° 33 sur lequel

nous avons introduit le groupement Benzéne en positions P3.
3.2.2. Bi-substitution

Dans la deuxiéme partie, nous avons réalisé les bi-substitutions a partir du meilleur
compose mono-substitué obtenu précédemment sur lequel nous avons appliqué les mémes
groupements utilisés lors de la mono-substitution. Au total, nous avons effectué 52 bi-

substitutions dans différentes positions (voir figure N°46).
P1
P3 = |
~a =

—HMN o

pg Iz

Figure N° 46 : structure de base du meilleur composé mono substitue.
Les résultats de la bi-substitution sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau N°20 : Structure et affinité des 52 composés issus de la bi-substitution.

Composeé P1 P2 P3 P4 Affinités
66 OH 7,63
67 COOH 10,87
68 NO 6,05
69 CL 6,66
70 | 5,54
71 PH2 7,43
72 Benzéne 7,78
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]
73 Toluéne 5,74
74 Thiazole 9,64
75 Styréne 7,52
76 Pyrimidine 7,97
77 Imidazole 9,24
78 1,2 7,72
Dichlorobenzene
79 OH 4,94
80 COOH 4,75
81 NO 3,78
82 CL 4,99
83 I 5,56
84 PH2 4,77
85 Benzéne 5,58
86 Toluéne 4,52
87 Thiazole 4,76
88 Styréne 6,16
89 Pyrimidine 5,43
90 Imidazole 4,39
91 1,2 Dichlorobenzéne 6,03
92 OH 6,94
93 COOH 6,42
94 NO 4,85
95 CL 6,33
96 I 6,51
97 PH2 4,86
98 Benzéne 6,21
99 Toluéne 4,88
100 Thiazole 5,01
101 Styréne 4,13
102 Pyrimidine 5,28
103 Imidazole 6,61
104 1,2 Dichlorobenzéne 4,26
105 OH 6,37
106 COOH 6,68
107 NO 5,40
108 CL 6,96
109 | 6,82
110 PH2 7,80
111 Benzéne 6,27
112 Toluéne 5,98
113 Thiazole 5,78
114 Styréne 6,28
115 Pyrimidine 7,26
116 Imidazole 5,60
117 1,2 Dichlorobenzéne 5,89

Le tableau montre que parmi les différentes bi-substitutions réalisées, seuls 3 composés
ont présenté des affinités supérieures a celle du meilleur composé mono-substitué (8.79 M™).

Il s'agit des composés portant les numeros 67, 74 et 77.
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Ainsi, I’introduction d’un groupement COOH dans la position P1 du composé¢ N° 67
donne le meilleur résultat d’affinité estimé a 10,87 M. En effet, ce composé qui posséde une

trés bonne affinité peut étre considéré comme I’inhibiteur le plus sélectif et le plus puissant de

la NAMPT.

3.2.3. L’analyse visuelle et discussion des interactions

> Etude des interactions du composé 33

Figure N° 47 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du

composé 33 avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N°48 : La présentation des interactions récepteur-composé 33 en schéma 2D.
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L’analyse visuelle du composé mono-substitué N°33 révele la présence de 4 ponts
hydrogene de type (Conventional Hydrogen Bond et Carbon hydrogen bond) schématisés dans la
figure N°47 et détaillés dans le tableau N°21 :

Tableau N° 21 : Les liaisons hydrogene établies par le composé 33 avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus Types Distance
H du site actif (A)
01 O(N®3). i H (N°2874) de ’AA : LYS189 Conventional Hydrogen 1,945060
Bond
02 ON®2) i H(N°3640) de I’AA : SER241 Conventional Hydrogen 2,102630
Bond
03 OMN®2) i, H (N°3648) de I’AA : VAL242 Conventional Hydrogen 2,660765
Bond
04 H(N°45).....oooviiiin O(N°3684) de ’AA : ALA245 Carbon Hydrogen Bond 2,554253

D’autres interactions de type hydrophobe sont mises en jeu lors de la formation de ce

complexe moléculaire :

Interaction Pi-Alkyl en rose, par les alkyles hydrocarbonés apolaires que nous retrouvons entre les

cycles du composé 33 et les radicaux des aminoacides Alanine 244 et 379 ; Isoleucine 309 et Valine
242.

Interactions Pi-Pi Stacking et Pi-Pi T-shaped qui s’établissent entre I’un des cycles du composé et

le noyau aromatique des acides aminés Tyrosine 188 ; Phénylalanine 193 ; Histidine 191

Interactions Pi-Cation entre 1’un des cycles du composé et 1’acide aminé Arginine 311 (charge

positive du NH3+).

» Etude des interactions du composé 67

7

Figure N°49 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé 67 avec le site actif du NAMPT.
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Figure N°50 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé 67 en schéma

La visualisation des interactions montre que le composé 67 établit avec 1’enzyme

NAMPT 7 liaisons hydrogénes (Conventional Hydrogen Bond et Carbon Hydrogen Bond)

schématisées dans la figure N°49 et détaillées dans le tableau ci-dessus :

Tableau N°22 : Les liaisons hydrogene établies par le composé 67 avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus Types Distance
H du site actif (A)
01 O (N°3)eeeeiiiiiiieeeenn H (N°2874) de ’AA : LYS189 Conventional Hydrogen 2,011834
Bond

02 O(N°GT) i, H (N°2994) de I’AA : ARG196 Conventional Hydrogen 2,892910
Bond

03 (O N 0\ ) O H (N°2995) de I’AA : ARG196 Conventional Hydrogen 1,859120
Bond

04 O (N°46)....cccovvininnnnnnn, H (N°4732) de I’AA : ARG311 Conventional Hydrogen 2,082997
Bond

05 H(N%48)....oov i O (N°3698) de I’AA : GLU246 Conventional Hydrogen 2,310347
Bond

06 O(N°46)...cviiiannnnnn, H (N°3701) de ’AA : GLU246 Carbon Hydrogen Bond 2,425830

07 OMN°2) i H (N°4147) de I’AA : SER275 Carbon Hydrogen Bond 2,518546

Le remplacement du groupement méthyle en position 1 par un groupement carboxyle a

augmenté I’affinité du composé 67, ce qui a mené a la formation de quatre nouvelles liaisons

hydrogenes réalisées entre le groupement carboxyle et les aminoacides suivants : ARG196 et
311 et GLU 246.

11 existe aussi d'autres liaisons et interactions qui sont aussi importantes dans le maintien

de la stabilisation de la molécule dans le site actif grace aux interactions hydrophobiques :
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Interactions Pi-Alkyl faisant intervenir les radicaux des aminoacides Alanines 244-379 ; Isoleucine

309 ; Valine 242 avec les cycles du ligand.

Interaction Pi-Pi Stacking et Pi-Pi T-shaped qui s’établissent entre 1’un des cycles du ligand et le

noyau aromatique des acides aminés Tyrosine 188 ; Phénylalanine 193 ; Histidine191.

Interactions Pi-Cation entre 1’un des cycles du ligand et acide aminé Arginine 311 (charge positive

du NH3+).

> Etude des interactions du composé 74

Figure N°51 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé 74 avec le site actif de la NAMPT.
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Figure N°52 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé 74 en schéma 2D.
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Dans le cas du composeé 74, nous avons visualisé a travers le schéma graphique 2D la
formation de quatre liaisons hydrogénes discutées dans le tableau N°23 :

Tableau N°23 : Les liaisons hydrogene établies par le composé 74 avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus Types Distance
H du site actif (A)
01 OMN®10).eeeerieiieenenn H (N°2874) de I’AA : LYS189 | Conventional Hydrogen | 2,356777
Bond
02 NN3) o H (N°2995) de I’AA : ARG 196 | Conventional Hydrogen | 1,911293
Bond
03 SN, H (N°4730) de I’AA : ARG 311 | Conventional Hydrogen | 2,370950
Bond
04 Cycle thiazole .................. H (N°2994) de I’AA : ARG196 Pi-Donor Hydrogen 3,455519
Bond

Le remplacement du groupement méthyle en position 1 par un noyau thiazole a permis
d’améliorer 1’affinité du composé 74, provoquant la formation de deux nouvelles liaisons
hydrogenes, de type Pi-Donor Hydrogen Bond entre le soufre du noyau thiazole et la deuxieme
fonction amine de 1’Arginine 311, et de type Conventional Hydrogen Bond entre la fonction

NH du noyau thiazole et celle de I’ Arginine 196.

De plus, le noyau thiazole a permis la formation d’une interaction non covalente de type Pi-

cation suite a la charge positive de 1’ Arginine 196.

Il se rajoute a ces forces, des interactions hydrophobes par les alkyles hydrocarbonés apolaires
entre les cycles du composé et les résidus : Valine 242, Alanines 244 ; 379, et Isoleucines 309
; 351.

Interaction Pi-Pi Stacking et Pi-Pi T-shaped qui s’établissent entre 1’un des cycles du ligand et

le noyau aromatique des acides aminés Tyrosine 188 ; phénylalanine193.
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» Etude des interactions du composé 77

NN

Figure N°53 : Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé 77 avec le site actif du NAMPT.

VAL =
ASP
A242 A219
R ALA
A245
ARG
248 A311
LYs
189
3 H
GLY .
AL8S v ee.,, 1
Sty / , ; ARG
e, § / : A196
H
]
o
SER
A275 .
PHED, s esnss*H
ALA .
A379 4193
Interactions
:] Conventional Hydrogen Bond :l Pi-Pi Stacked
D Carbon Hydrogen Bond E Pi-Pi T-shaped
[ Pication [ Prasknt
[:] Pi-Anion

Figure N°54 : La présentation des interactions récepteur-ligand du composé 77 en schéma
2D.

Nous avons obtenu ce composé par 1’addition du cycle imidazole en position P1 du
meilleur ligand mono-substitué. Cette substitution a permis d’augmenter le nombre de liaisons
H et de liaisons hydrophobes, entrainant ainsi une augmentation de 1’affinité¢ du composé (9,24
ML) par rapport a celle du meilleur composé mono-substitué (8,79 M™). Nous avons observé

sept liaisons hydrogénes, ’'une de cette liaison a été formée entre la fonction NH du cycle
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imidazole et la Phénylalanine 193, comme illustrés dans la figure N°54 et détaillés dans le
tableau N°24.

Tableau N°24 : Les liaisons hydrogene établies par le compose 77 avec le site actif.

Liaisons Mode de liaison d’inhibiteur avec les résidus Types Distance
H du site actif (A)
01 OMNCI2).eeieiiiiann, H (N°2874) de ’AA : LYS189 Conventional Hydrogen | 2,510037
Bond

02 ONP12).viiiiiiiiine, H (N°2876) de I’AA : LYS189 Conventional Hydrogen | 2,748923
Bond

03 3 (0 ) P H (N°2928) de I’AA : PHE193 Conventional Hydrogen | 2,020865
Bond

04 HN®43). ..o H (N°2796) de I’AA : GLY185 Conventional Hydrogen | 2,720786
Bond

05 H(N°44). ...l H (N°2796) de I’AA : GLY185 Conventional Hydrogen | 2,515553
Bond

06 ON°10)......cceeennnn... H (N°4146) de I’AA : SER275 Carbon Hydrogen Bond | 2,705405

07 H(N®58)..0eeieaiannn, H (N°3684) de ’AA : ALA245 Carbon Hydrogen Bond | 2,245434

Il s’ajoute a ces forces, des interactions hydrophobes effectuées par les alkyles
hydrocarbonés apolaires que nous retrouvons entre les cycles du composé 77 et les radicaux
des aminoacides : Valine 242 et Alanine 244 ; 379.

D’autres interactions électrostatiques s’ajoutent aux précédentes comme :

Interactions Pi-Pi Stacking et Pi-Pi T-shaped qui s’établissent entre I’un des cycles du ligand

et le noyau aromatique de 1’acide aminé phénylalanine 193.

Interaction Pi-cation qui s’établit entre le cycle imidazole et 1’acide aminé Arginine 196

(charge positive du NH3+), et I’autre se forme entre le cycle du ligand et I’ Arginine 311.

Interaction Pi-Anion suite a la charge négative du COO™ de I’aminoacide Aspartique 219.

4. L‘évaluation des propriétés ADMET

Dans nos études précédentes, nous avons construit une série de modeles in silico afin de
découvrir les meilleurs composés issus de la mono-substitution (33 ; 51) et de la bi-substitution
(67 ; 74 ) pour les proposer comme étant de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la NAMPT.
Une autre application importante pour compléter cette approche consiste a prédire les propriétes
physico-chimiques, pharmacocinétiques et la toxicité de ces composés par utilisation du filtre
ADME/Tox.
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Par consequent, il est nécessaire de trouver des molécules efficaces avec de bonnes

propriétés ADMET pour réduire le risque d’échec aux étapes expérimentales.

Les résultats sont montrés dans les tableaux ci-dessous (Tableaux N°26, N°27 et N°28),
sachant que les tableaux N°27 et N°28 sont sous forme de probabilités avec également une
description de catégorie de type 1 et 0 :

- Catégorie 0 : une proprieté négative (-).
- Catégorie 1 : une propriété positive (+).

Aussi, ces composeés sont comparés au ligand de référence S260 extrait de la banque de

données PubChem et présenté dans 1’annexe N°2.
4.1. Propriétés physico-chimiques

Chaque médicament éventuel doit de se conformer a plusieurs critéres de base, tel son
faible co(t de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des barémes
associes a ses propriétés physico-chimiques comme : le coefficient de partage logP, la superficie
topologique de la surface polaire (TPSA), le nombre d’atomes, le poids moléculaire...etc. Dans
ce contexte, Nous avons complété 1’étude de nos meilleurs composés par 1’évaluation de leurs
propriétés physico-chimiques afin de déterminer si ces composés peuvent agir comme

médicament, par I’application des régles suivantes :

Tableau N°25 : les régles appliquées lors de 1’évaluation des propriétés physico-chimiques.

Reégle de Regle de Veber Regle de Ghose Régle Reégle de Varma
Lipinski d'Oprea
Mm <=500 n.Rot.bond <= 10; - 0.4 <logP <5.6 n.rigid.bond > =18 Mm <= 500
logP <=5 TPSA <=140 moyennes : 2,52 n.Rot.bond > 6 TPSA <=125
Hacc<=10 Hacc, Hdon<=12 160 <Mm <480 -2<logD <5
Hdon<=5 moyennes : 357 Hacc + H don
40 <RM <130 <=9
moyennes : 97 n. Rot. Bond
20 <n.atoms <70 <=12

moyennes : 48




Formule

PM (g/mol)
Log P
Liaison
Rotative
Accepteur

d’Hydrogéne.

Donneur

d’Hydrogéne.

TPSA A2
(Surface
Polaire)
Réfractivité
molaire
Nombre total
d'atomes
Nombre de
liaisons
rigides
LogD
Régle de
Lipinski

Reégle de
Veber

Régle de
Ghose

Regle
d'Oprea

Régle de
Varma
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Tableau N°26 : Propriétés physicochimiques.

S260
C21 H21 N3
03S
395.484
2.677
7

4

2

102.15

108.262

49

23

2.055
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme

100%
Parfaitement
conforme

33
C27 H25 N3
03S
471,582
4.344
8

4
2

102.15

133,698
59

29

2.816
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme
75%
Conforme

100%
Parfaitement
conforme

100%
Parfaitement
conforme

51
C24 H22 N4
03S
446.532
3.585
8

5

2

104.81

120.929

54

27

2.527
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme
100%
Parfaitement
conforme

100%
Parfaitement
conforme

67
C28 H24 N2
05S
501,564
3,734
9

5
3

113,43

135,921
59

30

0,785
75%
Conforme

100%
Parfaitement
Conforme
50%
Moyenne

100%
Parfaitement
Conforme

60%
Conforme

74
C29 H24 N4
03 82
540,67
5.159
9

6
2

115.04

150.069
62

33

2.853
50%
Moyenne

100%
Parfaitement
Conforme
50%
Moyenne

100%
Parfaitement
Conforme

80%
Conforme

Les résultats du tableau N° 26 montrent que, comme pour le ligand de référence S260,

les composés mono-substitués 33 et 51 répondent parfaitement aux critéres des régles proposes

par le serveur ADMET lab, concernant le nombre de liaisons rotatives, accepteurs et donneurs

d’hydrogene, la surface polaire TPSA...etc, donc ils ont une bonne perméabilité a travers la

membrane biologique.

Cependant, les composés bi-substitués 67 et 74 possédent un poids moléculaire et une

réfractivité molaire supérieurs aux normes, cette augmentation réduit ’absorption et la
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concentration en compos¢ a la surface de I’épithélium intestinal, donc ces composés sont peu

solubles et risquent de ne pas traverser facilement les membranes cellulaires, de méme que le
composé 74 qui a un LogP élevé, cette valeur de LogP signifie que ce compose est bien plus
soluble dans 1’octanol que dans 1’eau (difficile a se dissoudre dans les milieux aqueux) et qui
refléte son caractére lipophile, donc une faible absorption et pénétration en raison d’une faible

perméabilité a travers les membranes biologiques.

D’apres larégle de Lipinski la réalisation de 3 criteres est suffisante pour que le composé
soit administré par voie orale, donc les composés 33, 51, et 67 peuvent étre utilisés sans poser
des problemes de biodisponibilité.

4.2.  Propriétés pharmacocinétiques

Un élément essentiel de la découverte et du développement de médicaments consiste a
mener des études pharmacocinétiques, souvent appelées études ADME (absorption,
distribution, métabolisme, élimination). Ces études aident a déterminer la viabilité d'un
candidat-médicament et décomposer le circuit du médicament dans I’organisme en quatre

phases :

* Absorption, c’est le passage du médicament a travers les membranes biologiques de son site

d’absorption jusqu’a la circulation sanguine (biodisponibilité),

* Distribution, correspondant a la diffusion du médicament dans les différents tissus de

I’organisme,
» Métabolisme, décrivant la transformation du médicament par 1’organisme,
* Elimination, s’intéressant aux processus d’¢limination du médicament par 1’organisme.

Dans notre travail, nous avons complété 1’étude de nos composés par la prédiction de plusieurs

propriétés pharmacocinétiques. Les résultats sont montrés dans le tableau suivant :

Tableau N°27 : Propriétés pharmacocinétiques.

Catégorie Propriété S260 KK

Absorption 0.736  0.731 0.664 0,462 0.609

Absorption intestinale (1) 1) 1) ()] 1)
humaine
(HIA)
BBB 0.217  0.314 0.207 0.125 0.351
Distribution perméabilité = (0) 0) 0) 0) 0)
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CYP1A2 0.279  0.437 0.258 0.249 0.525

inhibition ~ (0) (0) 0) (0) (1)
CYP2C19 0207 0364 = 0532 0024 0344

ol inhibition ~ (0) 0) (1) (0) 0)
CYP2C9 0566 0716 0710 0419 0671

inhibition (1) 1) 1) (0) 1)
CYP2D6 0591 0530 0597 053 = 0541

inhibition (1) (1) (1) (1) (1)
CYP3A4 0409 0576 0749 0295  0.731

inhibition ~ (0) L) L) (0) L)
Excrétion T1/2 1738 1843 1546 163  1.754

» Absorption

Les propriétés ADMET, dérivées du serveur ADMET Iab, révélent que les composés 33,
51, 74, et le composé de départ S260 ont une HIA élevée (catégorie 1) indiquant que ces
composés peuvent étre bien absorbés par le tractus gastro-intestinal lors d’une administration
orale. Les valeurs de HIA des composes se situent dans la plage de 0.66 a 0.73. Cependant le
compose 33 a une meilleure absorption intestinale (HIA) par rapport aux autres.
Par contre, le composé 67 présente une HIA négative (catégorie 0) indiquant une faible

absorption gastro-intestinale.

» Distribution
Parmi les parameétres pouvant étre étudiés in silico, on peut citer la traversée de la
barriere hémato-encéphalique (BBB) ou du systeme nerveux central (SNC). Le test BBB
présente un résultat négatif pour tous les composés testés (catégorie 0), ce qui signifie que ces
composés, comme le ligand S260, ont une faible capacité a traverser la barriere hémato-

encéphalique. Ceci peut protéger le cerveau d’un effet néfaste probable de ces composes.

» Meétabolisme

Les enzymes CYP, en particulier les isoformes les plus importantes 1A2, 2C9, 2C19,
2D6 et 3A4 sont responsables d'environ 90% des réactions métaboliques oxydatives et la
clairance du foie, leur inhibition peut provoquer des interactions médicamenteuses indésirables
dans lesquelles les médicaments administrés ne sont pas métabolisés et s’accumulent a des
niveaux toxiques. Selon le tableau N° 27 nous constatons que la majorité des composés étudiés

possédent un effet inhibiteur variable vers les isoméres du cytochrome P450, sauf le composé
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67 qui présente un effet inhibiteur seulement sur 1’iso-forme CYP2D6, donc son inhibition du
CYP est la plus favorable.

» Elimination
La demi-vie (t¥2) généralement exprimée en heures, correspond au temps nécessaire
pour que la quantité (ou la concentration) d’un médicament dans le plasma diminue de moitié.
Le test révele que toutes les molécules ont donné des résultats (t%2) proches du compose de
départ S260.

4.3. Toxicité

Cette étude a été complétée par des prédictions in silico des propriétés de toxicité qui
couvrent une gamme de parametres importants, notamment le test d’Ames, hERG, H-HT,

DL50, etc...

Tableau N°28 : Résultats de la toxicité.

Catégorie Propriété S260 33 51 (Y4 74
Test d’Ames 0.118 0.152 0.178 0.176  0.138

(0) (0) (0) (©) (0)
Inhibitionde ~ 0.902 0.896 = 0.902 = 0.828 = 0.826

hERG 1) 1) 1) 1) 1)
. Hépatotoxicité 0938 086  0.896 0768 0.824
Toxicite humaine ) ) OO 1)
(H-HT)
Sensibilisation 023  0.24 | 0274 0298 0.248
cutanée 0) 0) 0) 0) 0)
(LLNA)
DL50 (DL50 2296 2609 2659 3350 = 2891
de toxicité
aigué)

Le tableau dégage les résultats suivants :

Le contrdle de toxicité AMES est utilisé pour évaluer si une substance est mutagene ou
bien non, les résultats indiquent que tous les composés testés avaient un test de toxicité AMES
négatif (catégorie 0) comme le composé de référence, avec un faible pourcentage variant de

10% a 20%, ce qui signifie que les ligands sont non mutagenes.

Les résultats du tableau indiquent aussi que tous les composés testés sont des inhibiteurs

de la hERG (catégorie 1) avec une probabilité (0,8 a 0,89) inférieure a celle du compose de
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référence. Rappelons que I’inhibition de ce géne peut entrainer une arythmie cardiovasculaire

grave, et méme des cas de mort subite ont été rapportés.

L’ hépatotoxicité humaine prédit la nature hépatotoxique des composés chimiques. Les
valeurs H-HT des composes se situent dans la plage de 0.7 & 0.89 et sont inférieures a celle du
ligand de référence. Par consequent, les composés sont susceptibles de présenter une
hépatotoxicité. Des études complémentaires sont requises pour préciser le niveau des doses

hépatotoxiques.

Concernant la sensibilisation cutanée (LLNA), on note un résultat négatif total pour tous
les composés testés, ce qui indique que ces composés ne provoquent aucune allergie,

irritation. ..etc.

Parmi les informations importantes obtenues du serveur ADMETIab on a la dose DL50
calculée. Un composé présentant une dose de DL50 faible est plus mortel que le composé ayant
une DL50 ¢élevée. D’aprés nos observations, nous avons constaté que tous les ligands avaient

une DL50 plus élevée que le composé S260.
4.4. Conclusion

L’étude théorique que nous avons menée sur 1’inhibition de la NAMPT a révél¢ apres
une comparaison et une analyse de tous les parametres que les composés 33,51 et 67 peuvent
étre proposés comme des nouveaux inhibiteurs de [I’enzyme Nicotinamide
phosphoribosyltransferase. Ces composeés ont présenté les meilleures affinités ainsi qu™un profil
ADMET acceptable pour une application biologique. Cependant, d’autres tests in vitro et in

vivo sont nécessaires pour leur validation en tant que médicament potentiel.
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Conclusion et perspectives

Cette étude qui entre dans le cadre de 1’axe de recherche in silico avait pour but de
développer des nouveaux inhibiteurs puissants de la nicotinamide phosphoribosyltransferase :

une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement du cancer colorectal.

Le docking moléculaire a été réalisé par Surflex afin d’étudier les interactions mises en
jeu lors de la formation du complexe récepteur-ligand. Pour mener a bien cette étude, nous
avons tenté au préalable de tester la fiabilité de ce programme au moyen de deux tests. Le
premier test consiste a calculer la déviation quadratiqgue moyenne ou RMSD pour mieux juger
la déviation de la pose du ligand docké par Surflex avec celle déterminée expérimentalement.
Sur I’ensemble de 200 complexes tirés arbitrairement de la PDB, 82% ont présenté un RMSD
parfaitement dans les normes (inférieur ou égal a 2 A). Ces résultats ont été ensuite confortés
par une analyse visuelle du positionnement des différents ligands au sein du site actif. Le
deuxiéme test sert & déterminer le coefficient de corrélation linéaire « r » entre les affinités de
40 complexes téléchargés de maniere arbitraire de la PDB et les valeurs de leurs 1C50
déterminées expérimentalement. Avec un coefficient de corrélation égal a -0.74, avec 82% de
valeurs de RMSD inférieures a 2A et aprés une vérification de la superposition des modéles de
ligands de références et théoriques, nous avons conclu que le programme Surflex est

suffisamment fiable pour étudier I’inhibition in silico de la NAMPT.

Nous avons, par la suite, poursuivi notre travail en procédant a la recherche de
nouveaux inhibiteurs théoriques plus efficaces que notre ligand de référence 2HJ. Pour cela, la
chimiothéque "Pubchem" nous a proposé 302 structures similaires avec un taux de similarité
de 92% a notre ligand de référence, puis nous avons évalué leurs affinités envers I’enzyme
NAMPT. Il ressort que 20 similaires de cette collection chimique présentent des affinités

superieures a celle du ligand de référence 2HJ (4,81 M-1).

Les ligands similaires A, B, C, D et E, en téte de liste des résultats du criblage virtuel
par le logiciel Surflex, avec des affinités respectives de : 6,83 ; 6,74 ; 6,70 ; 6,64 et 6,52 M 1,
peuvent étre proposés comme de meilleurs inhibiteurs potentiels de la cible enzymatique
NAMPT. Ensuite, La selection de ces 5 meilleurs inhibiteurs a été complétée et vérifiée par
I’analyse de divers types d’interactions réalisées avec notre cible : les liaisons hydrogéne, Pi-Pi
stacking, Pi-Anion, Pi-Sulfur, Alkyl...etc. Nous avons confirmé par la suite, en appliquant la
régle cing de Lipinski, que ces cinq composés peuvent étre de bons candidats et qu’ils peuvent

étre administrés par voie orale sans difficultés.
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Nous avons poursuivi notre étude en choisissant le meilleur similaire : le composé
«59672742 », sur lequel nous avons effectué des modifications structurales par 65 mono-
substitutions et 52 bi-substitutions. Le docking moléculaire des 117 composés substitues envers
le site actif de I’enzyme a fait découvrir les composés 33, 51, 67 et 74 comme de nouveaux
inhibiteurs potentiellement puissants envers la NAMPT avec des affinités égales a 8,79 M-1 ;
8,68 M-1; 10,78 M-1; 9,64 M- respectivement. Nous n’avons retenu que ces quatre meilleurs

composés substitués pour effectuer I’analyse du mode d’interactions.

Enfin, I’évaluation des différentes propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques

a montré que les composés 33, 51 et 67 possedent un bon profil ADMET.

En termes de perspectives, notre étude n’étant que préliminaire, Il est nécessaire
d’approfondir cette recherche théorique par plus de tests in silico qu’il faut par la suite

confirmer par des études expérimentales in vitro et in vivo.
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ANNEXES




s Annexes 1 : Les valeurs de RMSD de 200 complexes.

Complexe 1 3G8E IS1 2,665 0,964
Complexe 2 2H3D NMN 1,325 /
Complexe 3 401B DGB 2,790 0,388
Complexe 4 5KIT 6TA 1,618 /
Complexe 5 4013 2PI 2,574 0,595
Complexe 6 4015 2P1 5,173 /
Complexe 7 6ATB BWA 8,758 /
Complexe 8 3DHD NMN 0,873 /
Complexe 9 3DKJ PRP 2,467 0,802
Complexe 10 4WQ6 3TQ 3,470 0,623
Complexe 11 6PEB OE4 2,094 1,716
Complexe 12 6B76 CNJ 2,967 1,477
Complexe 13 S5LX5 7A0 2,825 0,595
Complexe 14 5UPE 8HY 14,101 /
Complexe 15 5WI0 AQ1l 4,159 /
Complexe 16 5wWi1l AQOY 12,462 /
Complexe 17 3DHF NMN 4,528 /
Complexe 18 3DKL PRP 2,589 1,224
Complexe 19 2GV] DGB 15,678 /
Complexe 20 4INM 1LJ 4,762 /
Complexe 21 5U2M 717 13,028 /
Complexe 22 5U2N 7TA 2,697 1,500
Complexe 23 5UPF 8HV 7,038 /
Complexe 24 6E68 HVM 1,592 /
Complexe 25 4L4L 1XC 4,468 /
Complexe 26 4L4M 1XD 3,500 /
Complexe 27 1IKMV LIl 1,424 /
Complexe 28 2G96 NMN 4,629 /
Complexe 29 2G97 DGB 1,426 /
Complexe 30 4AM6Q 20T 7,324 /
Complexe 31 4N9B 2HH 1,825 /
Complexe 32 1GON PHH 1,672 /
Complexe 33 1KMS LIH 2,729 0,470
Complexe 34 4LVA 20M 0,822 /
Complexe 35 4LWW LWW 3,023 0,255
Complexe 36 4016 1XC 1,521 /
Complexe 37 2EGH FOM 3,096 1,449
Complexe 38 11A2 TQ4 2,078 0,115
Complexe 39 2ANQ ClA 2,072 0,592
Complexe 40 2ANO 817 2,347 1,090
Complexe 41 1DAJ MOT 0,599 /
Complexe 42 1DRE MTX 2,709 0,867

Complexe 43 3EOB N22 0,783 /



Complexe 44
Complexe 45
Complexe 46
Complexe 47
Complexe 48
Complexe 49
Complexe 50
Complexe 51
Complexe 52
Complexe 53
Complexe 54
Complexe 55
Complexe 56
Complexe 57
Complexe 58
Complexe 59
Complexe 60
Complexe 61
Complexe 62
Complexe 63
Complexe 64
Complexe 65
Complexe 66
Complexe 67
Complexe 68
Complexe 69
Complexe 70
Complexe 71
Complexe 72
Complexe 73
Complexe 74
Complexe75
Complexe 76
Complexe 77
Complexe 78
Complexe 79
Complexe 80
Complexe 81
Complexe 82
Complexe 83
Complexe 84
Complexe 85
Complexe 86
Complexe 87
Complexe 88
Complexe 89
Complexe 90
Complexe 91

1RA3
1RB3
1RG7
1RH3
1DDR
1RX3
5H16
1AOE
2FZH
2W3V
6ATE
6CQA
51SP
1DLS
4QHV
6E4E
4QIC
6CXM
6DAV
6DE4
6DDW
4TUS
4XEC
4OR7
4HOE
4HOF
AMTV
ALAE
ALAG
4LAH
ALEK
4G95
4XEG
3M08
3M09
318A
31X9
3FRA
3ERB
3FRE
3FRF
2W3B
3GYF
3K45
3K47
3GHC
3GHV
3GHW

MTX
MTX
MTX
MTX
MTX
MTX
MTX
GW3
DH1
TOP
90R
PQD
u06
MTX
IXF
MMV
IXE
MMV
G3V
G6Y
G7D
06W
06U
25U
18G
18H
PAR
1VM
1VN
1VO
1DN
OAG
06U
PAR
PAR
N22
MTX
12H
TOP
TOP
XCF
VG9
51P
519
D09
GHC
GHC
GHC

1,585
1,654
0,623
1,429
1,595
1,653
1,213
1,042
0,742
1,688
0,904
1,494
1,151
1,119
0,910
2,943
1,093
0,745
3,348
0,991
2,500
1,371
0,705
2,646
1,350
2,333
5,205
0,596
1,201
0,412
0,424
3,920
0,706
4,470
0,776
1,324
1,581
2,070
2,064
2,102
2,405
1,296
1,187
1,169
1,138
1,036
0,744
3,084
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0,118
0,817
0,134
0,289



Complexe 92
Complexe 93
Complexe 94
Complexe 95
Complexe 96
Complexe 97
Complexe 98
Complexe 99
Complexe 100
Complexe 101
Complexe 102
Complexe 103
Complexe 104
Complexe 105
Complexe 106
Complexe 107
Complexe 108
Complexe 109
Complexe 110
Complexe 111
Complexe 112
Complexe 113
Complexe 114
Complexe 115
Complexe 116
Complexe 117
Complexe 118
Complexe 119
Complexe 120
Complexe 121
Complexe 122
Complexe 123
Complexe 124
Complexe 125
Complexe 126
Complexe 127
Complexe 128
Complexe 129
Complexe 130
Complexe 131
Complexe 132
Complexe 133
Complexe 134
Complexe 135
Complexe 136
Complexe 137
Complexe 138
Complexe 139

3F8Y
3F8Z
3FS6
3FY8
3FY9
3FYV
3FYW
2WIG
2W9H
1BOZ
1DG7
1IDLR
1DOH
1G0O
1IA1
1AI3
1Al4
1JPZ
1KLK
1LY3
1LY4
1IM7A
1M78
1M79
10HK
1YBV
2C2S
2CIG
2FLZ]
2W3M
3D80
3EOB
3FL8
3JVX
3JwC
3JWF
3JWK
3IWM
3KFY
3L3R
4JR5
4KFO
4LTS
4LV9
4LVB
4LVD
4M6P
4N9C

DH1
DH1
DH1
XCF
XCF
XCF
XCF
TOP
TOP
PRD
WRB
MXA
NID
PYQ
TQ3
NDOO
DHY
140
PMD
COG
CoQ
MQU
CLZ
MQ1
COP
BEA
34B
1DG
DH3
FOL
Q22
N22
RAR
EKB
EKB
5WA
5WB
5WB
IZM
OAG
1LS
10S
LTS
20J
20N
1EB
20R
2ZM

0,621
1,196
0,615
0,608
2,426
0,819
0,674
2,127
2,250
0,910
2,512
0,854
3,310
2,220
0,784
0,849
0,775
0,984
1,509
2,509
4,068
0,827
0,610
1,453
2,487
0,887
1,990
5,251
5,109
1,022
2,664
0,783
0,725
0,716
0,782
0,606
1,462
2,346
2,465
2,452
14,150
1,673
1,163
5,586
2,953
10,818
5,616
0,726
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Complexe 140
Complexe 141
Complexe 142
Complexe 143
Complexe 144
Complexe 145
Complexe 146
Complexe 147
Complexe 148
Complexe 149
Complexe 150
Complexe 151
Complexe 152
Complexe 153
Complexe 154
Complexe 155
Complexe 156
Complexe 157
Complexe 158
Complexe 159
Complexe 160
Complexe 161
Complexe 162
Complexe 163
Complexe 164
Complexe 165
Complexe 166
Complexe 167
Complexe 168
Complexe 169
Complexe 170
Complexe 171
Complexe 172
Complexe 173
Complexe 174
Complexe 175
Complexe 176
Complexe 177
Complexe 178
Complexe 179
Complexe 180
Complexe 181
Complexe 182
Complexe 183
Complexe 184
Complexe 185
Complexe 186
Complexe 187

AN9D
401D
4028
5NSD
ANOE
ALVG
ALVF
AKFP
AKFN
3LG4
3NOH
3NTZ
3NUO
3NXO
3NXR
3NXT
3INXV
3NXX
3NXY
3NZD
3NZ6
3NZ9
3NZA
3NZB
3NZC
30AF
30CH
30LR
3QLS
30LW
3QYL
3QYO
3R33
353V
3S7A
359U
3SAl
3SGY
3SH2
3SRQ
3SR5
35QY
3SRR
3SRS
3SRU
3SRW
3TD8
3TQ8

2HJ
DGB
10S
96Q
2HL
200
20P
1R7
10R
52V/
TOP
3TZ
3TU
D2B
D2D
D2E
D2F
D2D
D2H
D2Q
D2J
D2K
D2K
D2N
D20
OAG
2MX
QLR
55V
N22
7ME
Q24
6ME
TOP
684
5DR
9DR
0B6W
SDR
Q19
Q12
Q11
Q20
M23
Q26
Q27
D2R
TOP

3,561
4,369
5,722
3,546
2,323
6,707
2,725
1,141
3,164
3,076
3,350
0,832
1,273
0,557
1,607
1,284
0,678
2,023
1,786
2,489
1,820
1,512
1,628
5,469
1,148
2,556
8,055
1,026
2,871
0,878
0,376
0,410
0,302
1,594
1,362
0,590
2,663
0,667
12,852
1,906
0,813
0,692
4,334
0,458
0,405
1,150
1,402
0,964
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Complexe 188 4DDR MMV 1,205 /

Complexe 189 4FGG 0uU5 5,141 /
Complexe 190 4FGH 0uU6 3,073 1,033
Complexe 191 4H95 06U 1,863 /
Complexe 192 4H97 53S 0,831 /
Complexe 193 4KAK 06U 0,914 /
Complexe 194 4KBN 25U 3,354 0,736
Complexe 195 4KD7 9DN 2,777 0,700
Complexe 196 AKEB 1QzZ 2,396 1,928
Complexe 197 4KFJ 1RO 4,035 /
Complexe 198 4KMO CP6 0,343 /
Complexe 199 4KM?2 ATR 0,582 /
Complexe 200 4KME 1CY 3,055 0,057

< Annexes 2 : Les résultats du criblage par Surflex des similaires du ligand 2HJ.

Molécules Affinité
(M-1)
01 Conformer3D_CID_ 133893757 5,69
02 Conformer3D_CID 134000056 2,72
03 Conformer3D_CID_139390942 4,95
04 Conformer3D_CID 144127235 5,01
05 Conformer3D_CID 133853379 3,82
06 Conformer3D_CID 126417083 4,58
07 Conformer3D_CID_ 110727274 3,77
08 Conformer3D_CID 110727273 3,69
09 Conformer3D_CID 110634740 4,45
10 Conformer3D _CID 110406314 5,80
11 Conformer3D_CID 109061063 4,28
12 Conformer3D_CID_109060990 5,71
13 Conformer3D_CID_ 109060989 4,40
14 Conformer3D_CID_109060889 6,30
15 Conformer3D_CID_ 109060888 3,84
16 Conformer3D_CID_109060883 3,74
17 Conformer3D_CID_ 109060879 4,15
18 Conformer3D_CID_ 109060878 4,07
19 Conformer3D_CID_109060877 5,50
20 Conformer3D_CID_ 109060876 5,49
21 Conformer3D_CID_109060866 4,63
22 Conformer3D_CID_ 109060857 5,55
23 Conformer3D_CID_109060853 4,57
24 Conformer3D_CID_ 109060842 3,69
25 Conformer3D_CID_109060707 2,89
26 Conformer3D_CID_109060697 3,27

27 Conformer3D_CID_109060678 5,18



28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

52
53
54
95
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

70
71

73
74
75

Conformer3D_CID 109060668
Conformer3D_CID_100424505
Conformer3D_CID 100424489
Conformer3D_CID_100423209
Conformer3D_CID_100420650
Conformer3D_CID_100420623
Conformer3D_CID 100419071
Conformer3D_CID_ 100415338
Conformer3D_CID_ 100415314
Conformer3D_CID_100412834
Conformer3D_CID 100396063
Conformer3D_CID_100393562
Conformer3D_CID 100388435
Conformer3D_CID_100387203
Conformer3D_CID 99960046
Conformer3D_CID 99951450
Conformer3D_CID 99950305
Conformer3D_CID 86958644
Conformer3D _CID_ 84244533
Conformer3D_CID 78784319
Conformer3D_CID_ 75396404
Conformer3D_CID 60417734
Conformer3D_CID 60260169
Conformer3D_CID_60260158
Conformer3D_CID 60258889
Conformer3D_CID_60258814
Conformer3D_CID_60258788
Conformer3D_CID 60258780
Conformer3D_CID 60258746
Conformer3D_CID_60258714
Conformer3D_CID 60258679
Conformer3D_CID_60258605
Conformer3D_CID 60258541
Conformer3D_CID_60258536
Conformer3D_CID 60258533
Conformer3D_CID 60258476
Conformer3D_CID_60258474
Conformer3D_CID 60258473
Conformer3D_CID_60258348
Conformer3D_CID_60258342
Conformer3D_CID_ 56363743
Conformer3D_CID 56363356
Conformer3D_CID 56363230
Conformer3D_CID 56363103
Conformer3D _CID 56363099
Conformer3D_CID 56362977
Conformer3D_CID 56348617
Conformer3D_CID_46520221

5,06
476
4,03
3,76
4,86
4,33
4,83
5,09
4,70
3,34
3,73
3,34
4,78
3,86
3,52
4,44
2,76
2,75
3,83
4,31
4,77
3,84
5,69
6,70
5,02
3,64
4,03
3,22
4,62
4,51
5,14
3,98
2,89
5,81
3,12
3,53
4,36
3,95
4,39
4,89
5,78
6,40
4,29
5,16
6,41
4,91
3,61
5,21



76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

Conformer3D_CID 45753728
Conformer3D_CID_ 45738437
Conformer3D_CID 43921734
Conformer3D_CID_43004612
Conformer3D_CID_ 43002445
Conformer3D_CID_42957182
Conformer3D_CID 42957176
Conformer3D_CID_42896536
Conformer3D_CID_ 40607035
Conformer3D_CID_ 40578486
Conformer3D_CID 40209966
Conformer3D_CID_40209965
Conformer3D_CID 40052711
Conformer3D_CID 40052708
Conformer3D_CID 39431623
Conformer3D_CID_ 39431617
Conformer3D_CID 38018316
Conformer3D_CID 38012785
Conformer3D_CID 33314267
Conformer3D_CID_ 32966157
Conformer3D_CID 32209560
Conformer3D_CID 31973424
Conformer3D_CID 31541799
Conformer3D_CID_ 31399266
Conformer3D_CID 31398878
Conformer3D_CID 30395554
Conformer3D_CID_30384961
Conformer3D_CID 26592473
Conformer3D_CID 26592467
Conformer3D_CID_ 26592453
Conformer3D_CID 26592419
Conformer3D_CID 26592413
Conformer3D_CID 26592339
Conformer3D_CID_ 26592338
Conformer3D_CID 26592323
Conformer3D_CID_ 26592315
Conformer3D_CID_26592249
Conformer3D_CID_26592181
Conformer3D_CID_ 26592133
Conformer3D_CID 26592103
Conformer3D_CID_ 26591943
Conformer3D_CID 26591939
Conformer3D _CID 26591849
Conformer3D_CID 26422895
Conformer3D_CID 25383834
Conformer3D_CID 25383831
Conformer3D _CID 25342667
Conformer3D_CID 24672713

3,78
3,38
3,53
3,82
3,17
3,91
3,31
3,96
4,29
5,60
4,33
4,37
2,89
3,31
4,17
4,19
4,40
5,43
2,52
4,59
5,47
3,62
3,56
3,51
4,12
3,74
3,91
3,25
5,06
491
5,74
2,60
4,02
4,46
4,23
5,09
4,21
4,50
3,24
3,86
5,13
3,69
3,06
5,99
5,16
4,68
5,33
4,90



124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

Conformer3D_CID 24409329
Conformer3D_CID_19258144
Conformer3D_CID 17647657
Conformer3D_CID_17646593
Conformer3D_CID 17618100
Conformer3D_CID 16311523
Conformer3D_CID 9414581
Conformer3D_CID_ 6463485
Conformer3D_CID 4107911
Conformer3D_CID_2993264
Conformer3D_CID 2608548
Conformer3D_CID_2353804
Conformer3D_CID 1043737
Conformer3D_CID_56179352
Conformer3D_CID 46522523
Conformer3D_CID_46554597
Conformer3D_CID_ 46554598
Conformer3D_CID_46554599
Conformer3D _CID_ 46632540
Conformer3D_CID_ 46778258
Conformer3D _CID 46798367
Conformer3D_CID 50913133
Conformer3D_CID 55347044
Conformer3D_CID 55348234
Conformer3D_CID 55534967
Conformer3D_CID 56041386
Conformer3D_CID_984333
Conformer3D_CID 984336
Conformer3D_CID 984339
Conformer3D_CID 984359
Conformer3D_CID 1043737
Conformer3D_CID 1043739
Conformer3D_CID 1075627
Conformer3D_CID_ 1208526
Conformer3D_CID 1210805
Conformer3D_CID 1250324
Conformer3D_CID_ 1262693
Conformer3D_CID 2221665
Conformer3D_CID 2520240
Conformer3D_CID 2568809
Conformer3D_CID 4796183
Conformer3D_CID_5182054
Conformer3D _CID 6463283
Conformer3D_CID 10344437
Conformer3D_CID_ 15982902
Conformer3D_CID 15983279
Conformer3D_CID 16390629
Conformer3D_CID 17530594

5,21
3,75
2,98
3,79
2,81
4,37
3,65
3,43
5,72
4,17
5,91
4,41
4,33
4,42
4,36
3,76
3,50
4,09
2,38
5,27
4,57
5,30
5,49
5,02
3,46
3,26
5,83
2,72
4,60
5,00
4,33
4,70
391
5,58
4,35
5,62
4,74
4,53
4,60
4,02
4,94
4,17
4,95
3,10
6,34
6,29
3,34
4,52



172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219

Conformer3D_CID 17648051
Conformer3D_CID_22170451
Conformer3D_CID 24761977
Conformer3D_CID_24937072
Conformer3D_CID 26592135
Conformer3D_CID 27700485
Conformer3D_CID 39761135
Conformer3D_CID_40132398
Conformer3D_CID_ 42537956
Conformer3D_CID_43811781
Conformer3D_CID 44416863
Conformer3D_CID_44417074
Conformer3D_CID 48737177
Conformer3D_CID_49850072
Conformer3D_CID 50912856
Conformer3D_CID_ 50912857
Conformer3D_CID 50912858
Conformer3D_CID 50912859
Conformer3D_CID 50912860
Conformer3D_CID_ 50912861
Conformer3D_CID 50912990
Conformer3D_CID_ 50912991
Conformer3D_CID 50912992
Conformer3D_CID 50912994
Conformer3D_CID 50912995
Conformer3D_CID 50913135
Conformer3D_CID_50913136
Conformer3D_CID_50913137
Conformer3D_CID 50913279
Conformer3D_CID 50913284
Conformer3D_CID 50913430
Conformer3D_CID 50913431
Conformer3D_CID 50913432
Conformer3D_CID_ 50913433
Conformer3D_CID 50913435
Conformer3D_CID_50913581
Conformer3D_CID_ 50913582
Conformer3D_CID 50913726
Conformer3D_CID 50913727
Conformer3D_CID 50913874
Conformer3D_CID_50913875
Conformer3D_CID 50913877
Conformer3D_CID 50914017
Conformer3D_CID 50914018
Conformer3D_CID 50914162
Conformer3D_CID 50914163
Conformer3D_CID 50914166
Conformer3D_CID_50914321

5,24
4,62
4,78
3,63
2,64
4,23
5,76
5,19
5,33
4,08
5,01
3,38
5,00
6,52
5,29
3,64
3,85
4,54
3,81
5,68
4,64
5,45
4,61
3,75
3,72
4,61
5,37
4,20
3,05
3,72
4,88
6,46
4,54
5,34
4,32
4,68
5,19
5,16
3,40
4,64
4,65
4,61
5,58
5,17
6,01
6,30
5,05
3,86



220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267

Conformer3D_CID 50914475
Conformer3D_CID 50914476
Conformer3D_CID 50914609
Conformer3D_CID_ 50914751
Conformer3D_CID 50914752
Conformer3D_CID 50914753
Conformer3D_CID 50914896
Conformer3D_CID 50914900
Conformer3D_CID 50915034
Conformer3D_CID_50915037
Conformer3D_CID 50915038
Conformer3D_CID_54764921
Conformer3D_CID 58639464
Conformer3D_CID 58639569
Conformer3D_CID 58924028
Conformer3D_CID 58924085
Conformer3D_CID 58924146
Conformer3D_CID 58924174
Conformer3D_CID 58924180
Conformer3D_CID 58924209
Conformer3D_CID 58924228
Conformer3D_CID 58924240
Conformer3D_CID 58924259
Conformer3D_CID 58924286
Conformer3D_CID 58924295
Conformer3D_CID_58924372
Conformer3D_CID_ 59053517
Conformer3D_CID 59053518
Conformer3D_CID 59053522
Conformer3D_CID_ 59053581
Conformer3D_CID 59053582
Conformer3D_CID_ 59053583
Conformer3D _CID 59053647
Conformer3D_CID_59053707
Conformer3D_CID 59053708
Conformer3D_CID_59053711
Conformer3D_CID_59053775
Conformer3D_CID 59053776
Conformer3D_CID_59053778
Conformer3D_CID 59053779
Conformer3D_CID 59672742
Conformer3D_CID 59672778
Conformer3D_CID 59673518
Conformer3D_CID 66871107
Conformer3D _CID 66888358
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Résumeé

Le docking moléculaire est devenu un élément commun important de la boite a outils de découverte de
médicaments. 1l est utilisé pour prédire comment une protéine (enzyme) interagit avec de petites molécules
(ligands) afin d’améliorer ou d’inhiber sa fonction biologique. Nous avons utilisé cette technique, réalisée par
I’intermédiaire du programme Surflex, pour le développement de nouveaux inhibiteurs de la NAMPT : une
nouvelle cible thérapeutique pour le traitement du cancer colorectal. Avec un taux de 82% de valeurs de RMSD
inférieures a 2 A et un coefficient de corrélation de -0.74, les performances du programme Surflex sont avérées.
Un criblage virtuel de 302 similaires de notre ligand de référence 2HJ (4,81 M), téléchargés de la Pubchem,
nous a permis de sélectionner les 5 meilleurs composés avec des affinités supérieures a 6 M. Ensuite le
docking moléculaire d’une collection de 65 composés issus de la mono-substitution et 52 issus de la bi-
substitution a fait ressortir les composés 33, 51, 67 et 74 avec des affinités respectives de 8,79 M ; 8,68 M ;
10,78 M ; 9,64 M largement supérieures a celle du meilleur similaire (6,83 M™). Enfin 1’évaluation des
différentes propriétes physicochimiques et pharmacocinétiques nous a permis de proposer les composeés 33, 51

et 67 comme de nouveaux inhibiteurs potentiellement puissants envers la NAMPT.
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