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INTRODUCTION GENERALE

Il 'y a eu un développement rapide des neurosciences au cours des 20 derniéres années.
Depuis, de nombreuses maladies sont devenues traitables et de nombreux secrets du
systéme nerveux ont été découverts.

Cette avancée est en partie due a l'utilisation de I'assistance informatique comme outils

de la science.

Le systéeme des neurotransmetteurs, qui utilise des acides aminés excitateurs tels que le
glutamate et l'aspartate comme intermédiaires, a récemment fait I'objet d'une attention
particuliére. En ce qui concerne le systeme glutamatergique, le sous-type de récepteurs du
glutamate le plus étudié porte le nom de I'un des agonistes sélectifs, le N-méthyl-o-
aspartate (NMDA).

L'une des approches assistées par les outils informatiques est le criblage virtuel par
docking moléculaire, qui est une nouvelle approche visant a simuler et prédire I'affinité d'un
trés grand nombre de ligands pour le site actif d'une cible thérapeutique donnée, qui est
assez facile a mettre en place, plus rapide et pour un codt bien inférieur au criblage

expérimental.

Initiée au début des années 1980, cette approche s'est développée pour devenir, de nos

jours, un outil incontournable dans la recherche de nouvelles molécules bioactives.

C’est dans ce méme contexte que nous orientons notre travail dans la recherche de
nouveaux inhibiteurs du récepteur NMDA en faisant appel a la modélisation par docking

moléculaire

Dans le premier chapitre de ce travail, le complexe récepteur NMDA est considéré en
détail comme une cible thérapeutique. L'accent est mis sur la classification des récepteurs
du glutamate, la structure et les fonctions physiologiques de base du complexe des
récepteurs NMDA, qui déterminent en grande partie les proprietés neuropsychotropes des
ligands des récepteurs NMDA.

Le deuxiéme chapitre décrit le docking moléculaire et ses algorithmes de docking et de

scoring ainsi que les outils et les différents logiciels nécessaires a sa réalisation.



Le troisieme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisees dans cette étude.
Le quatrieme chapitre présente les résultats et leurs interprétations

Une conclusion générale ainsi que des perspectives cléturent ce travail.



CHAPITRE | :

LLE COMPLEXE DES RECEPTEURS NMDA COMME CIBLE

THERAPEUTIQUE



Chapitre | : Le complexe des récepteurs NMDA comme cible thérapeutique

1.1 INTRODUCTION

En 1883, les chimistes allemands Ernst. Schulze et E. Bosshard ont isolé la L-
glutamine du jus de betteraves a sucre(1).Au debut des années 1900, le glutamate était
considéré comme un composant important du tissu nerveux(2). La recherche sur le role du
glutamate dans l'activité du SNC a débuté a la fin des années 1950, lorsque sa capacité a
exciter les neurones a été révélée et que le mécanisme spécifique (récepteur) de cet effet a
été prouvé(3). Des études ultérieures ont permis de découvrir que le glutamate et un certain
nombre d'autres acides aminés excitateurs (par exemple, l'aspartate) sont les principaux
médiateurs du systeme nerveux central des mammiferes et de nombreux sous-types de

récepteurs du glutamate ont été découverts.

1.2 CLASSIFICATION DES RECEPTEURS DU GLUTAMATE :

Le glutamate agit par l'intermédiaire de deux classes de récepteurs, les canaux
ioniques a libération par ligand (récepteurs ionotropes) et les récepteurs couplés aux
protéines G (métabotropes). (4). Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont nommeés
d'aprés leurs ligands (agonistes sélectifs) et classés en récepteurs NMDA, récepteurs
AMPA et récepteurs Kainate(4) (Tableau 1). Les récepteurs métabotropiques du glutamate
sont classés en fonction de leur structure et de leur activité physiologique en 8 familles
différentes, mGlurl a mGlur8. Ils sont également divisés en groupes, I, Il et 111 (Tableau 2)

(8).

Tableau 1. Sous-classes de récepteurs ionotropes du glutamate

Sous-classe de récepteurs
NMDA AMPA Kainate
Agoniste N-méthyl-D-aspartate (NMDA) a-amino-3- Acide
D, L-(tetrazol-5-yl) glycine hydroxy-5-méthyl- | kainique
4-isoxazolepropion | Glutamat
(AMPA) e
5-Fluorowillardiine
Antagoniste | ****PUT CEUX QUE NOUS CNQX, CNQX,
S AVONS OBTENUS DE DNQX,acide DNQX,
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PDB**** kynurénique NS102
Systéme Na*/Ca?* /K* Na*/Ca?* /K* Na* /Ca?*
affecté IK*
Sous-unités | NR1,NR2,NR2B,NR2C,NR2D,N | GIuR1, KA1,
R3 GluR2,GIuR3,GIuR | KA2,
4 GIuR5,
GIuR®,
GIuR7
Tableau 2. Classes de récepteurs métabotropiques du glutamate
Groupes de récepteurs
Groupe | Groupe Il Groupe Il1
Agoniste 3,5- eglumegad
dihydroxyphenylglycine Biphénylindanone
A
DCG-1V
Antagoniste MTEP,MPEP,Mavoglurant | APICA, EGLU
Récepteurs mGIuR1, mGIuR5 mGIuR2, mGIuR3 | mGIluR4
(familles) mGIuR6
mGIuR7
mGIuR8

1.3 STRUCTURE DU RECEPTEUR NMDA:
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1.3.1 Sous-unités des récepteurs NMDA :

NR2A
NR2B
NR2C
NR2D

8 splice variants ——» -~

- glutamate

Figure 1: Schéma de la structure du récepteur NMDA (4) (5) (6).

Le clonage moléculaire a montré que tous les récepteurs ionotropes du glutamate sont
constitués de quatre sous-unités, qui forment un récepteur fonctionnel avec un pore
perméable aux ions. Chacune des quatre sous-unités se lie a une molécule de ligand(5). Les
récepteurs NMDA nécessitent a la fois du I-glutamate et de la glycine pour l'activation du
canal (figure 1).

Le récepteur NMDA est assemblé a partir de deux sous-unités NR1, exprimées sous forme
de huit variantes d'épissage, et de deux d'une famille de quatre sous-unités NR2 (NR2A,
NR2B, NR2C, NR2D).(4). La sous-unité NR1 se lie a la glycine, tandis que les sous-unités
NR2 se lient au glutamate, ce qui permet au récepteur de se lier a un maximum de deux
molécules de glutamate et de deux molécules de glycine (6).
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Figure 2:Structure cristalline du récepteur hétérotétramétriqgue GluN1la-GluN2B NMDA
(NR1-NR2) (12)

Une nouvelle famille de sous-unités de récepteurs NMDA, composée de NR3A et NR3B, a
été décrite récemment (7). NR3A forme des canaux fonctionnels avec NR1 et,
contrairement aux autres sous-unités, fonctionne de maniére dominante-négative, c'est-a-

dire qu'elle s'assemble avec NR1 et supprime les courants induits par le glutamate (7).
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Le complexe des recepteurs NMDA comme cible thérapeutique

1.3.2 Sites de liaison des récepteurs NMDA (reconnaissance) :

NQ
(
"I "c

' NG
fm**‘

N
i

Channel Blockers

Antagonists
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B Mrz 2/576
& Ifenprodil
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Q g ‘ ‘ ‘ Agonists
O Rz
Coagonists
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@® Phosphorylation sites

—— NR1 alternative splicing

Figure 3 : Modéle montrant la structure du récepteur NMDA avec des sites de liaison avec
différents ligands.

On distingue plusieurs sites de liaison dans le complexe NMD A-récepteur :

1) site de liaison des agonistes (glutamate, NMDA) et des antagonistes compétitifs.
2) le site de liaison des coagulants de la glycine et de la D-sérine et des antagonistes
de la glycine

3) le site de liaison des polyamines (spermine, spermidine) et des antagonistes des
polyamines (10)

4) le site de liaison des blogueurs de "canaux" (phencyclidine, kétamine,
mémantine) (11)

5) Site de liaison au Mg2 (13)

6) Site de liaison du Zn2 (14)

7) site de liaison H+ (15)
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En outre, il existe des sites de liaison spécifiques pour d'autres substances
bioactives, telles que les neurostéroides (par exemple, la prégnénolone ; (16)), les

neuropeptides (par exemple, la dinorphine ; (17)) et I'histamine (18).

1.4 L'ACTIVITE PHYSIOLOGIQUE DU RECEPTEUR NMDA :

Comme nous l'avons déja noté, le glutamate est le principal médiateur excitateur du
systéeme nerveux central des mammiferes. 1l n'est pas surprenant qu'un trés grand nombre
de fonctions physiologiques soient basées sur l'utilisation active de la transmission

glutamatergique.

Il serait peu pratique d'essayer de décrire tous les effets physiologiques possibles de
I'activation du complexe des récepteurs NMDA. Néanmoins, on peut distinguer trois
fonctions physiologiques principales des récepteurs NMDA, qui refletent les
caractéristiques fonctionnelles de ces récepteurs et servent de base au développement de

méthodes de modulation pharmacologique.

1.4.1 Régulation de I'excitotoxicité neuronale:
L'ouverture du canal associé au complexe des récepteurs NMDA entraine une
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire entrant le long du gradient de

concentration, ce qui conduit a une augmentation de I'activité neuronale.

La surexcitation d'un neurone s'accompagne du passage de neurones fonctionnant
normalement a un etat d'activité épileptiforme, qui peut se manifester par le développement

de crises éepileptiques (19).

L'activation excessive prolongée des récepteurs NMDA entraine une augmentation
pathologique de la concentration de calcium intracellulaire et déclenche des changements
irreversibles (activation de protéases, d'endonucléases et de phospholipases Ca2+-

dépendantes), conduisant & la mort d'un neurone (meécanisme dit de " mort calcique ") (20).
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Les affections neuropathologiques causées par I'hyperactivité du systéme glutamatergique
comprennent non seulement les troubles neurodégénératifs classiques (maladie
d'Alzheimer, chorée de Huntington, maladie de Parkinson, sclérose latérale
amyotrophique), mais aussi les Iésions cérébrales ischémiques, diverses encéphalopathies

(y compris diabétiques), les troubles cognitifs, etc(20).

Des études ont également révélé le role du récepteur NMDA dans la "mort cellulaire
programmée" (apoptose) déclenchée par I'accident ischémique cérébral(21).

1.4.2 Plasticité synaptique :

Le terme "plasticité synaptique™ est utilisé pour décrire les mécanismes de la
mémoire et de I'apprentissage non seulement au sens traditionnel, mais aussi pour discuter
des fondements de diverses formes d'addiction, de tolérance, de toxicomanie, etc. Ceci est
dd au réle des NMDAR en tant que déclencheur de la potentialisation a long terme (LTP) et

de la dépression a long terme (LTD) de la transmission synaptique rapide (22).
Distribution des récepteurs NMDA dans le systéme nerveux central :

Les récepteurs NMDA (ou plutét les sous-unités NR1) sont présents dans tout le systéeme

nerveux central des mammiferes. La plus forte densité de ces récepteurs est observée dans
le systeme olfactif, I'nippocampe, le cortex frontal, les noyaux basaux (noyau accumbens,
noyau caudé, septum, etc.) qui sont responsables de la mémoire et de I'apprentissage au

sens classique du terme (23)(24).

1.5 CLASSIFICATION DES ANTAGONISTES DES RECEPTEURS NMDA :
Il existe plusieurs classifications des antagonistes des récepteurs NMDA. La
classification basée sur leur liaison a divers sites du complexe des récepteurs NMDA

semble étre la plus justifiee.
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Figure 4: Illustration des différents antagonistes des récepteurs NMDA
et de leur mode d'action (25)

1.5.1 Antagonistes compétitifs des récepteurs NMDA :

Comme leur nom l'indique, les antagonistes compétitifs interagissent avec le méme
site du complexe des récepteurs NMDA que le glutamate. L'introduction d'antagonistes
compétitifs entraine le déplacement des agonistes du site de liaison du glutamate sur le

complexe des récepteurs NMDA et donc un affaiblissement des effets des agonistes.

Le premier des antagonistes compétitifs, I'acide o-a-aminoadipique, a été découvert a
la fin des années 70. (26). Sur la base de cette molécule, un grand nombre d'antagonistes
sélectifs contenant un groupe s-phosphonique, mais ayant une capacité limitée a pénétrer la
barriere hémato-encéphalique. Plus tard, des analogues cycliques sont apparus avec du
benzéne (par exemple, NPC-17742 / GPI-3000 (27)), la pipéridine (par exemple CGS-
19755 (28)) et pipérazine (par exemple CPP, D-CPPene (28) ), qui se caractérisent par une

activité élevée lors de I'administration systémique (figure 4).
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Figure 5:Structure chimique de certains antagonistes compétitifs des récepteurs NMDA.

La plupart des antagonistes compétitifs connus se lient a tous les sous-types de
récepteurs NMDA, quelle que soit la configuration des sous-unités. Cependant, en général,
les données indiquent que les antagonistes compétitifs ont la plus grande affinité pour les
récepteurs ayant dans leur composition les sous-unités NMDARZ2A et/ou 2B. Par exemple,
0-CPRepe est le plus sélectif vis-a-vis des NMDAR2A-pe4 enTopaM (28).

Selfotel (CGS-19755), CGP-39653, CGP-43487 ont une plus grande affinité pour les
récepteurs NMDAR2A et NMDARZ2B que pour les récepteurs avec les sous-unités
NMDAR2C et 2D (29).
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1.5.2 Blogueurs de canauxnoncompetitifs
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Ketamine Phencyclidine (PCP)

A ,N :

Dizocilpine
Dextromethorphan

Figure 6: Structure de quelques aryclohexamines

C'est cette classe qui a donné le coup d'envoi a la recherche sur les propriétés
pharmacologiques des antagonistes des récepteurs NMDA. Le premier bloqueur de canaux
étudié, la phencyclidine (PCP), est utilisé dans des expériences depuis plus de 30 ans, bien
que les bloqueurs de canaux sélectifs ne soient apparus que dans les années 1980 (30).
Les arylcyclohexylamines interagissent avec une variété de récepteurs, ce sont : Le
récepteur p-opioide, le récepteur o et les agonistes du récepteur D2. Ainsi que les
récepteurs nACh et les récepteurs NMDA. Ceci est associé a des effets anesthésiques,
anticonvulsivants, neuroprotecteurs ; ainsi qu'a des effets stimulants, euphorisants et
dissociatifs.

A des doses élevées, des effets psychomimétiques ont également été observés, ce qui a
rendu I'avancement clinique difficile (31).

En raison du large éventail d'activités pharmacologiques possibles, des modifications
chimiques sont mises en ceuvre pour changer le profil pharmacologique, ce qui permet

d'obtenir des effets plus sélectifs et mieux adaptés en fonction des différences structurelles.
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1.5.3 Antagonistes du site de liaison de la glycine insensible a la strychnine :

Au début, les perspectives d'utilisation des antagonistes des recepteurs de la glycine
étaient treés incertaines en raison des difficultés liées a la faible pénétration a travers la
barriéere hémato-encéphalique. Cependant, on sait déja que plusieurs antagonistes de la
glycine ont un profil pharmacocinétique amélioré, et des données ont confirmé leur bon
potentiel thérapeutique en cas d'administration systémique (32).

Les antagonistes de la glycine constituent un groupe dont la structure chimique est tres
hétérogéne (figure 7).

OH O
Q NH; NH,
N :
N OH O o O%:/ NH
= o
0
OH
Kynurenic acid Rapastinel
OH O
NH, NH; MNHZ
R Heael®
O J
HA-966 Apimostinel

Figure 7:Structure des antagonistes du site de liaison de la glycine.
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1.5.4 Antagonistes des récepteurs de la polyamine
OH

1 .
N™ X
HO OH
OH
Traxoprodil Eliprodil N
HO
N
1% OH
WN
HO
. F
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Figure 8:Structure des antagonistes des récepteurs de la polyamine

Le ifenprodil a été développé pour traiter les troubles circulatoires périphériques ; il
subit une dégradation rapide dans le foie, et une série de ses analogues a donc été
synthétisée afin de limiter le métabolisme dans le foie. L'une de ces substances, I'éliprodil
(SL-82.0715), s'est avérée étre un antagoniste sélectif des récepteurs des polyamines et a
elle-méme servi de prototype pour le développement d'une série d'antagonistes des
récepteurs NMDA (figure 8). Les antagonistes de la polyamine constituent encore un
groupe relativement restreint de modulateurs du complexe des récepteurs NMDA, malgré
cela, ils possédent des propriétés trés intéressantes qui captent I'attention des chercheurs.
Tout d'abord, contrairement aux autres classes d'antagonistes des récepteurs NMDA
décrites précédemment, le mécanisme d'action modulatrice des antagonistes des
polyamines est mieux décrit par le terme "modulation”, et non "antagonisme" ou "blocage".
En raison de la grande prévalence des récepteurs NMDA dans le systeme nerveux central,
les ligands qui ont un effet modéré (limit€) sur l'activité du complexe des récepteurs
NMDA (tels que les agonistes partiels des récepteurs de la glycine) ont les meilleures

perspectives d'utilisation clinique. Les antagonistes des polyamines ne déplacent pas les
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agonistes ou les co-agonistes des sites de liaison et ne blogquent pas directement I'ionophore

lui-méme, mais ils bloquent les canaux calciques potentiellement dépendants(33).

Deuxiemement, les antagonistes des polyamines se lient sélectivement aux
RECEPTEURS NMDAR2B (34). La sous-unitt NMDAR2B est la plus largement
représentée dans le cerveau antérieur et, en particulier, dans les structures du systeme

limbique, ainsi que dans I'nippocampe(35).

Par conséquent, I'analyse pharmacologique des effets des antagonistes des polyamines

présente peut-étre le plus grand intérét pour la psychopharmacologie.

1.6 PROPRIETES NEUROLOGIQUES ET PSYCHOTROPES DES ANTAGONISTES DES

RECEPTEURS NMDA :

La présence d'un grand nombre de récepteurs du glutamate dans diverses parties du
systéme nerveux, leur réle physiologique unique indiquent les perspectives d'utilisation de
composés qui affectent le systétme des neurotransmetteurs glutamatergiques comme
médicaments de divers types d'action (anticonvulsivants, anti-ischémiques, agents

neuroprotecteurs, analgésiques, etc.)

Il n'est donc pas surprenant que les plus grandes sociétés pharmaceutiques du monde
disposent de programmes de recherche approfondis visant a créer des médicaments basés

sur les ligands des récepteurs du glutamate.

Dans ce chapitre, nous tenterons d'analyser les principales tendances et perspectives
de création de nouveaux médicaments bases sur la regulation des fonctions des NMDA, un
sous-type de récepteurs ionotropes du glutamate. La capacité des antagonistes des
récepteurs NMDA a supprimer le développement et la manifestation de la tolérance et de la
dépendance aux drogues (principalement aux opiacés) est examinée en détail pour plusieurs

raisons.

Premiérement, les antagonistes des récepteurs NMDA améliorent considérablement

I'analgésie opiacée, ce qui, associé a leur capacité a inhiber le développement de la
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tolérance, augmente I'efficacité thérapeutique des analgésiques opiacés. Deuxiéemement, les
antagonistes des récepteurs NMDA affaiblissent les propriétés motivationnelles des
drogues, y compris des opiacés, et augmentent ainsi la sécurité thérapeutique des
analgésiques opiacés. Troisiemement, les bloqueurs de canaux de type phencyclidine ont
eux-mémes un potentiel addictif prononcé, et I'administration répétée d'antagonistes des

récepteurs NMDA peut s'accompagner du développement d'une tolérance a leurs effets.

Les propriétés anticonvulsivantes, anxiolytiques et antidépressives des antagonistes

des récepteurs NMDA peuvent étre extrémement utiles comme options thérapeutiques.

1.6.1 Troubles convulsifs

La régulation de [lexcitabilité neuronale est l'une des principales fonctions
physiologiques du systéme glutamatergique. Les agonistes des récepteurs du glutamate
provoquent une augmentation de l'activité neuronale, et leur administration s'accompagne
du développement de crises d'épilepsie. Presque immédiatement apres l'apparition des
antagonistes competitifs des récepteurs NMDA, on a commencé a étudier la possibilité de

les utiliser comme anticonvulsivants(36).

Un grand nombre de données expérimentales ont été accumulées sur I'effet
anticonvulsivant prononce des antagonistes des récepteurs NMDA de diverses classes -

antagonistes compétitifs, bloqueurs de canaux, antagonistes de glycine (37).

Les antagonistes des récepteurs NMDA présentent une activité anticonvulsivante dans les
crises cloniques et toniques : crises audiogénes, crises limbiques provoquées par la
pilocarpine, crises provoquées par le corazole, chocs électriques, crises convulsives
géneralisées apres choc électrique transcranien, états convulsifs génétiqguement détermines,
crises provoquées par I'administration intracérébrale ou systémique d'agonistes des
récepteurs NMDA.

L'intérét pour le développement de nouveaux anticonvulsivants basés sur les antagonistes
des récepteurs NMDA s'explique par l'existence d'hypothéses sur I'efficacité de ces
substances dans certaines formes de troubles convulsifs qui étaient auparavant résistants a

la therapie.
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Certains antagonistes tels que la Kétamine se sont révélés étre des traitements possibles
pour contrbler I'état épileptique et les crises liées a I'éclampsie, des études ayant montré des

résultats positifs(38).

1.6.2 Ischémie cérébrale

La libération massive de glutamate et d'autres acides aminés excitateurs lors d'une
ischémie ou d'une lésion du tissu nerveux a été mise en évidence dans de nombreuses
études (39) (40). De plus, une augmentation de la concentration de glutamate et de glycine
est observée dans le liquide céphalo-rachidien et le plasma des patients souffrant
d'accidents ischémiques progressifs ou de lésions cérébrales(41).

La libération excessive de glutamate en soi est I'une des clés, mais pas le seul
mécanisme de la mort neuronale dans des conditions d'ischémie et de traumatisme, lorsque
les ressources energétiques de la cellule sont trés limitées. 1l est également nécessaire de
tenir compte du fait que des facteurs tels que la diminution du potentiel membranaire de
repos, I'endommagement des systemes de tampons calciques intracellulaires augmentent la
sensibilité des neurones au glutamate. En outre, il ne faut pas oublier le réle important du
stress oxydatif, de [I'inflammation et de la détérioration de la barriere hémato-

encéphalique(42).

Dans les lésions cérébrales, on considére que l'un des mécanismes de dommage est
I'affaiblissement du blocage des récepteurs NMDA par le magnésium(43).ce qui peut
expliquer la plus grande efficacité des bloqueurs de canaux par rapport aux antagonistes

compétitifs.

Les données les plus récentes montrent une dualité dans la fagon dont les NMDAR
contribuent a la survie ou a la mort des neurones, en fonction des emplacements

subcellulaires et des sous-types du récepteur qui sont activés (figure 9).
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Figure 9: Illlustration expliquant le mécanisme par lequel les récepteurs NMDA influencent
la survie et la mort des cellules. (44)

En général, les NMDARs GIuN2A synaptiques sont associés a des effets "pro-survie”
tandis que les NMDARs GIuN2B extra-synaptiques sont liés a des complexes de

signalisation pro-mortalité. (44).

La conception de traitements basés sur les récepteurs NMDA est une possibilité mais
reste difficile, les chercheurs devraient chercher a bloguer la voie de signalisation "pro-
mort”. Si certains antagonistes sont capables de le faire, ils n'ont aucune sélectivité pour les
sous-unités GIUN2A et GIuUN2B, tandis que les antagonistes sélectifs de GIUN2B existants
sont des régulateurs allostériques négatifs, avec l'inconvénient d'effets indésirables et de
dépendance a l'activité (45) (46).
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1.6.3 Maladies neurodegenerative:

1.6.3.1 La maladie de Parkinson:

Le principal mécanisme pathogénique du développement de la maladie de Parkinson
est la mort des neurones de la substantia nigra (pars compacta), qui donnent des projections
dopaminergiques dans le striatum, le noyau caudé et la cléture. On suppose que les
changements neurodégénératifs sont declenchés par le mécanisme de neurotoxicité du

glutamate.

Parkinsons Disease

Non-Parkinson's

.

red nucleus

Substantia Nigra

Superior colliculus

Figure 10 : Dégradation de la substantia nigra associée a la maladie de Parkinson (79).

L'utilisation des antagonistes du NMDA est due a trois observations : le blocage de la
signalisation anormale du glutamate dans le noyau sous-thalamique est crucial dans la

pathogenése et les symptémes moteurs de la maladie de Parkinson (47).

L'antagonisme du NMDA protégeant les neurones nigraux, la synergie des
antagonistes du NMDA avec les agents dopaminergiques entrainant une augmentation de la
libération et du renouvellement de la dopamine ainsi que le blocage de la signalisation
anormale du glutamate dans le noyau sous-thalamique étant cruciaux dans la pathogenése et
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les symptdmes moteurs de la maladie de Parkinson justifient l'utilisation de I'agoniste du
NMDA dans la maladie de Parkinson(48) (49).

Bien que les évaluations précliniques obtenues aient indiqué I'efficacité potentielle du
ciblage des récepteurs du glutamate pour le traitement du parkinsonisme, les essais
cliniques chez les patients atteints de la maladie de Parkinson sont encore relativement
insuffisants et toujours en cours de développement. A I'heure actuelle, seul I'amantadine, un
faible antagoniste du NMDA, a été largement utilisé pour le traitement des dyskinésies. La
pharmacologie de I'amantadine est complexe et ne dispose pas d'un mécanisme d'action
bien défini, mais elle exerce un effet antiparkinsonien grace a des concentrations
"thérapeutiques" (c'est-a-dire de faibles micromolaires) sur l'activité des antagonistes du
NMDA (50).

Cependant, une étude récente sur I'antagoniste des récepteurs NMDA sélectif du NR2B, le
MK-0657, a suggeéré qu'une dose unique de MK-0657 n'a pas permis d'améliorer la LID et

les symptdmes moteurs chez les patients atteints de MP (51).

1.6.3.2 La maladie de Huntington

La maladie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative autosomique
dominante causée par une expansion des répétitions CAG dans le premier exon du gene de
la huntingtine, conduisant a un étirement polyglutamine dans I'extrémité N-terminale de la
protéine. Cette mutation provoque une neurodégénérescence progressive affectant d'abord
les neurones de projection du striatum (SPN) puis les neurones corticaux, entrainant des

symptdémes moteurs, cognitifs et psychiatriques caractéristiques(52).
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Figure 11 : Illustration montrant en haut la gamme normale de répétitions et la gamme de
répétitions pathogenes (National Institute of Standards and Technology).

Parmi les dysfonctionnements cellulaires observés dans la HD, une augmentation de
la susceptibilité neuronale a I'excitotoxicité induite par le NMDA a été rapportée. De plus,
les injections intrastriatales d'agoniste NMDAR chez les souris et les primates reproduisent
la dégénérescence striatale observée dans la MH, ce qui sous-tend la sensibilité des
neurones striataux de la MH a la toxicité induite par les NMDAR (53) (54).

1.6.3.3 Sclérose latérale amyotrophique

Une stimulation excessive des récepteurs du glutamate est également associée au
développement de la sclérose latérale amyotrophique, dans laquelle on observe une
diminution de la masse des neurones des cornes ventrales de la moelle épiniére et des
neurones corticaux qui donnent des projections dans les neurones des cornes ventrales. La
concentration accrue de glutamate dans le liquide céphalo-rachidien et le plasma dans la
SLA a servi de base a un certain nombre d'essais cliniques sur les récepteurs des
antagonistes du glutamate (dextromeéthorphane, lamotrigine) qui n‘ont pas encore apporté le
résultat escompte. Cependant, les récepteurs du glutamate restent des cibles potentielles

dans le traitement de cette maladie, et le riluzole, un inhibiteur non sélectif de la libération
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du glutamate, a été enregistré dans un certain nombre de pays comme thérapie pour la SLA
(55).

1.6.3.4 La maladie d'Alzheimer et les troubles de la mémoire :

La maladie d'Alzheimer est la variante la plus courante de la démence senile,
caractérisée par un dysfonctionnement cognitif global, notamment des pertes de mémoire,
des changements de comportement et de personnalité. Elle est liée a des dommages dans la
fonction et la structure de I'nippocampe et du néocortex, des zones du cerveau utilisées pour
la mémoire et la cognition(56). Les caractéristiques histologiques de la maladie
d'Alzheimer sont la formation de plaques amyloides extracellulaires composées du peptide
amyloide béta (Ap) et d'enchevétrements neurofibrillaires intraneuronaux, composés de la

protéine Tau anormalement hyperphosphorylée(57).

4 e \ X o ¥ A
Enzymes act on the APP (amyloid-beta precursor protein) and cut it into fragments. The beta-amyloid

fragment is crucial in the formation of amyloid plaques in Alzheimer's disease.

Figure 12 : Illustrateur montrant la formation de plagues béta-amyloides dans la maladie
d'Alzheimer

Néanmoins, la perte de synapses causée par l'absence d'axones et de dendrites
fonctionnels ou par la mort des neurones est la principale cause de perte de mémoire (58).

On s'attend donc a ce que les antagonistes des récepteurs NMDA fassent I'objet de
recherches sur la maladie d'Alzheimer en raison de leurs propriétés neuroprotectrices

mentionnées précédemment.

Il existe actuellement deux classes de médicaments contre la maladie d'Alzheimer :

Les inhibiteurs du cholinestérase qui comprennent la galantamine, la rivastigmine et le
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donépézil. La mémantine, antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA. L'
association de la mémantine et des inhibiteurs du cholinestérase pourrait avoir des effets

bénéfiques plus importants sur le comportement, la cognition et les résultats globaux(59).

Donepezil Memantine

Figure 13 : Structure du donépézil, un inhibiteur de I'acétylcholinestérase, et de la
mémantine, un antagoniste des récepteurs NMDA.

1.6.4 Troubles de I'humeur:
L'humeur est décrite comme la tonalité interne des sentiments qui influence la fagon

dont un individu se percoit et pergoit I'environnement.

Les troubles de I'hnumeur les plus étudiés sont le trouble dépressif majeur et le trouble
affectif bipolaire (TAB), ce dernier étant caractérise par une alternance d'épisodes
maniaques et depressifs. Les symptdmes psychotiques peuvent étre présents lors d'épisodes

graves de dépression, de manie ou lors d'états mixtes(60).

On a d'abord pensé que les troubles de I'humeur étaient causes par des altérations des
niveaux de noradrénaline et de sérotonine, mais cette théorie n'a pas permis d'expliquer
complétement la cause de cette maladie complexe. Parmi les autres théories, citons
l'altération de la régulation hormonale (dysfonctionnement de I'axe hypothalamo-
hypophysaire et de I'axe thyroidien), I'altération des récepteurs de I'acide y-aminobutyrique

(GABA) et l'altération de la voie de I'acide arachidonique et des récepteurs NMDA.
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L'hypothése de I'acide arachidonique (AA) dans la BPAD représente un mécanisme bien
étudié utilisé pour expliquer la pathophysiologie de la maladie. Cette hypothese a gagné en
popularité grace a des données montrant que la BPAD est associée a une augmentation de
la cascade de I'AA. Ces données ont été validées par des rapports indiquant que les
inhibiteurs de cette cascade, y compris le lithium, étaient des stabilisateurs d’humeur
efficaces(61).

Comme pour dautres troubles mentaux avec des manifestations psychotiques,
I'activité des récepteurs NMDA semble étre intimement impliquée dans le réseau complexe
de voies menant a la pathogenese des troubles de I'humeur. Il a été démontré que la
kétamine, un antagoniste des récepteurs NMDA, améliore rapidement les symptomes de la
dépression(62).

D'autres auteurs ont décrit que la kétamine produit également une désinhibition des
neurones GABAergiques, conduisant a une augmentation des niveaux présynaptiques de
glutamate ; qui interagit ensuite avec les récepteurs o-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique (AMPA), les récepteurs NMDA étant bloqués par la kétamine. Cette
augmentation du rapport entre I'activation des AMPA et des NMDA pourrait étre impliquée

dans les effets antidépresseurs de la kétamine(63).

De plus, une analyse de liaison génétique a confirmé un role spécifique de la sous-unité
NR2B du récepteur NMDA dans la BPAD(64).

L'ensemble de ces études suggere que l'activité des récepteurs NMDA joue un réle essentiel

dans les troubles de I'hnumeur.

1.6.5 Effet anxiolytique

Alors que les traitements les plus courants des troubles anxieux sont les
benzodiazépines et les inhibiteurs sélectifs du recaptage de la sérotonine, certaines formes
d'anxiété s'averent résistantes au traitement par ces composes, il est devenu évident que des
stratégies de traitement alternatives sont nécessaires.Le systeme glutamatergique a fait

I'objet d'études sur la physiopathologie des troubles anxieux(65).
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Des effets anxiolytiques ont été observes chez des rongeurs auxquels on a administré
des antagonistes des récepteurs NMDA dans plusieurs scénarios, y compris le test du

labyrinthe en croix élevé(66).

Bien que ces rapports indiquent I'implication de la signalisation médiée par les récepteurs
NMDA dans la régulation des comportements de type anxieux, la dissection moléculaire du
role de la signalisation médiée par les récepteurs NMDA est difficile car le glutamate

exerce ses effets sur diverses fonctions neuronales d'une maniére trés complexe(67).

1.6.6 Douleur et troubles de la douleur chronique
Les antagonistes des récepteurs NMDA ont suscité une attention croissante ces

dernieres années en tant que traitement alternatif de la douleur.

L'activation des récepteurs NMDA a été associée a I'hyperalgésie, a la douleur
neuropathique et a la réduction de la fonctionnalité des récepteurs opioides. L'hyperalgésie
et la douleur neuropathique sont le résultat d'une sensibilisation accrue des neurones

spinaux, ce qui entraine une augmentation du niveau de la douleur(68) (69).

La réduction de la fonction des récepteurs opioides est causée par une diminution de
la sensibilité des récepteurs opioides. Cette diminution de la sensibilité se traduit a son tour
par une tolérance aux opioides, les patients ayant besoin de doses plus élevées d'opioides
pour obtenir les mémes effets thérapeutiques(70). Par conséquent, les antagonistes du

NMDA peuvent jouer un rdle dans ces domaines du traitement de la douleur(71).

Les antagonistes du NMDA qui ont été actuellement testés comprennent la kétamine, la
méthadone, la mémantine, l'amantadine et le dextrométhorphane. Les essais cliniques
réalisés jusqu'a présent ont demontre l'intérét de la kétamine et de la methadone dans la
réduction de la douleur neuropathique et de la douleur résistante aux opiacés. Cependant,
les effets indésirables sur le SNC sont préoccupants, surtout avec la kétamine. La
mémantine, I'amantadine et le dextrométhorphane sont des antagonistes du NMDA plus
faibles avec un profil de toxicité plus sir, mais ils n'ont pas montré de bénéfice constant

dans ces contextes de douleur. D'autres études sur les antagonistes du NMDA sont
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nécessaires pour déterminer leur meilleure utilisation dans le traitement de la douleur ainsi

que pour gerer efficacement leurs effets secondaires(72).

1.7 TOLERANCE AUX DROGUES ET RECEPTEURS NMDA

L'une des fonctions physiologiques les plus importantes du complexe des récepteurs
NMDA - est sa participation aux mécanismes de mémoire et d'apprentissage. En effet, les
récepteurs NMDA jouent un role clé dans les processus de plasticité synaptique, et la
plupart des mécanismes d'adaptation reposent en grande partie sur la fonction intacte des
récepteurs NMDA. L'adaptation de I'organisme a l'administration répétée et prolongée
d'agents pharmacologiques ne fait pas exception. La tolérance, la sensibilisation (tolérance
inverse), ainsi que la pharmacodépendance, qui sont, a premiere vue, des phénoménes
hétérogénes, sont unies par la capacité des antagonistes des récepteurs NMDA a bloquer

leur développement et/ou leur manifestation.

A notre avis, ce domaine d'application des antagonistes des récepteurs NMDA est I'un des

plus prometteurs.

1.7.1 Latolérance aux opiacés :
De nombreuses études ont démontré que les récepteurs NMDA jouent un role
important dans la tolérance et la dépendance aux effets antinociceptifs des opioides. (73).

Plusieurs points importants peuvent étre tirés de ces études :

Bien que l'application répétée d'antagonistes des récepteurs NMDA inverse la tolérance au
fil du temps, un traitement unique avec un antagoniste des récepteurs NMDA ne rétablit pas
les effets antinociceptifs des opioides chez les animaux tolérants. Ainsi, I'activation des
récepteurs NMDA n'est pas nécessaire a I'expression de la tolérance aux opioides. A
I'exception de la tolérance et de la dépendance induites par la morphine, pour lesquelles les
études montrent systématiquement I'efficacité des antagonistes des récepteurs NMDA, le
role des récepteurs NMDA dans la tolérance induite par les agonistes opioides sélectifs (en

particulier les - et k-opioides) reste controversé. Les agents disponibles en clinique ayant
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des propriétés antagonistes des récepteurs NMDA (tels que la DXM, la D-méthadone, la
mémantine) sont généralement aussi efficaces que le MK-801 pour prévenir la tolérance et

la dépendance dans les essais précliniques(74).

1.7.2 Tolérance aux autres substances psychoactives :

Ce groupe de substances est trés diversifié et comprend des classes bien connues de
substances psychoactives. Les antagonistes des récepteurs NMDA ont montré leur capacité
a ralentir le développement des benzodiazépines (75) Nicotine (76) 1’éthanol(77) et
THC(78).

1.8 FACTEURS LIMITANT L'UTILISATION CLINIQUE DES ANTAGONISTES DES
RECEPTEURS NMDA
L'activité psychotomimétique des antagonistes des récepteurs NMDA, ainsi que les
troubles cognitifs prononcés résultant de leur administration, ont prédéterminé I'échec des
tentatives d'utilisation de ces médicaments en pratique clinique pendant de nombreuses
années.
Ces dernieres années, il est devenu évident que tous les antagonistes des récepteurs NMDA
ne provoquent pas de tels effets secondaires, ce qui a conduit a une utilisation thérapeutique
plus active de ces substances. En outre, les études qui ont été menées ont permis d'acquérir
une compréhension moderne du profil psychopharmacologique des antagonistes des
récepteurs NMDA, qui détermine la probabilité de leur utilisation thérapeutique. L'effet des
antagonistes des récepteurs NMDA sur la mémoire et l'apprentissage a été décrit

précédemment.

La phencyclidine est apparue sur le marché pharmaceutique a la fin des années 50 en
tant qu'anesthésique général. Malgré I'efficacité du médicament, ainsi qu'un certain nombre
d'avantages qui lui sont associés - I'anesthésie dite "dissociée", les effets psychomimétiques
ainsi que le potentiel narcotique qui ont fait de cette substance I'une des drogues les plus

consommées a la fin du 20™ siécle ont limité la stigmatisation sociale de cette drogue.
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DOCKING MOLECULAIRE

2.1 INTRODUCTION

Le développement d'un nouveau médicament est un processus long et codteux, allant de
I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique jusqu'au patient, dans lequel les
essais cliniques succedent au développement préclinique.(80)de I'idée initiale a I'entrée sur le

marché, peut prendre environ 12 a 15 ans (81). Coit plus d'un milliard d’euros (Figure 14) (82).

Evaluation/
AMM

Drug discovery Pré-clinique l§ Essais cliniques Phase IV

Testsinvitro Testsinvivo ~ Phase |:20 - 80 volontaires sains  Jusqu'a f”i"i .
e sur des Phase Il : 100 - 200 patients 2ans g
solement ae « Nits » s . -
Chimic - d&Rnition modeles Phase Il : 1000 - 10 000 patients Vigiance
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1 médicament
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10 000

composés
testés

par les autorités
de santé

1|o 12 Années
1

=

Figure 14:Etapes du processus de découverte d’un médicament (83)

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure de complexes moléculaires a partir de
molécules isolées, ce qui est assez facile a réaliser. Moins cher et plus rapide que les tests in vitro
(84).

2.2 LESETAPES DE DOCKING

Le docking, en francais, signifie ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire,et son but est
de prédire la capacité d'une molécule & se lier au site actif d'une protéine(Figure 15). Celle-ci est
basée sur la prédiction de la conformation et de I'orientation de la molécule lorsqu'elle se lie au

28



Chapitre 11 : Docking Moléculaire

récepteur pour accelérer la recherche et la découverte de nouvelles molécules bioactives insilico
(85, 86).

Figure 15:Représentation schématique du Dockingmoléculaire(87)

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes :

2.2.1 Ledocking
Est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la protéine et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant que

celles qui représentent les modes d’interaction les plus favorables.

2.2.2 Lescoring
Est I'¢tape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité entre le ligand et la protéine dans

chacun des complexes sélectionnés lors de I’étape précédente.

Cette tache est accomplie par des outils informatiques nommés fonctions de score. Celles-ci
évaluent d’abord les différentes contributions énergétiques (et parfois entropiques) pour la
stabilisation du complexe protéine-ligand, et ordonnent ensuite ces complexes, permettant ainsi

I’identification des modes d’interaction les plus probables(88).
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Figure 16: Représentation schématique des étapes du docking moléculaire.

2.3 TYPE DE DOCKING

On peut distinguer trois types de docking moléculaire :

2.3.1 Docking rigide

Pendant longtemps, le mécanisme de liaison d’un ligand a son récepteur a été envisagé
comme un processus statique dans lequel le ligand constituait une clé de forme complémentaire a
celle de la serrure qu’il était capable « d’ouvrir » (89). Dans le cas des méthodes de docking

rigide, la recherche de la pose optimale se limite au positionnement(90).

2.3.2 Le docking semi-flexible

Seule la flexibilité du ligand est traitée, le récepteur reste rigide. Par conséquent, en plus de
I'exploration de la translation et de la rotation, les degrés de liberté du ligand sont également
échantillonnés. Cet ancrage est basé sur I'hypothése de base que la conformation du récepteur

utilisé peut reconnaitre le ligand (91).

2.3.3 Docking flexible

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux étapes
sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking. La premiére étape correspond
a une exploration de l'espace conformationnel de maniére a retrouver, parmi les conformations
proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape une fonction de score évalue ces
conformations .1l existe plusieurs types d'algorithmes pour le traitement de la flexibilité du ligand
. les méthodes systématiques (fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et les

méthodes de simulation (dynamique moléculaire)(92).

2.4 OUTILS DE DOCKING

Pour réaliser une étude utilisant le docking moléculaire il y a des éléments indispensables :
le/la ligand qui est une petite molécule, la/le cible qui est un récepteur macromoléculaire de
nature protéique et le programme de docking qui predit la conformation la plus favorable du
ligand au sein du récepteur choisi.
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2.4.1 Récepteur

Le récepteur est une macromoléculaire protéiques qui assure la réception d'information par
la liaison avec une molécule plus petite, appelée ligand, a un site de reconnaissance particulier
(93). Les structures 3D que nous utilisons sont disponible gratuitement dans la banque de donnée
PDB (« Protein Data Bank », (en anglais) la plus grande archive de données structurales de
macromolécules biologiques, comme les protéines et les acides nucléiques (ARN et ADN) (94).

2.4.2 Ligand
Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
protéine nucléique, jouant en général un rdle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse,

modulation d’une activité enzymatique, transmission d’un signal (95).

Le choix du ligand dans le docking moléculaire est une étape trés importante et il doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des
molécules (96).

La structure des ligands est obtenue par deux moyens : Le premier moyen consiste a utiliser
des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans
différents formats (pdb, mol, mol2...etc.) grace a des logiciels de construction moléculaire tels
que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl. Le second moyen, souvent d’aspect commercial,
consiste a utiliser des bases de données de structures chimiques appelés chimiotheque ou espaces

chimique telles que Pubchem, Zinc, la chimiotheque Nationale Francaise etc (97).

2.43 Programmes de docking
Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation (position et
orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur, et aussi pour estimer la

force de Il'interaction entre la cible et le ligand.

A nos jours plusieurs programmes de docking moléculaire (commerciaux ou non) sont
disponibles : AutoDock, AutoDock Vina, LeDock19, rDock, UCSF DOCK, LigandFit, Glide,
GOLD, MOE Dock, Surflex-Dock, DOCK3, AutoDock4, GOLD5, FlexX6, Glide7, ICM8 et
Surflex9 (98, 99).
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Les plus fréquemment cités sont respectivement: AutoDock, GOLD, Glide, FlexX (figure 17)

W AutoDock
#Gold
M Glide

2N W Surflex-Dock
i Flexx

M Dock

¥IcM

19% WFRED

Figure 17: Digramme des programmes de docking les plus cités (99).

2.4.4  Surflex

Parmi les programmes de docking moléculaire, nous avons utilisé le programme Surflex
pour réaliser le travail de recherche. Le programme Surflex comprend deux parties. L’ une pour
des études de similarité tridimensionnelle des molécules, 1’autre pour des études de docking.
Seule la partie docking est abordée ici. Elle se base sur la construction d’une pseudo-molécule
comme cible laquelle aligner le ligand. Il s’agit de fragments de molécules placés dans le site
actif de maniére a occuper idéalement et de maniére redondante celui-ci a partir de criteres
morphologiques. Il est important de préciser que cette pseudo molécule peut étre construite a
partir du ligand dans le site, a condition de bénéficier d’une structure, ou bien a partir du
récepteur sans aucun ligand : il utilise dans ce cas 3 types de fragments CH4, C=0 et N-H mais il
est nécessaire de connaitre I’emplacement du site actif. L’étape de Docking s’effectue suivant
deux méthodes : - La premiere est une méthode incrémentale dite Hammerhead. Dans ce cas le

programme fractionne le ligand et cherche a trouver le meilleur appariement pour chaque
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fragment, il essaye d’adapter les fragments a ceux de la pseudo-molécule. Les fragments ayant la
plus haute affinité sont utilisés pour reconstruire le ligand. - La deuxieme méthode dite "molécule
entiere” reprend la méme étape de fractionnement que précédemment. Le changement se fait au
niveau des fragments du ligand conserves. Dans la méthode Hammerhead ne sont conservés pour
I’étape de docking que les meilleurs fragments qui s’alignent avec ceux de la pseudo-molécule.
Ici tous les fragments sont pris en compte pour la recherche de configuration optimale du ligand
(117).

2.5 LESINTERACTIONS PROTEINES-LIGANDS

2.5.1 Laliaison hydrogene

La liaison hydrogene est une force attractive qui s'opere entre deux groupes d'atomes
accepteurs et donneurs impliquant un atome d'hydrogéne. Le donneur est I'atome d'hydrogene lié
de maniére covalente a un atome électronégatif, typiqguement azote, oxygene, fluor. Tandis que
I'accepteur est un autre atome électronégatif, uniquement azote, oxygene ou fluor. Les valeurs des
angles et des distances varient respectivement de 90 a 180 degrés et de 1.2 & 4.0 A. Pour que la
liaison hydrogene puisse s'établir il faut que les conditions citées avant soient
réalisées. (100,101)

H 54 liaison hydrogéne H S+
Nowi 0,
EEEEEREN
/ 5-

6+

Figure 18: La liaison hydrogene.(101)
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2.5.2 Interaction ionique

Une liaison ionique, également connue sous le nom de pont salin, est créée par l'attraction
électrostatique entre deux atomes chargés de maniere opposée, la distance de la liaison saline doit
étre inférieure a 4,0 - 4,5 A, et sa force est importante pour les interactions non covalentes qui
peuvent étre atteint Toujours trés important 10 kcal/mole. (102)

Transfert d’un électron

Figure 19: La liaison ionique.

2.5.3 Effet hydrophobe

Les molécules ou groupes d’atomes non polaires ne sont pas capables de former des
liaisons hydrogeénes et ne peuvent donc pas s’hydrater : pour cette raison, on les nomme
substances hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler

par coalescence de fagon a minimiser les contacts avec I’eau. Les liaisons hydrophobes possédent

une énergie de 1’ordre de 7 kcal/mol (103).
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Effet
y hydrophobe

Figure 20: L’effet hydrophobe dans une protéine

2.5.4 Interactions Van der Waals

Les interactions Van der Waals sont a courte portée et se produisent lorsque deux atomes
ou molécules se rapproche I'une de l'autre. Ces interactions sont la somme des forces d'attraction
ou de répulsion entre les molécules, elles sont non covalentes et sont considérés comme des
interactions attractives faibles qui deviennent seulement appréciable lorsque les molécules

interagissant sont neutres et non polaires (104)
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3.1 MATERIALS

3.1.1 Computers
Two computers were used for the execution and analysis of our work , characteristics

presented in the following table:

Computer 1 Computer 2
RAM 4 GO 16 GO
CPU Intel Core i3 (i3 -4010U, 1.70 | Intel(R) Core (TM) i5-
GHz, 3 MB) 10600KF CPU @ 4.10GHz
4.10 GHz
Graphics Card Intel HD 4400 Geforce GTX 1060
Exploitation System Windows 10 Pro (64bit) Windows 10 Pro (64bit)

Tableau 03: Computer specifications.

3.1.2 Software

3.1.2.1 Surflex

Surflex is a fully automatic flexible molecular docking algorithm that combines the scoring
function from the Hammerhead docking system with a search engine that relies on a surface-
based molecular similarity method as a means to rapidly generate suitable putative poses for

molecular fragments (105).
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C\Windows\System3Z\cmd.exe = 0 X

Figure 21: Graphic interface of Surflex

3.1.2.2 Open Babel
Open Babel is a chemical toolbox designed to speak the many languages of chemical data.
It's an open, collaborative project allowing anyone to search, convert, analyse, or store data from

molecular modelling, chemistry, solid-state materials, biochemistry, or related areas(106).
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& OpenBabelGUI
File View Plugins Help
=== INPUT FORMAT ----
sdf —MDL MOL format ~
[Cluse this format for all input files (ignore file extensions)
T:\Pearlabyss\Desktop\Shaq\
[ snagprot.pdb
[CJinput below (ignore input file)

Format Info

ATOM 2156 N THRB 5
50.58 N

ATOM 2157 CA THRB §
50,51
ATOM
5160
ATOM
51.26
ATOM
5140
ATOM
46,02
ATOM
43.87
ATOM
41.64
ATOM
40,70
ATOM
42,97
ATOM
44,11
ATOM
54.43
ATOM
56,47

-15.951 -5.286 -25.137 1.00
-14.537 -5.646 -24.578 1.00

C
2158 C THRB 5 -14.109 -6.903-25.784 1.00

[a]

2159 O THRB 5 -13.437 -7.797-25.25 1.00

(=]

2160 CB THRB 5 -14.187 -5.795-23.500 1.00

(s}

2161 N ARGB 6 -14.502 -6.950-27.070 1.00

=

2162 CA ARGB & -14.148 -8.026 -28.004 1.00

[a]

2163 C ARGB 6 -12.922 -7.536-28.779 100

(2]

2164 O ARGB 6 -13.025 -6.587-29.560 1.00

(=]

2165 CB ARGB 6 -15.319 -8.289 -28.955 1.00

[a]

2166 CG ARGB 6 -15.158 -9.480 -29.878 1.00

(8]

2167 CD ARGB 6 -16.552 -9.972-30.171 1.00

(s}

2168 NE ARGB 6 -16.686-10.641-31.460 1.00
N

2169 CZ ARGB 6 -16.775-11.957-31.609 1.00
C
2170 NHLARGB 6 -16.701-12.758 -30.551 L.00

2171 NHZARGB 6 -16.923-12.484-32.816 L.00

w
[
in
"~
=

2172 N LEUB 7 -11.766 -8.173-28.548 1.00

#
-~
]
z

2173 CA LEUB 7 -10.487 -7.770 -29.161 1.00

(=)
s
a
0

2174 C LEUB 7 -10.413 -8.047-30.651 1.00

8
8
o

2175 O LEUB 7 -10.721 -5.148-31.100 1.00

B
in
4
o

2176 CB LEUB 7 -9.327 -8.461-28.436 1.00

[
=)
m
)
[a]

2177 CG LEUB 7 -8.680 -7.749-27.227 1.00

2
P
2
o

2178 COLLEUB 7 -9.6%6 -7.337-26.168 1.00

&
o
S
o

2179 COZLEUB 7 -7.641 -8.628-26.592 1.00

2180 N LYSB 8 -9.935 -7.065-31.415 L.00

W
]
z

2181 CALYSB 8 -9.695 -7.272-32.831 1.00

™~
ud
o
iy
(s}

2182 C LYSB 8
27.15 C
2183 O LYSE 8

8.242 -7.731-32.921 1.00

-7.341 -7.005 -32.506 1.00

-

[ ] startimport at molecule # specified
[] endimport at molecule # specified
[ Continue with next object after error, if possible
[ Attempt to translate keywords

[ pelete hydrogens (make implicit)

[ Add hydrogens (make explict)

[—] Add hydrogens appropriate for this pH

[] Convert dative bonds e.g.[N4]([0-])=0 to N(=0)=0
[] remave all but the largest contiguous fragment

[] Center Coordinates

[ Combine mols in first file with others having same name

Convert only if match SMARTS or mols in file:
[

Filter: convert only when tests are true:

l: Add properties from descriptors
Delete properties in list

Append properties or desaiptors in list to title:

[

[ 30in all input molecules into a single output molecule
[ output disconnected fragments separately
add or replace a property (SDF)

[ 7] Addor replace molecule tite
[] Append text to title
[ output multiple conformers separately
[J Append output index to title

Additional file output
[J Append input filename to title
[ Append input index to title
[J Adds hydrogen to polar atoms only
[0 Align coordinates to the first molecule
[ canonicalize the atom order
[ ] Fil the unit cell (strict or keepconnect)
[] Generate 2D coordinates
[] Generate 30 coordinates
[] Generate aliases as an alternative representation.
[T Output  mols with largest values
[ ] caladate partial charges by specified method
[ Adjacent conformers combined into a single molecuie
[ ] sortby descriptor (~desc for reverse)
[ [inchi remove duplicates by descriptor
[ determine chirality from atom parity flags
[ read title only

A

- [m] X
-=== OUTPUT FORMAT ----
mol2 - Sybyl Mol2 format ~| | Format Info
Output file
T:\Pearlabyss\Desktop\5h&q\5hagProt.mol2

[CJ output below only (no output file) []Display in firefox

1l molecule converted

@<TRIPOS >MOLECULE
T:\Pearlabyss\Desktop\5h8q\ShagProt.pdb
22272276000
SMALL
GASTEIGER
@<TRIPOS >ATOM

1N -15.9510 -5.2860 -25.1370N.3 5 THRS
0.1231

2CA  -14.5370 -5.6460 -24.9780C.3 5 THRS
0.1694

3C  -14.10%0 -6.9030 -25.7840C.2 5 THRS
0.2552

40 -13.4370 -7.7970 -25.25600.2 5 THRS
0.2718

5CB -14.1870 -5.7950 -23.5000C.3 5 THRS
0.0304

6N -14.5020 -6.9500 -27.0700N.am & ARGE
0.1966

7CA  -14.1480 -8.0260 -28.0040C.3 6 ARGE
0.1729

&8cC -12.9220 -7.5360 -28.7790C.2 6 ARGS
0.2616

S0 -13.0250 -6.5870 -29.56000.2 & ARG6E
0.2715

10CB  -15.3190 -8.2890 -28.9550C.3 6 ARG6
0.0348

11 CG -15.1580 -9.4800 -29.8780C.3 6 ARGE
0.0452

12D -16.5520 -5.9720 -30.1710C.3 6 ARGE
0.2205

13 NE  -16.6860 -10.6410 -31.4600 N.pl3 6 ARGE
-0.0865

14 CZ  -16.7760 -11.9570 -31.6090 C.cat 6 ARGS
0.5346

15 NH1  -16.7010 -12.7580 -30.5510N.pl3 6 ARGE
0.1354

16 NH2  -16.9230 -12.4840 -32.8160 N.pl3 6 ARGE
0.1354

17N -11.7660 -8.1730 -28.5480MN.am 7 LEU7
0.1963

18 CA  -10.4970 -7.7700 -29.1610C.3 7 LEU7
0.1728

pi-N o -10.4130 -8.0470 -30.6510C.2 7 LEU7
0.2616

200 -10.7210 -5.1480 -31.10000.2 7 LEU7
0.2715

21 CB -9.3270 8.4610 -28.4360C.3 7 LEW7
0.0311

22 CG -8.6800 -7.7490 -27.2270C.3 7 LEU7
0.0022
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Figure22:Graphic interface of open babel

3.1.2.3 BIOVIA DISCOVERY STUDIO

Discovery Studio is a comprehensive software suite for analysing and modelling molecular
structures, sequences, and other data of relevance to life science researchers. it’s a free viewer
that can be used to open data generated by other software in the Discovery Studio product line. It
is designed to offer an interactive environment for viewing and editing molecular structures,

sequences, X-ray reflection data, scripts, and other data (107).
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Figure23:Biovia Discovery studio Interface

3.1.24 SWISSADME
This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict
ADME parameters, pharmacokinetic properties, druglike nature and medicinal chemistry

friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery (108).
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3.2 DATABASE

3.21 PDB:

Figure 24:SWISSADME interface

The Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/ ) is the single worldwide archive of
structural data of biological macromolecules. This paper describes the goals of the PDB, the
systems in place for data deposition and access, how to obtain further information, and near-term
plans for the future development of the resource (109).
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Figure 25:PDB home page

3.2.2 PubChem

PubChem is an open chemistry database at the National Institutes of Health (NIH). “Open”
means that you can put your scientific data in PubChem and that others may use it. Since the
launch in 2004, PubChem has become a key chemical information resource for scientists,
students, and the general public. Each month our website and programmatic services provide data
to several million users worldwide(110).
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Figure 26 :PubChem home page

3.3 METHODS
3.3.1 \Validation of docking protocol

3.3.1.1 RMSD

The RMSD test represents the ability of a program to reproduce the experimental binding
modes of a ligand. It is a metric that measures average distances between the docking binding
mode and the experimental position of a ligand. The RMSD value is equal to the average of the
deviation of each of atoms compared to the original molecules. The ratio accepted is 2A or
beyond which the prediction is considered irrelevant. The current standard for evaluating the
performance of a docking program Surflex is to make a test from hundreds of protein-ligand
complexes crystallized. Our test was performed on 100 complexes available in the PDB and the
RMSD determined (111).

3.3.2 Complex Choice:
The NMDA receptor GIUN2A subunit is the therapeutic target that we studied in our work,
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The crystal structure of GIUN1/GIuN2A was retrieved from the PDB (PDB ID: 5H8Q,

resolution: 1.90 A) , .This receptor's two chains (A, B) are not identical.

Figure 27:The 3-dimensional structure of the 5h8g complex obtained from PDB(119).

3.3.3 Protein Preparation:
In the protein structure preparation, the chain A and all heteroatoms except water molecules
were eliminated to allow easier use of the enzyme during molecular docking. This was done

manually without the assistance of software via opening the .pdb file in a text editor.

The remaining chain, chain B which corresponds to the GIuUN2A was saved in pdb format
(5h8qgProt.pdb) , followed by converting it to the mol2 format using the Open Babel program.
The co-crystal ligand (5YE) was used to identify the active site of GIUN2A.
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3.3.4 Ligand Preparation:
Separation of the ligand (5YE) was done manually via opening the 5h8q.pdb file in a text

editor via the elimination of all other components then saved in the PDB format (5h8qLig.pdb)

| shaqLig.pdb - Notepad
File Edit Format View Help

HETATM 4483 C4 5YE B 382 14,357 -14.698 -26.845 1.6 21.22 C
HETATM 4484 C14 5YE B 382 18.946 -15.419 -22.574 1.66 23.58 C
HETATM 4485 C5 5YE B 3@2 14.786 -13.512 -27.528 1.88 25.61 C
HETATM 4486 C& 5YE B 382 16.823 -12.846 -27.769 1.88 31.25 C
HETATM 4487 C11 S5YE B 382 16.611 -11.825 -28.853 1.88 33.45 C
HETATM 4488 C7 5YE B 382 18.873 -11.967 -27.264 1.88 32.83 C
HETATM 4489 C8 5YE B 382 16.877 -13.8668 -26.348 1.88 25.11 C
HETATM 4418 C9 5YE B 382 18.972 -11.874 -28.125 1.88 34.86 C
HETATM 4411 C1e S5YE B 382 18.044 -18.784 -29.293 1.88 35.23 C
HETATM 4412 (€12 S5YE B 382 12.773 -15.943 -24.876 1.88 19.89 C
HETATM 4413 C13 5YE B 382 11.458 -16.148 -23.633 1.08 18.30 C
HETATM 4414 N1 5YE B 382 16.128 -13.124 -27.242 1.80 26.84 N
HETATM 4415 N2 5YE B 382 16.486 -14.944 -25.728 1.88 22.86 N
HETATM 4416 C3 5YE B 382 15.194 -15.378 -26.817 1.880 23.84 C
HETATM 4417 F  5YE B 382 11.225 -13.7686@ -21.806 1.8 24.77 F
HETATM 4418 (15 5YE B 382 11.753 -14.481 -21.974 1.88 24.27 C
HETATM 4419 (16 5YE B 382 13.048 -14.241 -22.368 1.88 21.27 C
HETATM 4420 (17 5YE B 3@2 13.558 -14.97@ -23.431 1.80 28.39 C
HETATM 4421 N  5YE B 302 13.326 -16.739 -25.112 1.6 21.72 il
HETATM 4422 (1 G5YE B 302 12.577 -17.897 -25.733 1.60@ 21.65 C
HETATM 4423 C  5YE B 382 11.596 -17.556 -26.822 1.6@ 28.85 C
HETATM 4424 (2 G5YE B 302 14.743 -16.676 -25.428 1.6@ 21.79 C
HETATM 4425 0 5YE B 382 14.131 -12.893 -28.352 1.0@ 24.80 0
HETATM 4426 S5  5YE B 302 18.474 -13.163 -26.127 1.0@ 26.87 S

Figure 28 :5YE saved under the PDB format opened in a text editor.
The ligand is then converted into the mol2 format using OpenBabel.

3.3.5 Docking with Surflex

Surflex is a fully automatic flexible molecular docking algorithm that combines the scoring
function from the Hammerhead docking system with a search engine that relies on a surface-
based molecular similarity method as a means to rapidly generate suitable putative poses for
molecular fragments. The docking with the Surflex is done in two steps (112).

3.3.5.1 Generation of Protomol
The identification of the active site by the construction of a pseudo-molecule called

"Protomol” using the following command:
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Surflex-dock proto 15h8qgLig.mol2 5h8gProt.mol2 pl

This generates a file (pl-protomol.mol2) which will be used for later steps

3.3.5.2 Docking

This step requires the availability of the .mol2 format protein (8h8gProt.mol2) ,the
protomol generated in the previous step (pl-protomol.mol2) and the ligands in .mol2 format
(5h8qLig.mol2).

Molecular docking by “Surflex” allows to have the ten (10) best positions (conformations) of
each ligand within the active site studied and classified by their affinities in M- (Final-0, Final-
l...... Final-9).

This step was carried out using the following command:

Surflex-dock dock 5h8gL.ig.mol2 pl-protomol.mol2 5h8qProt.mol2

*h B alignl B merge+chain 1 polizh B
¥: 3 16 1698 2868
[eet_conf B.97] [eet_conf
[ret_conf 1. [ret_conf
[ret_conf 2 [ret_conf
[ret_conf 3.5 [ret_conf
Llret_cont H. leet_cont
leet_cont 1. leet_cont
[eet_conf [eet_conf B.% [ret_conf
[eet_conf [eet_conf B.6< [ret_conf
[eet_conf H.5 [et_conf B.5 [Fet_conf
[#et_conf 4.8 [#et_conf 2. [eet_conf
Final-@8: 21 {cras B2 Cself -B.153)
Final=1: ¢ (zelf 3
Final=2:
Final-3: ¢
Final-—4:
fFinal-5%:
fFinal-6:
Fimal-7:
Final-8:
Final-9:

7] [eet_conf 1.83]1 [ret_conf
951 [eet_conf B [ret_conf
941 [ret_conf B.86] [ret_conf
791 [eet_conf B.85] [ret_conf
HB2) lrat_conk lret_conk
B8] lrat_conf 2] Llret_conf
HL] [ret_conf 1 [ret_conf
L21] [ret_conf [ret_conf
.37) [eet_conf 1.87 [ret_conf
711 [eet_conf 191 [ret_conf

[3E]

[#et_conf
[ret_conf 3.
[»et_conf
Lret _cont
Leet_cont

..
L B Lk 2 2

L
- o]
s e e e ol O e )

[T~ -l - S e
4 % % ® ¥ ® 8 8= @ @
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[ T S )

Figure 29: Docking result in shown in command prompt window
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3.3.5.3 Root-Mean-Square Deviation (RMSD) calculation:
RMSD compares between the conformation and orientation of the ligand and it’s pose in
the experimental complex, therefore it requires two files: the best position file from the docking

step (Final-0.mol2) and the experimental positioning 5h8gLig.mol2
This step is carried out using the following command:

Surflex-dock rms Final-0.mol2 5h8qgLig.mol?2

3.3.6  Search for new theoretical GIUN2A ligands:

3.3.6.1 Virtual Screening
The PubChem database provides a number of similars coordinated with the rate of desired

structural similarity to the reference ligand. PubChem, offered us 126 compounds

with 89% homology to our reference ligand , of which we downloaded the first 100. This was
obtained by searching the Pubchem using the smiles code of our ligand of interest 5YE , and

setting the similarity to 89% (figure 30).
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Pub@ hem About  Posts  Submit  Contact

SEARCH FOR

CCN(CCT=CC(=0)N2C3=C(CCC3)SC2=NT)C4=CC=C(C=C4)F

Treating this as a structure search for a SMILES identifier. Switch to SMARTS. ,‘ Edit Structure

Identity Similarity Substructure Superstructure 3D Similarity m
(1)) (126) (16) (=1,000) (137)
TANIMOTO THRESHOLD
89%
1% 100%

Reset Default Settings
Fingerprint Tanimoto-based 2-dimensional similarity search,
126 results = Filters SORT BY Relevance v * Download

Figure 30 :PubChem Query page.

Each similar downloaded was put in its own separate folder renamed to S1 to S100.

Each folder has in addition to the similar file (s1.sdf) , the protomol file(pl-protomol.mol2) which

marks the active site and the protein file (5h8gProt.mol2)

The similar then undergo virtual screening at the active site of our receptor target in order to

predict their affinity towards the active site using the Surflex software via executing the

command:

Surflex-dock dock sl1.sdf pl-protomol 5h5gProt.mol2

This command is repeated in each one of previously mentioned folders directories, each time we

note the affinity value.
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3.3.7 ADME/Tox filtering:
Each potential drug must meet several basic criteria, such as its low cost of production, be
soluble, stable, patentable, but must also comply with scales associated with its pharmacological

properties of absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity.
3.3.7.1 Physico-chemical proprieties

3.3.7.1.1 Lipinski’s Rule

According to « LIPINSKTI’s rule » allowing to determine if a chemical compound has
specific drug characteristic, a compound has every chance of being orally available if it meets at
least 3 of the following 5 criteria(113):

1. Has a molecular mass of less than 500 daltons.

2. A partition coefficient (log P) or lipophilicity between -2 and 5.
3. Does not have more than 5 hydrogen bond donors (OH and NH).
4. Does not have more than 10 hydrogen bond acceptors (O and N).
5. The number of rotatable links (flexible and linear) less than 15.

3.3.7.1.2 Veber’s Rule
Additions to this rule have been made, in particular by Veber (114):

= The number of free rotating links (FRB) < 10

» The polar surface of the molecule (PSA) < 140 A

3.3.7.1.3 Water solubility
Solubility is the maximum amount of solute that can be dissolved in a solvent at a given

temperature. Solubility is usually expressed in grams per 100 ml of water (g/100ml)
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3.3.7.1.4 Accessibilité a la synthese

In the case of a newly designed molecule, the experimental validation of its activity
requires the synthesis of the compound (120). In our case, the accessibility to the synthesis of
molecules is evaluated by a score ranging from 1 (easy to synthesize) to 10 (very difficult to

synthesize).

The previously mentioned parameters are taken from the SWISSADME database for our best

scoring similars.
3.3.7.2 Pharmacokinetic properties

3.3.7.2.1 Gastro-Intestinal absorption (GI)
The oral route of administration requires the drug to pass through the digestive barrier.
This passage can be done by simple passive diffusion or involves more complex phenomena with

the implementation of a system of transporters favoring or limiting absorption (118).

3.3.7.2.2 blood-brain permeability
This criterion is more important for drugs psychotropic drugs which must act at the level of the

central nervous system than drugs act on peripheral tissues(115).

3.3.7.2.3 cytochromes P450 inhibition

Cytochromes P450 (CYP) are hemoproteins that participate in the oxidative metabolism of many
drugs. Depending on the structure of the heme-bound protein, different families and subfamilies
have been identified in humans. The main forms are CYP 1A2, 2D6, 2C9, 2C19, 2E1 and 3A4.
Inhibition of a CYP may result in increase in the concentration of parent molecules that it

metabolizes and a high risk of toxicity (116).

3.3.8  Visual Analysis
This is an important step that allows you to verify and compare the results of the RMSD

calculated and superposition of molecules. It also makes it possible to observe and count the
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different interactions carried out between the ligand and the residues of the active site. The
software used for this is BIOVIADISCOVERY STUDIO.
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CHAPTER IV : RESULTS AND DISCUSSION

4.1 INTRODUCTION

Our thesis has the essential objective of acquiring skills in virtual simulation, in particular
molecular docking by the Surflex software, in order to contribute the in-silico design of new
GIuN2A NMDA receptor ligands.

This work is divided into three parts. We first tested the performance of the molecular
docking program Surflex used in our manipulation. Secondly, we studied the interactions
intervening during the NMDA, in a final part, new ligands theoretically more affine towards
GIuN2A.

4.2 THERELIABILITY OF THE SURFLEX SOFTWARE.

4.2.1 RMSD test
In the present work, this test was performed on 100 protein-ligand complexes taken drawn
randomly from the PDB. As shown in (Table 4) and (Figure 31), 76 out of 100 of RMSD values
were less than 2A. In most cases, there was anegligible deviation between the experimental and
the docked conformation (Figure 32). The obtained results indicate the capacity of the docking

protocol used to reproduce the interaction modes and orientations of the co-crystal ligands.
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Surflex RMSD (A) results

m<2A m>2A

Figure 31 :Results of the RMSD test given in percent (%).
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Figure 32: Superposition of the crystal conformation of the ligand extracted from 5H8Q
(coloured in blue) with the best predicted pose (coloured in red).

Table 4: List of 100 complexes used in RMSD test, green entries represent NMDA receptor

crystal structures

Ne | PDB RMSD | Ne | PDB RMSD | Ne | PDB RMSD | Ne PDB RMSD

1 1H3A | 4.813 | 26 | 4EY7 0.315 | 51 | 5EWI 1.766 | 76 5TKP | 0.839

2 1079 | 4514 | 27 | 4GMH | 9.595 | 52 | 5EWL | 0.532 | 77 5veV | 0.148

3 1APL | 3.060 | 28 | 4M1Y | 0.060 | 53 | 5EWM | 1.000 | 78 | 5VXG | 1.397

4 1ZHM | 3.223 | 29 | 4M6X | 0.955 | 54 | 5F1G 1.289 | 79 | 5WAF | 0.577

5 1Z0M | 3.746 | 30 | 4MLL | 1.800 | 55 | 5FF7 0.658 | 80 5XPS | 0.698

6 1zZXC | 2.381 | 31 | 4MZO | 2.024 | 56 | 5H8H 0.485 | 81 5ZK4 | 2.099

7 | 2IKH 1.675 | 32 | 4MZS | 0.449 [ 57 | 5H8N | 2.508 | 82 | 6AY2 | 1.049
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8 | 2PEV | 4.160 | 33 | 4NPI 1.076 | 58 | 5H8Q | 0.783 | 83 6B6D | 1.824

9 |2QT9 | 2112 | 34 | 407D | 1.352 | 59 | 512K 0.577 | 84 | 6DQ9 | 1.712

10 | 3DRP | 1.619 | 35 | 400Y | 0.907 | 60 | 512N 2.633 | 85 | 6EIN 1.097

11 | 3HA8 | 1.149 | 36 | 40UB | 0.104 | 61 | 5123 1.359 | 86 | 6GJK | 1.397

12 | 3HJO | 0.924 | 37 | 4PE7 1.463 | 62 | 5IYT 2.010 | 87 | 6HHJ | 1.270

13 | 3106 1.231 | 38 | 4PHH | 0.790 | 63 | 5J5D 0.912 | 88 | 6IC6 0.968

14 | 319N 1.512 | 39 | 4PID 0.750 | 64 | 5J8I 2.625 | 89 61JS 1.590

15 | 3I1CO 1.998 | 40 | 4PIS 2.068 | 65 | 5KCJ 2.044 | 90 | 6J20 | 0.773

16 | 310Q | 1.590 | 41 | 4PJE 1.620 | 66 | 5KWIJ 1998 | 91 6KU2 | 0.568

17 | 3ITA 1.920 | 42 | 4RSR 0.060 | 67 | 5LF7 2.592 | 92 6KGT | 1.247

18 | 3K83 | 2.101 | 43 | 452K 1.096 | 68 | 5NOY 1.134 | 93 6NZG | 1.789

19 | 3KJF 1.712 | 44 | 4UIO 1.185 | 69 | 50GQ | 2.111 | 94 | 6P69 | 1.070

20 | 3KNE | 3.451 | 45 | 5D11 1936 | 70 | 50SM | 1.469 | 95 6Q5B | 1.656

21 | 3KwWz | 1.779 | 46 | 5DG6 | 2.376 | 71 | 5QlIZ 0.752 | 96 6RQZ | 0.041

22 | 3SR6 | 0.054 | 47 | 5DP7 1.883 | 72 | 5REP 2.146 | 97 6SUK | 0.602

23 | 4E73 | 0.536 | 48 | 5DVC | 1.925 | 73 | 5RFJ 1.525 | 98 | 7EOT | 1.783

24 | AEPV | 1.132 | 49 | 5EST 1.297 | 74 | 5RFQ 1.503 | 99 7GCH | 0.633

25 | 4EQC | 3.454 | 50 | 5EUA | 1314 | 75 | 5RGN | 1.844 | 100 | 8EST | 1.571

4.2.2 Visual Analysis :

Visual analysis following the RMSD test is an important and complementary step in
evaluating the performance of the Surflex program. The visualization of the results allowed us to
see if the Surflex mimetic ligands from the four PDB complexes (blue) covered the reference
ligands (red) in Biovia Discovery Viewer (Table 05).

Code Code de RSMD (A) | Superposition
PDB l'inhibiteur
5h8q 5YE 0.485
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5i2k 67H 0.577
5i2n 67J 2.633
5kcj 6RM 2.044
7eot J86 1.783
5ewj QEL 1.766
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S5ewl 5SL 0.532
5ewm 5SM 1.000
5h8h 5YC 0.485
5h8n 5YD 2.508

Table 05: RMSD valuesof the selected NMDA receptor ligands studied (colored in blue) and
their superposition with the best predicted position obtained from SurFlex (colored in red) .

The results of our analysis showed that the ligands ofthe 5SH8Qcomplex showed excellent
RMSD results and overlapped well with the reference ligands. However, other complex ligands

(5h8n ,5i2k,5i2n,5kcj, 7eot,5ewj,5ewl,5ewm,5h8h) did not show any significant overlap.

4.2.3 Conclusion:
From the RMSD results and the visual analysis we concluded that the SurFlex program is

efficient and can be used in our molecular docking , for our work we chose the 5SH8Q complex
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because it has the best resolution ( 1.90 A ) as well as the least amount of rotatable bonds (2

rotatable bonds).

4.3 VIRTUAL SCREENING:

We performed the virtual screening of 100 ligands of our 5H8Q complexdownloaded

from the PubChem chemical library with 89% structural homology to ourreference ligand.

Using the Surflex program, we were able to simulate the formation of these complexes

and evaluatetheir affinities, Compounds with higher affinity 5YE (1.57 M) are highlighted in

bold.

Table 6: Results of virtual screening

Nom

Standard (5YE)

Nom

S01

S02

S03

S04

S05

S06

S07

S08

S09

CHEM_ID
670993
756754

756755
1194648

1673326

2155400

3048922

3048922

3309827

Score

1.48

0.62

111

111

1.10

0.73

2.15

2.15

1.99

CHEM_ID Score

118017713 1.57
Nom CHEM_ID Score Nom CHEM_ID Score Nom CHEM_ID Score
S26 8098113 2.78 |S51 118009410 2.21 S76 118010926 2.21
S27 9420254 1.60 |S52 118009459 2.57 |S77 118011027 2.92
S28 9420256 144 S53 118009533 1.95 S78 118011037 2.08
S29 9420257 236 S54 118009559 2.48 S79 118017588 2.06
S30 9420258 1.75 S55 118009650 1.43 S80 118017591 1.25
S31 16229106 0.67 S56 118010095 2.48 |S81 118017668 2.81
S32 20939093 0.77 S57 118010112 1.11 |S82 118017672 3.70
S33 20939094 229 <S58 118010115 2.11 S83 118017673 0.74
S34 45508468 0.16 S59 118010117 2.12 |S84 118017674 2.66
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S35 46300918 1.31 S60 118010167 1.65 S85
S10 3490354  1.35

S36 47547349 2.06 S61 118010174 0.86 S86
S11 4096502  1.24

S37 51105636 1.88 S62 118010185 2.07 S87
S12 4181377  0.63

S38 51167907 1.70 S63 118010369 0.75 S88
S13 4200101  0.00

S39 71819653 2.05 S64 118010445 1.66  S89
S14 4225270  0.69

S40 87018170 251 S65 118010452 1.98 S90
S15 4673325 150

S41 91843519 048 S66 118010476 2.32 S91
S16 7101224  0.65

S42 92323590 1.13 S67 118010484 0.86 S92
S17 7101225  0.18

S43 92323706 0.88 S68 118010485 0.86 S93
S18 7101226  0.52

S44 118009185 1.94 S69 118010557 0.97 S94
S19 7101227  0.33

S45 118009228 2.14 S70 118010607 1.57 S95
S20 7158685  0.69

S46 118009236 250 S71 118010609 2.34 S96
s21 7158686  0.80

S47 118009268 2.33 S72 118010631 0.77 S97
S22 7158687  1.22

S48 118009337 1.99 S73 118010676 1.55 S98
S23 7158689  0.96

S49 118009349 1.94 S74 118010744 0.77 S99
S24 7158690  1.42

S50 118009384 1.41 S75 118010789 1.07 S100
S25 7158692  1.84
Name | PubChem Affinity | Structure

ID

S82 | 118017672 | 3.70

=

O,
-
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118017676

118017677

118017702

118017706

118017709

118017714

118017715

118017718

118017752

118017771

118017909

118017910

118017935

118017987

118017991

118017992

1.62

2.06

1.83

1.53

0.19

0.79

2.55

1.12

2.25

1.04

1.64

2.20

1.93

0.46

1.74

2.38
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S77

S81

S26

S84

S52

44  PREDICTION OF ADME PROPRIETIES

4.4.1 Physio-Chemical PROPRIETIES:
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Consulting SWISSADME database we’ve determined the physio-chemical proprieties of

our starting potential drugs and summarized it in the table below:

Table 7: Physio-chemical proprieties of 5YE, S82, S77, S81, S26, S84, and S52.

Propriétés Standard s82 s77 s81 s26 s84 s52
(5YE)
Formule C18H29F | C22H24 | C18H21FN4 | C19H18F C17H16F | C19H21F | C17H16FN
N3 FN30S (0K N30S N30S N40S 302S
PM (g/mol) 306.44 397.51 360.45 355.43 329.39 372.46 345.39
Poids g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol
moléculaire
nLF 4 4 5 4 3 4 5
nombre de
liaisons
flexibles
nON 3 3 3 3 3 4 4
nombre
d’accepteur
d’hydrogéne
nOHNH 0 0 0 0 1 0 0
nombre de
donneurs
d’hydrogéne
LogP 1.81 4.57 3.32 3.91 3.30 2.99 2.98
TPSA Az 14.92 65.85 69.09 65.85 74.64 69.09 82.92
Regle de Parfaiteme | Parfaite | Parfaitement | Parfaiteme | Parfaiteme | Parfaitem Oui
Lipinski nt ment conforme nt nt ent
conforme | conform conforme conforme | conforme
e
Regle de Parfaiteme | Parfaite | Parfaitement | Parfaiteme | Parfaiteme | Parfaitem Non
Veber nt ment conforme nt nt ent
conforme | conform conforme conforme | conforme
e
Solubilité dans | Moyenne Poor Moyenne Moyenne Poor Moyenne | Moyenne
I’eau
Accessibilité a 4.95 4.12 3.34 3.47 3.19 3.45 3.02
la synthése
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4.4.2 Pharmacokinetic PROPRIETIES:

Table 8:Pharmacokinetic proprieties of 5YE, S82, S77, S81, S26, S84, S52.

Propriétés Standard s82 s77 s81 $26 s84 s52

Gl absorption élevée élevée élevée élevée | élevée élevée élevée
BBB élevée élevée normal | normal | normal | normal non

perméabilité

CYP1A2 Négative | positive | positive | positive | positiv | positive | positive

inhibition e

CYP2C19 Négative | positive | positive | positive | positiv | Négative | positive

inhibition e

CYP2C9 Négative | positive | positive | Positive | positiv | positive | positive

inhibition e

CYP2D6 Négative | Positive | Positive | Négativ | Positiv | Positive | Négative

inhibition e e

CYP3A4 Négative | Positive | Positive | Négativ | Positiv | Positive | Négative

inhibition e e

4.4.3 Results discussion:

From the results obtained and summarized in table 6,7,8, we observe that all of our
potential drugs conform to Lipinski’s rule of 5 as well as Veber’s rule, except for S52 which
doesn’t conform to the latter mentioned rule. All molecules have low synthesis accessibility score
(4.12 and under) which means they are easier to synthesis than 5YE (4.95) .When it comes to
Pharmacokinetic Proprieties, we note that all of our compounds have high GI absorption levels,
High Blood Brain Barrier permeability for S82, Normal permeability for S77 S81 S26 and S84,
but when it comes to S52 it has no BBB permeability which means it loses it’s potential as a drug
since the therapeutic target is in the CNS.As for cytochromes P450 (CYP) inhibition, all of our
potential drugs positively inhibit CYP2C19, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 and CYP3A4. Except
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for S81 who has no CYP2D6 and CYP3A4 inhibition effect.
This poses a risk of toxicity due to the increase in parent molecules metabolized by these

enzymes.

From the obtained results, we conclude that S82is the most favorable drug candidate, due
to its favorable Physio-Chemical proprieties, High Gl absorption, High BBB permeability despite
P450 inhibition.

45 VISUAL ANALYSIS AND DISCUSSION OF INTERACTIONS

In this study, we selected the one molecule(S82) that presented the bestpharmacodynamic

and pharmacokinetic properties.

The docking of these compound in the active site of receptor gives several
informationinteresting concerning the interactions formed between them. We used the “Display
Receptor-Ligand interactions” “Show types”, “Show distances” and “Show 2D diagram” in the
interface of the Biovia Discovery Studio program to view andanalyze the number and type of

bonds forming the complex.
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His273

P

Figure 33 :Biovia Discovery Visualizer visual analysis of ligand interaction mode of S82 with
the active site of 5h8q.
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GLY
B:250
O
1\ \
PRO
TYR B:141
B:144
[ Akyl
[] Pi-akyl

HIS
B:273

Figure 34 :Representation of receptor-ligand 1 interactions in 2D diagram.

Table 9: bonds established by S82interacting with the active site.

Liaison | Mode of binding of the ligand with Types Distance (A)
active site residues
1 B:HIS273 — S82 Pi-Pi stacking 3.36
2 B:HI1S273-:C S82 Pi- Alkyl 4.11
3 B:PRO141 — S82 Pi- Alkyl 5.00
4 S82 C — B:PRO141 Alkyl 5.18
5 S82 -B:PRO141 Pi-Alkyl 4.80
6 B:PRO141-S82 Alkyl 5.31
7 B:TYR144 -S82 Pi-Pi stacking 3.57
8 B:GLY250:CA - :0O S82 Carbon Hydrogen | 3.32
9 B:TYR144-S82 Pi-Pi stacking 3.11
10 S82:S—-B:TYR144 Pi-Sulfur 3.46
11 B:TYR144- S82 Pi-Alkyl 5.23
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| 12 | B:-TYR144- S82 | Pi-Alkyl | 4.45

4.5.1 Result discussion:
The interactions predicted by docking are, in general, non-covalent. With the exception of

the Carbon-Hydrogen bond which is a covalent bond.

We note different types of interactions:

- Hydrophobic interaction produced by the apolar Alkyl hydrocarbons found between:

o Pi-Pi Stacking between:
» Ligand benzene cycle and the amino acid Histidine273 imidazole ring.

* Two between two of the ligand’s cycles and the aromatic ring of the amino
acid Tyrosinel44.
» Pi-Sulfur between the ligand’s cycle with sulfur and the aromatic ring of
the amino acid Tyrosinel44.
o Pi-Alkyl between:
» Ligand cycles and amino acid Proline141 cycle.
= Ligand cycles and amino acid Tyrosinel44 aromatic ring.
= Ligand cycle and amino acid Histidine273 aromatic ring.
o Alkyl between ligand cycles and Proline141 cycle.

- Carbon Hydrogen interaction between ligand’s oxygen atom and the Glycine250 carbon.
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Conclusion

The primary objective of our work is to develop in silico through dockingmolecule of new

structures acting as more potent ligands of NMDAR(GIUN2A).

In order to confirm that Surflex is a suitable program for our study, we have tested
the ability of this program to predict the correct location of a ligand during the interaction
with itsreceptor. For this, we used the RMSD test (Root Mean SquareDeviation) which is
used to evaluate the deviation of the ligand geometry simulated by Surflex comparing it to

its reference conformation found in the PDB.

Of the 100 complexes takenarbitrarily of the PDB, 76% exhibited an RMSD less
than 2 A. Visual analysisconfirms these results since we observe a good superposition of
the 2 conformations, thatof the ligand calculated by Surflex and that of the reference ligand
taken initially from the PDB forRMSD values below 2 A. RMSD values greater than 2 A
corresponds to a bad superposition. This testproved that the Surflex program is highly
effective andcan be reliably wused to simulate the interactions of other
NMDAR(Glun2A)ligands.

In the search for new theoretical ligand with higher affinity than our reference
ligand 5YE, 100 structures with a similarity rate of 89% to our reference ligand were
downloaded from the “PubChem” chemical library in order to evaluate their affinity
towards theNMDAR(GIuN2A). Among the 100 structures, 6 compounds showed higher
affinities than that ofour ligand which is 1.57M™.

Further filtering was done via the of ADME prediction in order to inform us about
the pharmacokinetic properties of the proposed moleculesto deduce if our six compounds
can act as a drug, using data obtained from SWISSADME webtool we reduced our
potential drug down to 1, S82.for which we have made a detailed analysis of the
variousinteractions involved: Pi-Sulfur,Pi-Pi stacking, Alkyl, Pi-Alkyl, Pi-Cation and

Carbon Hydrogen bond.
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In terms of future prospects, this work could be supplemented and extended by
anexperimental in vitro and/or in vivo studyin order to validate our theoretical results and

verify the effectiveness of the in-silico approach.
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Ne | PDB RMSD | Ne | PDB RMSD | Ne | PDB RMSD | Ne | PDB | RMSD
1 |1H3A | 4.813 |26 |4EY7 |0315 |51 |5EWJ |1.766 |76 |5TKP |0.839
2 1079 | 4514 |27 |4GMH | 9595 |52 [SEWL |0.532 | 77 | 5V6V | 0.148
3 |1APL |3.060 |28 |4M1Y | 0.060 |53 |[SEWM |1.000 | 78 |5VXG | 1.397
4 | 1ZHM | 3.223 |29 | 4AM6X | 0955 |54 | 5F1G | 1289 |79 | 5SWAF | 0.577
5 |1Z0M | 3.746 |30 | 4MLL | 1.800 |55 | SFF7 0.658 |80 |5XPS | 0.698
6 |1ZXC | 2381 |31|4MZ0O |2.024 |56 |SH8H |0.485 |81 |5ZK4 | 2.099
7 |2IKH | 1675 |32|4MZS | 0.449 |57 [SH8N |2.508 |82 | 6AY2 | 1.049
8 |2PEV |4.160 |33 |4NPlI |1.076 [958 [ SH8Q |[0.783 |83 |6B6D | 1.824
9 |2QT9 | 2112 |34 407D |1.352 |39 |5I2K 0.577 |84 |6DQ9 |1.712
10 | 3DRP | 1.619 | 35| 400Q0Y | 0.907 |60 | SI2N 2633 |85 |6EIN | 1.097
11 | 3HA8 | 1.149 |36 |40UB | 0.104 |61 |5I23 1359 |86 |6GJK |1.397
12 | 3HJO | 0924 |37 |4PE7 |1463 |62 | S5IYT |2010 |87 |6HHJ | 1.270
13 | 3106 1231 |38 |4PHH |[0.790 |63 |5J5D |0912 |88 |6IC6 |0.968
14 | 3I9N | 1512 |39 |4PID |0.750 | 64 | 538l 2.625 |89 | 6lS 1.590
15| 31CO | 1.998 | 40 | 4PIS 2.068 |65 |5KCJ |2044 |90 |6J20 | 0.773
16 | 310Q | 1590 |41 |4PJE |1620 |66 |5KWJ |1.998 |91 |6KU2 |0.568
17 | 3ITA | 1920 |42 |4RSR |0.060 |67 |5LF7 |2592 |92 |6KGT |1.247
18 | 3K83 | 2.101 |43 |4S2K |[1.096 |68 |SNOY |1.134 |93 |6NZG | 1.789
19 | 3KJF | 1.712 |44 |4UIO |1.185 |69 |50GQ |2111 |94 |6P69 | 1.070
20 | 3BKNE | 3451 |45 |5D11 |1936 |70 |50SM |1469 |95 |6Q5B | 1.656
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21 | 3KWZ | 1.779 |46 | 5DG6 | 2.376 |71 |5QlZ |0.752 |96 |6RQZ | 0.041

22 | 3SR6 | 0.054 |47 |5DP7 |1.883 |72 |5REP |2146 |97 |6SUK | 0.602

23 | 4E73 | 0.536 |48 | 5DVC |1.925 |73 |5RF] 1525 |98 | 7EOT | 1.783

24 | 4EPV | 1132 |49 | S5EST |1.297 |74 |5RFQ |1503 |99 |7GCH | 0.633

25 | 4EQC | 3454 |50 | SEUA |1.314 |75|5RGN |1.844 | 100 | 8EST |1.571

Table 4: List of 100 complexes used in RMSD test, green entries represent NMDA receptor
crystal structures
Table 6: Results of virtual screening

Nom CHEM_ID Score
Standard (5YE) 118017713 1.57

Nom CHEM ID Score Nom CHEM_ID Score Nom CHEM_ID Score Nom CHEM_ID Score
S26 8098113 278 |[S51 118009410 2.21 S76 118010926 2.21

S01 670993 1.48

S27 9420254 1.60 |[S52 118009459 2.57 |S77 118011027 2.92
S02 756754 0.62

S28 9420256 1.44 S53 118009533 1.95 S78 118011037 2.08

S03 756755 1.11
S29 9420257 236 S54 118009559 2.48 S79 118017588 2.06

S04 1194648 1.11
S30 9420258 1.75 S55 118009650 1.43 S80 118017591 1.25

S05 1673326 1.10

S31 16229106 0.67 S56 118010095 2.48 |S81 118017668 2.81
S06 2155400 0.73

S32 20939093 0.77 S57 118010112 1.11 |S82 118017672 3.70

S07 3048922 2.15

S33 20939094 229 S58 118010115 2.11 S83 118017673 0.74
S08 3048922 2.15

S34 45508468 0.16 S59 118010117 2.12 |S84 118017674 2.66

S09 3309827 1.99

S35 46300918 131 S60 118010167 1.65 S85 118017676 1.62

S10 3490354 1.35
S36 47547349 206 S61 118010174 0.86 S86 118017677 2.06

S11 4096502 1.24
S37 51105636 1.88 S62 118010185 2.0/ S87 118017702 1.83

S12 4181377 0.63
S38 51167907 1.70 S63 118010369 0.75 S88 118017706 1.53

S13 4200101 0.00
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S39 71819653 2.05 S64 118010445 1.66  S89
S14 4225270  0.69

S40 87018170 251 S65 118010452 1.98 S90
S15 4673325 150

S41 91843519 0.48 S66 118010476 2.32 S91
S16 7101224  0.65

S42 92323590 1.13 S67 118010484 0.86 S92
S17 7101225  0.18

S43 92323706 0.88 S68 118010485 0.86 S93
S18 7101226  0.52

S44 118009185 1.94 S69 118010557 0.97 S94
S19 7101227  0.33

S45 118009228 2.14 S70 118010607 1.57 S95
S20 7158685  0.69

S46 118009236 250 S71 118010609 2.34 S96
S21 7158686  0.80

S47 118009268 2.33 S72 118010631 0.77 S97
S22 7158687  1.22

S48 118009337 1.99 S73 118010676 1.55 S98
S23 7158689  0.96

S49 118009349 1.94 S74 118010744 0.77 S99
S24 7158690  1.42

S50 118009384 1.41 S75 118010789 1.07 S100
S25 7158692  1.84
Name | PubChem Affinity | Structure

ID

S82 | 118017672 | 3.70

={

N

O,
\

118017709

118017714

118017715

118017718

118017752

118017771

118017909

118017910

118017935

118017987

118017991

118017992

0.19

0.79

2.55

1.12

2.25

1.04

1.64

2.20

1.93

0.46

1.74

2.38



S77

S81

S26

S84

S52
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Code Code de | RSMD Superposition
PDB I’inhibiteur | (A)
5h8q 5YE 0.485

5i2k 67H 0.577

5i2n 67J 2.633

5KkCj 6RM 2.044
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Teot J86 1.783
5ew;j QEL 1.766
5ewl 5SL 0.532
Sewm 5SM 1.000
5h8h 5YC 0.485
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5h8n 5YD 2.508

Table 05: RMSD values of the selected NMDA receptor ligands studied (colored in blue) and

their superposition with the best predicted position obtained from Surflex (colored in red).




Résumeés



Résumé

Résumés :

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a l'identification de nouveaux ligands
NMDAR GIuN2A. En utilisant une approche de docking moléculaire avec le programme surflex
un criblage virtuel effectué par le serveur SuisseADME a été réalisé sur 100 structures avec un
taux de similarité de 89% avec notre ligand de reférence 5YE.Ce criblage nous a permis de offre
un composé plus puissant que le ligand de référence. La prédiction des parametres
pharmacocinétiques et des propriétés physicochimiques montre que ce composé prometteur
possede de bons profil ADME et peut étre proposé comme de nouveau ligand potentiel NMDAR
GIuN2A.

Mots clés: NMDAR GIuN2A, docking moléculaire, Surflex,5YE



Abstract:

In this study we were interested in the identification of new NMDAR GIuNZ2A ligands
.Using a molecular docking approach with the surflex program a virtual screening was performed
on a 100 structures with an 89% similarity rate with our reference ligand 5YE.This screening
performed by SuisseADME server allowed us to propose one compound that’s more powerful
than the reference ligand. The prediction of pharmacokinetic parameters and physicochemical
properties shows that this promising compound possesses good ADME profile and can be
proposed as potential new NMDAR GIuN2A ligand.

Keywords: NMDAR GIuN2A, molecular docking, Surflex, 5YE.
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