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Introduction

L’arthrose est une pathologie affectant 1’articulation, notamment chez plus de 80% des
personnes ageées de plus de 60 ans. Elle est la plus répandue dans le monde, causant un
véritable probléme de santé publique dans les pays industrialisés et sous- développés di a
I’obésité et au vieillissement, et aussi un probléme économique a cause des dépenses pour les
handicaps qu’elle génére [1]. Elle conduit & une diminution des « capacités actives », des
handicaps moteurs, et I’'usage excessif des « soins de santé » ainsi que la diminution d’aisance

de vie.

L’arthrose se caractérise par la destruction du cartilage et un remodelage de 1’os
accompagneée par des symptdmes douloureux et de rigidité .Cette maladie ne provoque pas
seulement ces effets mais peut étre la cause de 1’augmentation de mortalité surtout 1’arthrose
de la hanche ou du genou chez les sujets qui présentant des maladies cardiovasculaires,

diabete, cancer ainsi que « I’incapacité de marche » considérés comme des facteurs de risque

[2].

En Algérie cette pathologie est trés fréquente, ces symptdémes peuvent se manifester le
plus dés I’age 40 a 45 ans. Le nombre des personnes atteint de 1’arthrose a cet age est estimé a

trois millions [3].

Ceci démontre que cette pathologie présente un vrai probléme de santé publique en

Algérie d’ou I’intérét que suscite pour nous cette pathologie dans le présent travail.

D’aprés I’OMS « Organisation Mondiale de la Santé » et « 1I’American Academy of
Orthopaedic Surgeons » en 1994 « L’arthrose est la résultante des phénoménes mécaniques et
biologiques qui déstabilisent 1’équilibre entre la synthese et la dégradation du cartilage et de
I’0s sous-chondral » [4],provoquant la destruction du cartilage et le remodelage de 1’os qui
aboutit a une modification de la structure et la fonction de 1’articulation ceci est provoqué, au
plan biochimiques par la synthese de cytokines pro-inflammatoires qui modulent 1’expression
des métallo protéases matriciels (MMP) dont la MMP-13 qui est responsable de la destruction
du constituant majeur du cartilage ,le collagene 2 notamment [5]. Chez le sujet sain, cette
synthese est contrblée par inhibiteurs naturels des MMP : les inhibiteurs tissulaires des MMP

(TIMP) qui, dans le cas de I’arthrose s’averent inefficaces du fait de I’augmentation du taux
des MMP-13 [6].
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L’inhibition de cette enzyme offre un moyen de s’opposer a I’évolution de 1’arthrose

évitant les complications de cette maladie déja décrites.

Plusieurs traitements a base d’inhibiteurs de la MMP-13 ont été établis tels que les
peptidomimétiques, I’hydroxamate, non- hydroxamate sulfonamide, ce pendant leur utilisation
n’a pas connu un grand succés a cause de ’absence de sélectivité et des effets secondaires

générés comme « le syndrome musculo-squelettique » [7].

C’est dans ce contexte que nous orientons notre travail vers la recherche de nouveaux
inhibiteurs plus efficaces de I’enzyme MMP-13 par une approche théorique faisant appel aux
méthodes de modélisation des interactions ligand-protéine et d’évaluation des propriétés

physico-chimiques.

La premiere partie de ce travail est consacrée a une analyse bibliographique se

rapportant a I’arthrose.

La deuxiéme partie traite des métallo-protéases matriciels-13(MMP-13) et de leurs

inhibiteurs.
La troisieme partie décrit le docking moléculaire et ses applications.
Dans la quatriéme partie on retrouve le Matériel et Méthodes.
La cinquiéme partie relate les résultats et discussion.

Une conclusion cléture le travail.






Chapitre 01 : La pathologie de I’arthrose

1 - Physiopathologie de I’arthrose :

Selon I’OMS, (Organisation Mondiale de la Santé) et «1’American Academy of
Orthopaedic Surgeons » en 1994 : « L’arthrose est la résultante des phénomeénes mécaniques et
biologiques qui déstabilisent 1’équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage et de
I’os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre initié par de multiples facteurs : génétiques, de
croissance , métaboliques et traumatiques. L’arthrose touche tous les tissus de 1’articulation
diarthrodiale et se manifeste par des modifications morphologiques, biochimiques,
moléculaires et biomecaniques des cellules et de la matrice cartilagineuse conduisant a un
ramollissement, une fissuration, une ulcération et une perte du cartilage articulaire, une sclérose
de I’os sous-chondral avec production d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle
devient symptomatique, I’arthrose entraine douleur et raideur articulaires, un éventuel

épanchement articulaire avec des degrés variables d’inflammation locale. » [4].
1-1- L’articulation :

L’articulation est une jonction qui joint deux extrémités osseuses et leur assure une
mobilité, chacune de ces extrémités est enveloppée par une couche mince constituée de
minéraux et de mati¢res organiques appelée cartilage articulaire jouant le réle d’amortisseur de
choc et de lubrification de I’articulation. Les tissus abondants dans D’articulation sont le

cartilage et 1’os sous- chondrale (voir la figure N° 1) [5].
1-1-1- Le cartilage

C’est un tissu conjonctif non vasculaire ,non innervé assurant la protection de 1’os
sous-chondrale contre le stress traumatique et mécanique .11 est constitué d’un seul type de
cellules : les chondrocytes ( 1% du volume),d’une matrice extracellulaire contenant de 1’eau
(70-80%) ,des fibres de collagene 2( 90-95%), collagéne type9 et 11, et de protéoglycanes ou «
agrécanes» qui permettent au cartilage de jouer le role d’amortisseur de choc en favorisant son
hydratation par attraction d’eau telle une « éponge » et en exercant une pression oncotique. La
matrice est renouvelée de fagon stable mais trés lente. Assurée par les chondrocytes qui ont une
fonction anabolique et catabolique [1] [6]. D’autres constituants sont également présents

comme 1’acide Hyaluronique, et les COMPs (Cartilage Oligomeric Protein) [5].
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1-1-2 Le cartilage arthrosique :

Le cartilage arthrosique va subir plusieurs étapes d’usure : ramollissement, fissuration
superficielle et finalement une fissure profonde qui conduit & son amincissement ou sa

disparition qui laisse apparaitre 1’0s sous-chondrale.

La dégradation du collagéne ainsi que la perte des protéoglycanes sont réparées par les
chondrocytes qui synthétisent excessivement des fibronéctine et du fibrocartilage let 3 non
fonctionnels. Ces changement sont a 1’origine de la perte des propriétés du cartilage qui
minimisent ces capacités de résistance au choc , un déséquilibre anabolisme /catabolisme vert
se dernier va s’installer avec production des cytokines pro-inflammatoires et des protéases qui
aggravent la lésion du cartilage, avec une inflammation synoviale, et une condensation sous —
chondrale qui diminuent la résistance au choc avec formation d’ostéophytes qui se transforment

en géodes intra-osseuse avec le temps [1].

Articulation normale Arthrose débutante Arthrose évoluée

Figure N°1 : Schéma montrant I’évolution de I’articulation, en passant d’un état normal vers

un état Arthrosique.
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2- Les facteurs favorables de ’arthrose :
2-1- L’age :

Les chondrocytes 4gés n’assurent plus leur role de réparation du cartilage avec
I’accroissement de leur apoptoses induite par les radicaux libres causés par le stress mécanique
[8]. Ainsi avec I’age le cartilage est modifié par une « glycosilation spontanée » des protéines :
AGE« advanced glycation and products », une diminution de la quantité d’eau et de la taille des
protéoglycanes, tous ces modifications vont le fragiliser en perdant sa capacité de résistance
aux agressions conduisant au développement de I’arthrose. Ces AGE activent la synthése des

enzymes de dégradation du cartilage a travers des récepteurs chondrocytaires [6].
2-2- Les facteurs génétiques :

Plusieurs études ont montré I’existence des mutations au niveau du géne du

procollagene 2 dans quelques chondrodysplasies pendant I’arthrose [1].
2-3- Les facteurs mecaniques :

Plusieurs facteurs mécaniques sont responsables de I’apparition de ’arthrose ; surcharge
pondérale (arthrose du genou et hanche), micro traumatismes itératifs chez les sportifs et les
professionnels soumis a un risque ainsi qu’une pression déséquilibré exercé sur le cartilage[1]
.Ce stress mécanique est a 1’origine du changement dans la structure et la qualité de la matrice
extracellulaire qui conduit a un comportement anormal des chondrocytes via des récepteurs
(a5B1 : intégrines) [6], Ce qui aboutit a une diminution de I’anabolisme et augmentation du

catabolisme [8].
3- Destruction du cartilage :

les chondrocytes sont les seules cellules assurant 1’homéostasie entre le processus
anabolique contrélé par les facteurs de croissance (IGF-1) et(TGF-B1) et le processus
catabolique contrélé par les cytokines pro inflammatoires (IL-1B)et(TNF-a) qui stimulent la
synthese des MMP qui vont dégrader la matrice extracellulaire (MEC) .Lors de I’arthrose un
déséquilibre anabolisme/catabolisme en faveur de se dernier va s’installer avec accroissement

de la synthése des cytokines pro-inflammatoire ainsi que les facteurs cataboliques [5].
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3-1- Facteurs cataboliques:

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la réduction du collagene et agrécanes tels que
les cytokines, les prostaglandines et les protéases (agrécanases, métalloproteases) dont les
syntheses sont essentiellement assures par les chondrocytes, les synoviocytes ou les
ostéoblastes de 1’0os sous-chondral [1].Les protéases sont les premiers responsables de la
destruction du cartilage et le remodelage de I’os lors de I’arthrose, ils sont synthétisés par les
chondrocytes de facon non maitrisables. Parmi ces protéases sont a citer les MMPs et

essentiellement la MMP-13 qui agit sur la matrice du cartilage pendant 1’arthrose [5].
3-1-1 Les métallo protéinases de la matrice (MMPs) :

Les MMPs sont des protéinases a zinc dépendant. Ils se divisent en plusieurs types selon
leur substrat : les collagénases, les stromelysines et les gélatinases.les collagenases qui sont
actifs sur la triple hélice du collagéne englobent les MMP-1, MMP-8 et MMP-13.Cette derniére
est I’enzyme responsable de la dégradation du collagéne 2 qui est le constituant essentiel du
cartilage du fait de sa grande affinité pour ce dernier. Elle est également secrétée par les
ostéoblastes lors du remodelage de los pendant [’arthrose permettant la résorption
ostéoclastique nécessitant la destruction du collagéne a la surface osseuse [5]. La régulation de
I’activité de cette enzyme est assurée par des inhibiteurs naturels « tissue inhibitory of MMP »
(TIMP). Lors de [D’arthrose la synthése de ces inhibiteurs augmente en fonction de
I’augmentation de la synthése de la MMP-13 sans pour autant atténuer efficacement 1’évolution

de cette maladie [6].
3-1-2-Les facteurs inflammatoires :

Interleukine 1 beta (L’IL1-8) est considéré comme un médiateur principal de I’activité
des enzymes, il est responsable de I’accroissement de la synthése des MMP et bloquant la
synthése des inhibiteurs naturels des protéases. Il induit la synthése des collagénes let 3 et
réduit celle du collagéne 2. Le TNFa a un réle synergique avec 1’IL1-B, est responsable de la
libération du monoxyde d’Azote (NO) (active les MMP, réprime de la synthese de collagene2,
des agrécanes et induit I’apoptose des chondrocytes), et de la prostaglandine qui provoque

I’angeogenése et I’inflammation par la synthése de MMP.
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D’autre substances et cytokines pro inflammatoire sont également présentes mais leurs
réle n’est pas encore déterminé (adipokines, L’IL6, Le LIF (leukemia inhibitory facteur),

I’Oncostatine M (OSM), L’IL17, L’IL18, et I'IL8 [1].
4- Le traitement pharmacologique de I’arthrose

4-1-Paracetamol :
Un antalgique utilisé pour diminuer la douleur [9].
4-2- Les antalgiques palier 2
Les antalgiques comme la Codéine et Tramadol sont utilisés a la place du paracétamol
lorsque ce dernier n’arrive pas a diminuer la douleur [10].
4-3-Les anti- inflammatoires non stéroidiens (AINS) :
Ils sont utilisés lorsque le paracétamol est insuffisant pendant les poussées
inflammatoires mais a des doses minimales. Leur utilisation est restreinte a cause des effets
indésirables (ulcére gastro-duodénal) et I’interaction avec d’autres médicaments surtouts chez

les sujets &gés, Parmi les AINS sont a citer le Diclofenac et le Kétoprofene [9] [10].

4-4-Les médicaments anti arthrosiques symptomatiques d’action lente
(AASAL) :

Ces médicaments sont connus comme « traitement de fond de I’arthrose » malgré que
leur effet contre 1’évolution de la maladie n’a pas été remarquable .I1 existe plusieurs
compositions : la diacereine (art 50®), a base d’insaponfiable d’avocat et de soja
(Piasclédine®), le chondroitine sulfate (strunctum ®, chondrosulf®), et la glucosamine sulfate
[10].

4-5- Les corticoides :

Sous forme d’injection locale, les plus utilisés sont: la béthametasone (Diprostene®),
I’acetonide de triamcinolone (Kenacort®), le cortivasol (Altim®), et 1’hexacetonide de
triamcinolone (Hexatrione®) [10]. L’injection intra- articulaire de [I’acide hyaluronique est
également utilisée: Synvisc®, Adant®, Sinovial®, Arthrum®, Viscornéal® [11].

4-6-Traitement « chondoro- restaurateurs » :

Congus pour regénérer le cartilage, ils sont encore a 1’état expérimental [11].
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4-7-La chirurgie :

La chirurgie est utilisée comme un moyen de prévention pour une articulation anormale
capable de développer une arthrose ou un moyen drastique lors d’une arthrose qui a progressé

menant a un handicap[9].
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Chapitre 02:La métalloprotéinase matricielle-13

Les métalloprotéases matricielles (MMP) forment une grande catégorie d’endopeptidases
a zinc dépendantes du calcium. Leur réle est la reconstitution des tissus ainsi que la destruction
des constituants de la matrice extracellulaire (MEC) tels que les collagenes, les élastines, la
gélatine, et protéoglycanes. Chez I’homme il existe plus de 20 metalloprotéases numérotées de
1 a 28, qui sont classés en: matrilysines, gélatinases, stromelysines, MMP membranaires (MT-
MMP) et collagénases [12] [13].

1-La métalloprotéinase -13(collagénase-3) :

La premiére découverte de I’enzyme humaine MMP-13 a été faite par freij et al en 1994 a
partir d’un cancer. Sa forme structurale est la méme que celle des collagenases (MMP-1et
MMP-8). Nommé collagenase-3 ou troisieme enzyme des collagénases et également MMP-13
d’aprés la nomenclature. La synthése de cette enzyme par les chondrocytes du cartilage
humain a été decouverte par Reboul et al en (1996) et Mitchell et al en (1996). Elle est régulée

et modulée par les cytokines pro inflammatoire L’IL1-R et TNF-o dans 1’arthrose [14].
1-1- Structure de la métalloprotéase-13:

La MMP-13 est synthétisée sous forme inactive « proenzyme » renfermant 471 acides
aminés. Elle est constituée de plusieurs domaines (voir figure N°2) : un signal peptide
hydrophobe, un domaine pro peptide, un domaine catalytique, un domaine « hemopoxine-

like », et une région charniére « hinge region » [7] [14].
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Figure N°2 : Organisation des domaines des MMP humaine.

1-1-1-Le peptide signal :

Ce peptide signal est nécessaire pour orienter le polypeptide aprés la synthése vers les

voies de sécrétion, c’est une région hydrophobe constitué de 19 résidus [15].
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1-1-2- Le pro domaine :

Ce domaine contient 87 acides aminés, il assure la forme inactive de la pro MMP par
le résidu cystéine du « cysteine switch » (décrit en 1990 par Van Wart et Birkedal-Hansen)
qui interagit avec I’atome du zinc du site catalytique par son atome de soufre bloquant ainsi le
site actif. Ce résidu cystéine fait partie d’une séquence PRCG (V/N) PD conservé dans la
plupart des MMP (la séquence concernant la MMP-13 est :PRCGVPD) [15][16]. Le

déclenchement de ’activation de la pro MMP est assuré par la disparition de ce domaine [17].

1-1-3-Le domaine catalytique :

Ce domaine est formé de 161 acides aminés [15], constitué de 5 feuilles B et 3 hélices o
ainsi que des boucles de raccordement. Il posséde deux ions de zinc 1’un situé dans le site actif
et ’autre dans la structure, en plus des ions calcium qui sont essentiels pour la stabilisation de
la structure du domaine .Ce dernier renferme un motif associé a la méthionine qui forme une
structure appelée boucle de la méthionine [17],le motif contient trois histidines liées au zinc
nécessaire pour I’hydrolyse du substrat, est hautement conservé chez d’autres MMP sauf la
région de la boucle S1’ qui réside entre les résidus 244-255 qui different en taille et en nature,

ce qui a permis la rechercher d’inhibiteurs sélectifs en la ciblant [7](voir figure®N°3).

Caldurm
s

Figure N° 3 : Représentation du domaine catalytique archétype des MMP. Constitué de 3

hélices a (en rouge) et de cinq feuillets B (en jaune).
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1-1-4 -La charniere :

C’est une séquence qui relie le domaine catalytique et le domaine haémopexine (c-

terminal) [15], pour stabiliser I’enzyme et favoriser la dégradation du substrat [16].
1-1-5- Le domaine type haémopéxine :

C’est un domaine qui comprend 204 acides aminés, il a la forme d’un disque
ellipsoidale, ressemblant a la famille des haémopexine, formé d’une hélice de quatre domaines
chacun contient quatre brins 3 antiparalléles et une hélice o [15]. Il a un réle dans la

reconnaissance et le positionnement du substrat [16].
1-2- Les substrats de la MMP-13 :

Le substrat spécifique de la MMP-13 est le collagene type Il, constituant principal du
cartilage. Cette enzyme a une capacité de dégradation du collagene 2 5al0 fois plus que la
MMP-1 et 5 fois moins efficace sur le collagéne | et 11l. Outre le collagene type Il la MMP-13
peut dégrader d’autres constituants de la matrice extracellulaire (MEC) tels que les collagénes

types IV, IX, X, et XIV, la gélatine, la fibronéctine, et I’aggrécane [14].
1-3-Activation et inhibition de la MMP-13 :

La MMP-13 est synthétisée sous forme inactive (proenzyme), son activation se fait soit
par auto-protéolyse, soit par clivage protéolytique du prodomaine latent. Dans 1’organisme les
enzymes capables d’activer la pro MMP-13 sont : les MMP-2(gélatinases), les MMP-14(MT1-
MMP) et la MMP-3 .Le domaine haemopexine-like (c-terminal) est nécessaire pour 1’activation
du MMP-13.La MMP-13 active est inhibée par 1’a2 macroglobuline (protéine secrétée par le
foie et présente dans le sérum et le liquide synoviale), et par des inhibiteurs tissulaires
métalloproteases (TIMP) de fagon steechiométrique (TIMP-1, TIMP-2, et TIMP-3) [14] [18]. .

En plus de sa liaison au TIMP pour son inhibition, la MMP-13 peut se lier a des
récepteurs spécifiques situés sur les ostéoblastes et les fibroblastes. Elle a un réle important
dans la croissance et la reconstitution osseuse mais son expression est limitée pendant ce
processus ainsi que dans 1’age adulte [18].

Dans les situations normales la MMP13 n’est pas exprimée dans la plupart des tissus
adultes humains. Son hyper expression est lié a plusieurs pathologies tels que [larthrite,

I'arthrose, les maladies dégénératives et le cancer [16].
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L’inhibition de cette enzyme est un procédé thérapeutique prometteur qui ouvre la voie

de la recherche d’inhibiteurs sélectifs de la MMP-13 en épargnant les autres MMP [14].

La mise en évidence de plusieurs inhibiteurs de la MMP-13 a été établie. On peut citer
les peptidomimétiques, I’hydroxamate, le non-hydroxamate dont I’utilisation en tant que
traitement de 1’arthrose n’a pas été efficace a cause de I’absence de sélectivité ainsi que des
effets secondaires qu’ils induisent comme 1’effet douloureux avec raidissement appelé le

syndrome musculo-squelettique [7].

13
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Chapitre 03 : Les inhibiteurs de la MMP-13

L'expression des MMP-13 par les chondrocytes dans le cartilage ostéoarthritique humain
et son activité de dégradation du collagene de type Il (le principal élément structurel du
cartilage articulaire), suggerent que cette enzyme joue un role essentiel dans I'étiologie de
I'arthrose, donc l'inhibition de MMP-13 peut fournir un paradigme de traitement efficace de

cette maladie.

L’enzyme MMP-13 peut alors étre considérée comme une cible thérapeutique
intéressante pour le développement de nouveau médicaments a base d’inhibiteurs sélectifs et

plus efficaces [19].

La quasi-totalité des inhibiteurs de la MMP-13 connus a ce jour sont basés soit sur leur

liaison au zinc (ZBG) ou a la cavité S1” hydrophobe de 1’enzyme [20].

1-Les inhibiteurs avec un groupe de liaison au zinc (ZBG) :

Ce type d’inhibiteurs posséde un groupement chélateur de zinc qui va se lier au zinc du site
actif de I’enzyme [15].
On retrouve plusieurs familles structurales (voir tableau 1a11).

Tableau N° 1 : Les acides carboxyliques phényl sulfonamide [19].

Structure Radical 1Cs0
B - Ar
8 HW-&-f o __;:'hH.
HO ‘f}ﬂ- |:'r'al
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3 1-":"*\-

it
0,61nM

e

"L'i--—'-.f*
" Ta] 0,4nM

_:_ _I!r

e il

s
. 2,3nM

I Bl

s
- 9,5nM

3

Ve
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I:.t_..-"-;c.;'ur 3,0nM
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\"-r"'""" 5,9nM
s
[ S n? R’
0 HN-5—5, 0 rMH b,
o6 7 e ]
Ha g [ =
H 2,4nM
CH3 5,9nM
CH2-CH3 55nM
Ph 220nM
Q- , R2 R3
b5 -L:__';_ F o WL
A HH =t i
H .l N
4 OMe Br 2,3nM
13 OMe [ 2,1nM
14 OMe Cl 1,9nM
15 OMe CH20H 7,8nM
16 OMe Me 4,9nM
17 OMe CN 3,0nM
18 OMe Et 3,8nM
19 OH COMe 3,2nM
20 OH Et 7,1nM
21 OCH2Ph Et 67nM
22 O(i-Pr) ET 27nM

Tableau N°2: structure des inhibiteurs (N-isopropoxy-arylsulfonamide-based hydroxamate )

des MMP-13 avec différents radicaux [20] .

Structure Radical 1Cso
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AT 120“'\/‘
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o
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Tableau N°3: inhibiteur de MMP-13

Dans ce type d’inhibiteurs les chercheurs ont changé le groupement hydroxamate des

inhibiteurs historique par un groupe de liaisons Hydantoine du zinc [21].

Structure Radical 1Cso
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Tableau N°4 : Spirocycliques linkers inhibiteur du MMP-13[22].

Structure Radical 1Cso
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Tableau N° 5 : Les inhibiteurs de MMP-13 a base de pyrimidinetrione [23].

Structure Radical 1Cs0
0 R
= ol g0
e DO at
o OE )
}_? HHH
-Ph 0,84nM
-CH2Ph 8,0nM
-CH2-(2-F-Ph) 1,1nM
-CH2-(3-F-Ph) 0,85nM
-CH2-(4-F-Ph) 3,4AnM
-2-pyridyl 3,9nM
-3-Pyridyl 0,4nM
-CH2-(2-Pyridyl) 6,1nM
-CH2-(3-Pyridyl) 2,6nM
o R
mdod Ve
.:—_:: _‘:r_'. LI Y
g =, Y
L B - e
hal
- 1,7nM
I
- 2,4AnM
St
L 3,4AnM
'\:‘i-.:l.\_ .
" 1,6nM
*:"-n-.;l-.:
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HI;_H‘{'L..:"‘
"% 12nM
'f_—Ll
hn""""
N . 15nM
P R X Ar
:—I-E::I_:.{r_- L r-___ %
L,
18 Et N 2-F-Ph 3,3nM
19 Et N 3-F-Ph 7,8nM
20 Et N 4-F-Ph 6,1nM
21 Et N 2-Pyridyl 1,0nM
22 Et N 3-Pyridyl 2,0nM
23 Et N 4-Pyridyl 0,54nM
24 Me CH 2-F-Ph 1,4nM
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25 Et CH 2-F-Ph 0,93nM
26 Me CH 3-F-Ph 0,46nM
27 Et CH 3-F-Ph 0,36nM
28 Me CH 4-F-Ph 0,57nM
29 Et CH 4-F-Ph 0,68nM
30 Me CH 2-CN-Ph 0,73nM
31 Et CH 2-CN-Ph 0,88nM
32 Me CH 3-CN-Ph 0,63nM
33 Et CH 3-CN-Ph 0,53nM
34 Me CH 4-CN-Ph 0,36nM
35 Et CH 4-CN-Ph 0,45nM
36 Et CH 2-Pyridyl 1,0nM
37 Et CH 3-Pyridyl 0,34nM
38 Et CH 4-Pyridyl 0,40nM

Tableau N°6 : Les puissants inhibiteurs de MMP-13 a base de pyrimidinetrione[24].

Structure Radical 1Cs0
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e
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9 4-Chloro 1,4nM
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10 3-Chloro 53nM
11 2-Chloro 150nM
12 4-Methyl 2,1nM
13 3-Methyl 19nM
14 2-Methyl 3,1nM
15 4-Bromo 0,87nM
16 4-Trifluoromethyl 5,0nM
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Tableau N° 7 : Hydroxamates pipécolique 30H 3-méthyl [25].

Structure

Radical

1Cso

JFH
¥
H '“" “oH
0=5z0 0

6,5nM

1

3,7nM

3,6nM

1,6nM

4,9nM

R’=(3R)Me

2-Fluorophenyl

R’=(3R)Me

0,49nM
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16 3-Fluorophenyl R’=(3R)Me 1,5nM
17 4-Fluorophenyl R’=(3R)Me 3,7nM
18 2-Chlorophenyl R’=(3R)Me 1,0nM
19 3-Chlorophenyl R’=(3R)Me 2,5nM
20 2-Methylphenyl R’=(3R)Me 0,65nM
21 2-Methoxyphenyl | R’=(3R)Me 18nM
22 2-Cyanophenyl 9,7nM
23 2-Methyl-3- R’=(3R)Me 3,2nM
fluorophenyl
24 2-Methyl-4- R’=(3R)Me 2,9nM
fluorophenyl
25 2-Methyl-5- R’=(3R)Me 2,5nM
fluorophenyl
26 2-Chloro-4- R’=(3R)Me 0,9nM
fluorophenyl
27 2-Fluoro- R’=(3R)Me 0,87nM
4Chlorophenyl
H R R’=(3R)Me
R
L,
025208
<.
g
Pirydin-4-yl R’=(3R)Me 2nM
Pirazynyl R’=(3R)Me 7,4nM
4-isoquinolinyl R’=(3R)Me 18nM
4-quinolinyl R’=(3R)Me 4,1nM
2-Chloro-pirydinyl | R’=(3R)Me 0,43nM
2-Meyhyl- 1,5nM
3pyridinyl
Tableau N°8 : Des puissants inhibiteurs de MMP-13 [26].
Structure Radical 1Cso
—
g s —, ﬂ*‘i'""'l"l'.:':'l ad
g HM-E S S—NH
".{'H.\I_ \ a B -
HG R
H 22nM
isobutyl 1,3nM
CH2CONH2 2,53nM
isobutyl 2,19nM
CH2CH 4,5nM
oH, _._.-hl 8,1nM
-
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=
a, HN-E— g ot
, R
HO ."l
2 H 1,3nM
11 7-OMe 20,2nM
12 5-cl 0,6nM
13 5-OMe 0,66nM
14 5-NO2 0,7nM
15 5-NH2 1,5nM
16 5-NHCOCH3 0,98nM
17 5-NHSO2CH3 0,43nM
18 5-NHSO2Ph 3,4nM
19 4-OMe 2,33nM
20 4-0OBn 3,45nM
21 4-OCH(CH3)CO2H 14,9nM
Tableau N°9 : Phényl sulfamides carboxylate MMP-13 inhibiteurs [27].
Structure Radical I1Cso
Q e R1 R2 R3
N ;
Hc-'ifg”b {LI :L%ﬁ?
' H H H 2.4nM
Me OMe Br 2,3nM

Tableau N°10 : Les inhibiteurs obtenus aprés modification de liaison amide [27].

Structure 1Cso
e o
HUJ“VIN:'“ S Ci'L_F'
e e
g
3 | EH | 2,8nM
4 ’ 467nM
|_N_-f- |
]
5 | I:IM 2,0nM
o3, |
6 I_E- 1,1nM
E"D_l
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7 1,2nM
|_5—I
O
8 |—l:I!’_ O,5nM
s
9 | o | 1,1nM
10 - 1230nM
e
11 “o 242nM
|
12 O 329nM
Bt
Hh—

Tableau N° 11 : Les inhibiteurs dérivés de benzofuranne en C3-méthylé [27].

Structure Radical 1Cso
O - =, L
. T
?EEH%‘ §d
HO™ a
"'\.-rﬁ!"'\-\.
o
oy
13 | MH 17nM
L
(0]
14 |0 1,2nM
—1
(]
15 |—.:. 3,9nM
—|

2-Les inhibiteurs sélectifs de la MMP-13 sans groupe de liaison au zinc:

Dans ce type d’inhibition I’atome de zinc n’est pas impliqué dans I’interaction avec

I’inhibiteur, oU se dernier va se lier a la cavité S1° de I’enzyme. La littérature a décrit plusieurs

types d’inhibiteurs (tableau 12 a 21).

L’interaction entre I’enzyme et I’inhibiteur va provoquer un changement de conformation de la
boucle S1°de I’enzyme, ainsi que La sé€lectivité de ces inhibiteurs est due a la présence d’un
résidu glycine dans la boucle S1° de I’enzyme lui permettant de prendre une conformation

particuliere favorisant la liaison de I’inhibiteur, ce résidu est absent chez les autre MMP se qui

explique la selectivité de ce type d’inhibiteurs envers la MMP-13 [15].
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Notre travail s’inscrit dans la méme démarche a savoir la recherche d’inhibiteurs sélectifs pour

I’enzyme MMP-13.

Tableau N°12: Thiéno [2,3-d] pyrimidine-2-carboxamides portant un carboxybenzéne

groupe en position 5: Trés puissant, sélectif, et disponible par voie oral [28].

Structure | Radicaux | ICso
effet de la variation du segment de liaison a I'intérieur de la 3,4-dihydroquinazolin-4-one
a] F:.k Linkar R1 | R2
e HH .-J"-.,\__.-'-'.g.__ﬁ__.:?
Me0 3™ gar T o
' H H | H 12+1-
o M 1,5nM
]
H Me | H 29+/-
o
I 3,4nM
=]
H H | Me 26+/-
ey 3,1nM
o
.= |H [Me 220+/-
| 25nM
o
Les différents dérives
'l A
o HH ’J’ ™y
H
oy L N A_.l'
[ 1T I M
L]
Me 1,1+/-
e, 0,043nM
g
Mo 1,2+/-
"‘I"’%:.J_m 0,069nM
ety
o, -4, 3 ,1+/'
1 g 0,29nM
. 12+/-
‘1“‘*25 1,6nM
Ty 14+/-
1 W 2,2nM
Me
wa 16+/-
‘J"k Mo 2,1nM
-~ "‘:'f
Py 24+/-
I 3,70M
A8
- 29+/-
,1-_ V' 5,2nM
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A 65+/-10nM
.H-- !;:-
N
AN
M
'“--.lh..-c-“-,_l 200+/-
e, M 38nM
Ma 760+/-
T, 95nM
A
“J---'%_ " 1,100+/-
AN 220nM
g, 3,2+4/-
Py 3000M
Un dérivé avec plusieurs segments de liaison « linkers »
y-R [mbar] R
4] lw-%{-i-"#.ﬂ
MeD™ o e ‘*]-"”“'N" g
L5}
26a iy H 0,19+/-
0,021nM
26d ey F 0,13+/-
0,016nM
26¢ e CH20H 0,032+/-
0,031nM
26d P " CH20Me | 0,080+/-
0,0063nM
26e T CN 0,018+/-
0,0032nM
26a ey CONH2 0,015+/-
0,0013nM
26b PPt CONHMe | 0,029+/-
0,0012nM
26¢ ey COOH 0,0069+/-
0,00078nM
26d g H 0,66+/-
0,075nM
26f i H 39+/-
Me 8 ,3nM
32a _ H H 0,028+/-
N 0,0033nm
o]
32c . 5 COOH 0,005+/-
. 'g' h 0,0006nM
29 E H 0,018+/-
"'-H* . 0,0038nM
29c E COOH 0,0022+/-
"'-H* . 0,00073nM
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35a o H 0,026+/-
,JTH 0,0022nM
35¢ o COOH 0,0077+/-
s o 0,00095nM
H
41 H H 0,053+/-
LT 0,0075nM
q
o
38 H COOH 0,021+/-
My 0,0018nM
1

Tableau N°13 : Structure des inhibiteurs sélectifs du MMP-13 avec des différents radicaux

[29].
Structure Radical 1Cs0
y 430nM
P
R T
e L
1
o 4nM
\_ .:,_.h.H
TR HEy,_~
- 100nM
e .
Hhi "'-:i_ et
HH
B T
L "'Fl,_;"i‘"-ﬁ'l_l M
3
5nM
gt
WA g HH
AF L TR
'a-d-_.-g'hﬁ:':':_;\--’!ﬂ' )
4
H"i":ll a d
Hh._l .;i_.rH
#y L HN T
SN0 g
3 e 100nM
T |
T i
5 3300nM
"
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6 ~ 110nM
‘ﬁt - g
7 x"‘“‘&-—n 140nM
Wl b
8 1 o2 75nM
Fh.
9 't = 11nM
e
U
10 L 180nM
11 =] 330nM
&
12 N 310nM
13 |"!-|-rl:|2 24nM
LN
14 =i 72nM
b b
15 \ ) 14nM
M=
Mg
16 Mty 8nM
i
17 A 8nM
{.\..-'1:'\.
18 Hl. 42nM
F 1.
uﬁ_.-'-ll_
19 ":! ' 31nM
1 | 0
by
21 ! 4nM
M
[
g
22 |'-\-Iﬂl'.. 9nM
o E
Iﬁ____!:l._._:
23 o 100nM
Iﬁ..l'l-'\-
24 - 29nM
._\_.._.-I{-_.-"T\-
25 o 27nM
rgle
26 = 3nM
'\."\"-H
r'*m!-..'
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Tableau N°14 : Structure des inhibiteurs sélectifs du MMP-13 avec des différents radicaux

[30].

27 Faie nM
r.'-=5'T|4‘
I{__.__:I.\_\._-
R R’
1.
HA -, S
R W
22 F ._..;"r In InM
x )
|__L__:|___: N,
28 -,.'T.- 6nM
29 h?_ 28nM
1
@
31 " 25nM
-
27 Fo "TH__ nM
- ]
p O H
'.-WJ"-\__'_ S|
32 }'I# oM
33 '“1?. 36nM
34 "-[”'*-1 2nM
o
35 “‘F—H 5nM

Structure Radical 1Cso
o O i Ar
- . -Q:-||_-'\'I-I
il -ﬁ‘:-'i‘ . ||l:-""-h|_-
"'-"..-"J'""ﬂr l:':l"bﬂ_. LN
oy 430nM
N
u____.r"--.l;"‘l_'.:l'r . Ny
O 620nM
“ o 63nM
A
* 57nM
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7 o 31nM
'Iﬁr_.-?
8 N ;. 180nM
g
9 o 88nM
10 | 17nM
- -ﬁ-.\.'
'\-\..\_.g.'-l :
. R X
.|:,-|- -'\-;II
R o i ':"\-\. -
| i |- i -HHI
ar -'J.--_,--',:':l l:"r y b
1 cl CH 430nM
12 cl N 245nM
13 MeC(=0)NH- CH 1550nM
14 MeNHC(=0)- CH 6000nM
15 MeSO2NH- CH 460nM
16 MeNHSO2- CH 480nM
17 H3C- CH 290nM
19 MeO- CH 220nM
20 EtO- N 32nM
. R
.:q;r_ Hi
.:._h;a;:i"'ll . - .HI__.
R YRR
20 L 32nM
24 QL-EUL"L 6nM
25 Ho 40nM
o
o A
26 ; {“_;,. 6nM
27 = 25nM
28 o 2nM
¥ I'i_.\'.ﬁ!‘
29 IL‘.* -. 4nM
ic '“'\-.\f‘l o
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Tableau N° 15 : Structure des amides (inhibiteurs sélectifs des MMP-13) avec différents

radicaux [31].

Structure Radical plCso
o R
3 T 5
i
4 - 46
H
6 T 4,6
7 E— 4,3
9 [.".-"'\- 4,3
10 A 4,5
HLr ad
H
12 N 4,6
Fa

Tableau N°16 : Structure des Phenoxyphenyl SAR (inhibiteurs sélectifs des MMP-13) avec

difféerents radicaux [31].

Structure Radical plCso
M R’
L (=1
R i '
n
H
14 OPh 4,6
15 Ph 4.4
18 ! ‘:" K 417
2 1 S, _:- CikHMa 5,3

Tableau N°17 : Structure d’autres inhibiteurs sélectifs du MMP-13 avec des radicaux

différents [31].

Structure Radical plCso
23 (R/S)-OH 9,6
24 (S)-OH 7,1
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25 (R)-OH 6.5
o R”
26 - 7
...ﬁh.l > _.-:.

27 6,4
=/

28 T J(f_} 5,6

29 66
l‘:::.. : ."'l::.'w.-\:h' 7

30 =y 5,5

31 ? = 6.3
A/

Tableau N°18: Structure des analogues amides avec différents radicaux [32].

Structure Radical plCso
A
i f’E‘j’l
B g
"'h-'-\':'l:j

2a r;‘”“"h“'ﬂ" ' 71

2b T 6.6

2C 1 79
DR

2D f’*‘*L 7.7
T

2E .\-_,"-"-\""\-\.. 6,5
-*-{.“_.ﬁ,_:'l .

2F YW 72

29 .-'-':'-‘\-":\_-h\..-'ﬁ"ﬂ - 7’5
D=8=0D

2h ”'*T“": ' 71
-\..,_:'l:-_-.-'

2i [L"":j"“ i 7,2
o, 1

5
c.
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Tableau N° 19 : Structure des inhibiteurs obtenus par remplacement Amides du composé 2u

[32].

2 --ﬁ],mﬁ 7,2
l
M
2k TR, 75
'f ;T 5
2l I 8,0
T
- J
2m Iy 7.3
[ =
2n ¥ 74
O
20 ﬁi‘-: ‘r 7,0
2p ..."--:.-.._.-i-\I i 7,1
'l:rll":! K
2q r”"]-”" W 7,0
or = 76
CL
H
25 N 7,0
|
2t 0 7,3
2u q 6,7
M

Structure Radical pICso

A
CONHMe 6,7
CO2H 53
CO2Et 6,0
CONH2 6,2
CONMe2 5,8
CONHOMe 5,6
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NHSO2Me 5,6
SOMe 6,4
SO2Me 6,5
SO2NHMe 7,0

Tableau N°20 : Structure des analogues hydrophiles saturés du composé 2r [32].

Structure Radical pICso
ff;"_';
o e
F"JlL" = ""i'.x-"?ffng
| : P
EL.—"‘HG.-"[-\.H;.'-""'
14 i 7,1
o ""'._Il
15 N 7,3
.:.-5"".'"""\
L%""‘n'
16 o 7.4
T il
."\-\.__.-"-\-\"H".
a
17 M 7.6
W
T ”.-
18 i 7,3
"-\.u.-""'h\.h.-""-.._\_
L,
19 AN, 7.1
L
20 A~ 7.0
21 |"'.FH" | 714
e
[a]
22 |"".-H"" ~ 8,0
R
u]
23 o, 7,1
o
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Tableau N°21 : Inhibiteurs Selectifs De Mmp-13 Pyrimidine Dicarboxamides [33].

Structure 1Cs0
~ o 6600nM
P J'L..\_,_.-ﬁ.\_-q_'_.m LR
Cr™a s
1
-:': 400nM
= x—* = ™,
crv T AR g
2
Mo ﬁ' N ﬁ o 72nM
1SR RRE
3
a 8nM
HG ’_,L . CH,
o ot O
F|
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Chapitre 04: Le docking moléculaire

1-Docking moléculaire :

La modélisation de la structure d'un complexe protéine-ligand est trés importante pour la

compréhension des interactions entre un ligand et sa protéine, et donc la conception de

nouveaux médicaments.

Les ligands sont de petites molécules destinées a inhiber I'activité d'une protéine, qui est

dans le cas du présent travail, une enzyme.

Le docking est un procéde tres utile qui étudie I'interaction potentiel de la structure d'un
complexe moléculaire en tenant compte des interactions potentielles qui établissent la petite

molécule dans le site de liaison de protéine [34].

Le docking permet de déterminer les modes de liaison ou les conformations possibles d'un
ligand a un récepteur et de calculer I'énergie de liaison ou 1’énergie du complexe permettant de
donner une estimation sur I'affinité de liaison entre deux molécules, ceci a pour but de

déterminer quel ligand candidat interagira le mieux avec une protéine cible donnée [35].

La figure si dessous montre les différentes étapes du docking moléculaire.

rayons X

Détemination

des structues de structure

Préparation

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure N°4 : Etapes typiques d'un docking.
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Dans notre travail nous allons utiliser le programme Surflex version 1.3(2005) pour réaliser
le docking moléculaire, ce programme est un algorithme de docking rapide capable d’aligner

les ligands dans un environnement constitu¢ d’acides aminés avec une bonne précision.
Pour realiser le docking en utilisant ce logiciel, il faut suivre 3étapes:

— Déterminer la maniére d’identifier le site actif soit a partir d’un ligand soit a partir du

récepteur.
— Construire une pseudo-molécule (protomol) qui va étre la cible de différents ligands.
— Realisation du docking d’un ou de plusieurs ligands.

Le résultat obtenu est sous la forme de 10 meilleures conformations représentées par des

Scores.

Classiquement, on juge la qualité du docking en mesurant le RMSD (Root Mean Square
Deviation) sur les atomes entre la pose obtenue en docking, et la pose observée
expérimentalement si elle existe [36].

Dans notre travail le coefficient de corrélation linéaire sera I’autre critére dont on

tiendra compte pour juger de la fiabilité du programme utilisé.

L’image ci-dessous montre un exemple d’une étude par docking moléculaire d’une

enzyme et d’un inhibiteur [34].

ACTIVE SITE

RECEPTOR

+n
o0y Mwmzalon
A
Z “ LA
< )
¢ (\:’ :
-
XK263 INHITOR

Figure N°5 : Docking protéine-ligand.
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1-Matériel :
1-1-Micro-ordinateur :

Dans notre étude nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire de 3GB, un
processeur (intel(R)core (TM )2Duo CPU 2.10GHZ ) et un systéme d’exploitation windows7

version 2009.
1-2- logiciels (programmes) :
Nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser le présent travail.

Pour le docking moléculaire nous avons utilisé le programme surflex version 1.3 (2005).
Le deuxiéme logiciel utilisé est «Titan » qui nous a permis de construire la structure
tridimensionnelle des ligands (inhibiteurs) obtenus a partir de la littérature et sauvegardés sous
format pdb apres avoir minimisé leur énergie intramoléculaire. Nous avons utilisé un troisieme
programme qui est le VMD (Visual Molecular Dynamics) version 1.9.1 (2012) permettant de
visualiser la structure de I’enzyme et des ligands. Le programme Open Babel (2.0.2) nous a
permis de convertir les fichiers en plusieurs formats (mol2, mol, pdb....... ).Ainsi nous avons
utilisé le logiciel Excel pour tracer la courbe de corrélation entre I’activité biologique (pICso) de
66 inhibiteurs testés [29] [30] [31] [32] et leurs scores obtenus par surflex. Enfin un dernier
programme a été utilisé dans cette étude pour visualiser les interactions établies entre les

inhibiteurs et le site actif de notre enzyme. 1l s’agit de ViewerLite (4.2).
2-Méthodes :
2-1- Préparation des molécules pour le docking moléculaire :
2-1-1- Préparation de I’enzyme (récepteur) :

L’enzyme cible que nous avons utilisée dans notre travail est la MMP-13 dont la structure
tridimensionnelle a été téléchargée a partir de la Protein Data Bank (pdb) sous le code 830C
[37]. La structure de I’enzyme existe sous forme de complexe (lié a un inhibiteur) définie par
cristallographie avec résolution de 1.60A.L’enzyme étant constituée de 2 chaines (A et B), la
chaine B a été éliminée pour permettre une utilisation plus aisée de I’enzyme lors du docking
moléculaire. Les molécules d’eau et I’inhibiteur présents dans la chaine A ont également été

¢liminés et la structure de I’enzyme est enregistrée sous le format. pdb par le VMD. Ce dernier
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est ensuite converti au format .mol2 que reconnait Surflex , par le programme Open
Babel2.0.2.Enfin grace a une analyse visuelle avec le programme VMD, nous avons pu définir
les acides aminés de la cavité de I’enzyme capable de se lier avec le ligand en sélectionnant
ceux qui sont dans son voisinage le plus proche situés a une distance de 6A. Le fichier obtenu

est enregistré dans un fichier.pdb.

Dans le tableau N°22, nous retrouvons la liste des acides aminés du site actif de la

MMP-13 telle qu’elle a été déterminée par le programme VMD.

Tableau N°22 : Liste des acides aminés du site actif de la MMP-13.

N©° Les acides aminés du site actif
1 GLY183
2 LEU184
3 LEU185
4 ALA186
5 H1S187
6 ALA188
7 ASN215
8 LEU218
9 VAL219
10 ALA220
11 H1S222
12 GLU223
13 H1S226
14 H1S232
15 PRO236
16 GLY?237
17 ALA238
18 LEU239
19 MET240
20 PHE241
21 PRO242
22 ILE243
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23 TYR244
24 THR245
25 TYR246
26 THR247
27 PHE252
28 MET253
29 LEU254
30 PRO255

2-1-2- Préparation des ligands:

Noua avons utilisé 66 inhibiteurs obtenus de la littérature [29] [30] [31] [32]. Dont la
géométrie 3D a été construite avec le logiciel « Titan » et ensuite sauvegardés dans des

fichiers sous format pdb apres avoir minimisé leur énergie intramoléculaire.
2-1-3- Génération du protomol:

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

étapes.

Nous avons déterminé le site actif représenté par le pl-protomol.mol2 (voir figure

N°6) avec un inhibiteur .pdb et la protéine. mol2 par la commande suivante :
surflex-dock proto inhibiteur.pdb protein.mol2 pl

Ainsi nous avons utilisé une autre commande pour la détermination du pl- protomol de
notre enzyme : MMP-13 (elle a le méme role que la précédente) mais en utilisant la protéine

.mol2 et la liste de cavité de I’enzyme MMP-13 :

surflex-dock —proto_thresh 0.5 —proto_bloat 2 resproto list_cavité proteine .text

protéine.mol2 p1.
2-2 - Le docking moléculaire :

Cette étape a été réalisée par I’utilisation des ligands au format pdb et la protéine au
format mol2 et le pl-protomol format mol2 ,elle nous a permis d’avoir les dix meilleures

conformations des ligands au niveau du site actif de ’enzyme d’apres leurs affinité représenté
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par des scores (final 0 a final-9) au format mol2, le meilleur score pris en consideration :final-0.

Pour cette étape nous avons utilisé la commande suivante :
surflex-dock dock inhibiteur.pdb pl-protomol.mol2 protein.mol2
Pour le test RMSD nous avons utilisé en plus une troisieme commande :

surflex-dock optrms final-0.mol2 ligand.mol2

Nécessaire Pour optimiser la position d'une molécule qui a été simulé par rapport a

celle du ligand expérimental et le calcul du RMSD.

Figure N°6 : Le model en négatif du site actif représenté par le protomol (coloré en vert).

2-3- Analyse visuelle des résultats :

Le programme Surflex ne permet pas de faire 1’analyse visuelle, pour cela on fait appel
a ViewerLite 4.2 pour visualiser les interactions hydrophobes et hydrogénes que peut établir
chaque inhibiteur avec le site actif de ’enzyme. Le programme VMD nous a également aidé a

visualiser les résultats du RMSD et le mode de liaison des inhibiteurs dans le site actif.
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2-4- La reégle de 5 de Lipinski :

C’est une régle qui permet d’évaluer les propriétés physico-chimiques d’une molécule
afin de prédire sa biodisponibilité par voie orale. Cette regle énoncée par Lipinski en 1997[38]

est basée sur cinq critéres :

1- Un poids moléculaire inférieur & 500 daltons.

2-Le nombre des groupements donneurs d’hydrogene ne dépasse pas 5.

3. Le nombre des groupements accepteurs d’hydrogene ne dépasse pas 10.
4. Un coefficient de partage octanol/eau (log P) entre -2 et 5.

5. Le nombre de liaisons rotables inférieur a 15.
Pour étre retenue, une molécule doit répondre a au moins 3 de ces critéres.

Tous ces paramétres ont été calculés, a partir de la structure 2D des composés étudiés, en
utilisant le serveur Molinspiration [39].
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Chapitre 06: Résultats et discussion

1-Evaluation de la fiabilité du programme Surflex :

Afin de nous assurer de la méthode de docking moléculaire utilisée pour la recherche
de nouveaux inhibiteurs de ’enzyme MMP-13, nous avons jugé utile d’évaluer d’abord la
performance du programme Surflex par deux tests : le RMSD et le coefficient de corrélation

lineaire.
1-1- Le RMSD (Root Mean Square Deviation):

L’efficacit¢ d’un programme a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le
site actif est évaluée par la déviation quadratique moyenne ou RMSD de la position du ligand
simulée par le programme Surflex par rapport a celle déterminée expérimentalement qu’on
retrouve dans la PDB. La prédiction est jugée correcte lorsque la valeur du RMSD obtenue
est < 2A. Ce test a été réalisé sur une centaine de complexe protéine-ligand [40] choisis
arbitrairement a partir de la PDB. Apres avoir séparé la protéine de son ligand les 2 fichiers
sont enregistrés séparément afin de reconstituer de nouveau le complexe par docking
moléculaire et de calculer le RMSD entre la meilleure conformation du ligand générée par
surflex (finale 0) et la conformation expérimentale de référence issue de la PDB. Les
résultats des 100 complexes sont représentés dans 1’ Annexe 1.

La représentation graphique en pourcentage, des résultats du RMSD est donnée par la figure
NO°7

HRMSD<2 A ®RMSD>2 A

Figure N°7 : Résultats en % des RMSD obtenus par Surflex.
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Les résultats du graphe montrent que 75% des valeurs RMSD sont < a 2A alors que
25% sont > & 2 A. La reproduction des données expérimentales dans de telles proportions,
montre que surflex conformément aux travaux de Kellenberger et al (2004) (avec 54% des
RMSD < 2A) et chikhi A et bensegueni A (2008) (avec 63% des RMSD < 2A) [40] [41] est

un programme de docking moléculaire trés performant.
1-2- Analyse visuelle:

L’analyse visuelle par VMD permet une meilleure appréciation des résultats de
RMSD obtenus avec Surflex.

Pour cela nous avons choisi 3 complexes dont les résultats de docking moléculaire <

2A et 3 complexes dont les RMSD sont > a 2A (voir figures 8 et 9) :

2
Fos

5CUH (RMSD=0.032A) 3KWF (RMSD=0.072A)

5F37 (RMSD=0.039A)

Figure N° 8 : Superposition de la géométrie des trois ligands des complexes (5CUH

3KWF, 5F37) obtenus par rayon-X (colorés en jaune) et celles calculées par docking

moléculaire avec Surflex (colorés en rouge).
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5HDO (RMSD=2.851A)

Figure N° 9 : Comparaison entre la géométrie des trois ligands des complexes (4PNZ,

3VJL, 5HDO) obtenus par rayon-X (colorés en jaune) et celles calculées par docking

moléculaire avec Surflex (colorés en rouge).

1-3- Test du coefficient de corrélation linéaire :
Il s’agit du deuxiéme moyen permettant de tester la fiabilité du programme Surflex. Ce

test consiste a déterminer le degré de corrélation entre deux valeurs, en 1’occurrence I’activité
biologique de I’inhibiteur ou pICsg et son affinité pour I’enzyme.

Le coefficient de corrélation est calculé en tracant la courbe de régression linéaire
entre les scores (affinité) obtenus par docking moléculaire et les pICso de 66 inhibiteurs cités

dans la littérature[29][30][31][32](voir Annex2).
Les pICso ont été calculés par le serveur Sanjev’s Lab [42][43].
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Les résultats des scores (affinités) des inhibiteurs étudiés ainsi que leurs pICsg sont

représentés dans le tableau N°23 (classés par leur affinité décroissante):

Tableau N°23 : Résultats de I’activité biologique (pICso) de 66 inhibiteurs de la MMP-13
et leurs scores (affinité) obtenus par Surflex.

Numéro Nom de ICs0 (nM) pICso Score Références
I’inhibiteur (affinité)
1 Composé 36 | 2nM 8.698 5.16 [30]
2 Composé 14 | 4nM 8.397 5.12 [29]
3 Composé 24 | 31nM 7.508 5.08 [30]
4 Composé 59 |/ 7.0 4.93 [32]
5 Composé 2 | 100nM 7 4,91 [29]
6 Composé 60 |/ 7.1 4.88 [32]
7 Composé 62 |/ 7.4 4.87 [32]
8 Composé 47 |/ 7.5 4.84 [32]
9 Composé 5 | 11nM 7.958 4.81 [29]
10 Composé 50 7.0 4.76 [32]
11 Composé 30 | 460nM 6.337 4.64 [30]
12 Composé 23 | 63nM 7.200 4.63 [30]
13 Composé 28 | 245nM 6.610 4.63 [30]
14 Composé 12 | 42nM 7.376 4.59 [29]
15 Composé 17 | 27nM 7.568 4.58 [29]
16 Composé 16 | 29nM 7.537 4.57 [29]
17 Composé 27 | 17nM 7.769 4.52 [30]
18 Composé 49 |/ 7.0 4.50 [32]
19 Composé 51 |/ 7.3 4.48 [32]
20 Composé 22 | 620nM 6.207 4.47 [30]
21 Composé 20 | 36nM 7.443 4.38 [29]
22 Composé 11 | 140nM 6.853 4.36 [29]
23 Composé 9 | 24nM 7.619 4.30 [29]
24 Composé 6 | 180nM 6.744 4.26 [29]
25 Composé 37 | 4nM 8.397 4.26 [30]
26 Composé 45 |/ 6.5 4.26 [32]
27 Composé 65 |/ 7.0 4.21 [32]
28 Composé 61 |/ 7.3 4.18 [32]
29 Composé 19 | 9nM 8.045 4.17 [29]
30 Composé 35 | 40nM 7.397 4.17 [30]
31 Composé 56 |/ 5.6 4.15 [32]
32 Composé 13 | 31nM 7.508 4.14 [29]
33 Composé 21 | 5nM 8.301 4.14 [29]
34 Composé 18 | 25nM 7.602 4.13 [29]
35 Composé 66 | / 7.1 4.13 [32]
36 Composé 15 | 100nM 7 3.98 [29]
37 Composé 25 | 180nM 6.744 3.95 [30]
38 Composé 48 |/ 7.0 3.91 [32]
39 Composé 7 | 330nM 6.481 3.87 [29]
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Numéro Nom de IC50 (nM) plC50 Score Réferences
I’inhibiteur (affinité)
40 Composé 55 6.2 3.84 [32]
41 Composé 1 | 430nM 6.366 3.80 [29]
42 Composé 44 |/ 5.5 3.79 [31]
43 Composé 46 |/ 7.5 3.79 [32]
44 Composé 4 | 140nM 6.853 3.75 [29]
45 Composé 43 |/ 5.3 3.74 [31]
46 Composé 31 | 480nM 6.318 3.69 [30]
47 Composé 33 | 220nM 6.657 3.66 [30]
48 Composé 26 | 88nM 7.055 3.65 [30]
49 Composé 57 |/ 5.6 3.65 [32]
50 Composé 63 |/ 7.3 3.63 [32]
51 Composé 10 | 72nM 7.142 3.62 [29]
52 Composé 64 | / 7.1 3.54 [32]
53 Composé 54 |/ 6.0 3.49 [32]
54 Composé 53 |/ 5.3 3.46 [32]
55 Composé 29 | 1550nM 5.809 3.43 [30]
56 Composé 52 |/ 6.7 3.43 [32]
57 Composé 42 |/ 4.7 3.39 [31]
58 Composé 38 |/ 5 3.38 [31]
59 Composé 8 | 310nM 6.508 3.31 [29]
60 Composé 41 |/ 4.6 3.31 [31]
61 Composé 32 | 290nM 6.537 3.28 [30]
62 Composé 34 | 6nM 5.221 3.18 [30]
63 Composé 39 |/ 4.6 3.12 [31]
64 Composé 58 |/ 6.5 3.10 [32]
65 Composé 40 |/ 4.3 3.04 [31]
66 Composé 3 | 3300nM 5.481 2.83 [29]

L’analyse par régression linéaire de ces 2 variables (pICsp et score) a permis d’obtenir

la représentation graphique suivante avec un coefficient de corrélation de 0.68 (voir figure
N°10).
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y=0,405x + 1,324
scores R?=0,467

r=0.68

w ® = 0 0o wv

PICs5o

Figure N° 10 : Courbe de corrélation entre 1’activité biologique (pICso) de 66 inhibiteurs de

la MMP-13 et leurs scores obtenus par Surflex.

Une telle valeur du coefficient (r) montre, en accord avec les travaux de chikhi A et
Bensegueni A (2010) (avec des coefficients r =0.83, r =0.90, r =0.84) [44] et Bouchrit H et al
(2014) (avec des coefficients r =0.76, r =0.64) [45], qu’il existe une corrélation entre les 2
variables plCso et affinite.

1-4- Conclusion:

Les résultats des RMSD et du coefficient de corrélation montrent que Surflex est un
programme de docking fiable qui peut étre utilisé en toute confiance pour réaliser le présent
travail qui consiste a rechercher des inhibiteurs plus puissants de la MMP-13.

2-Analyse visuelle des interactions entre les inhibiteurs et les acides
aminés du site actif de la MMP-13 :

Afin d’élucider le mode d’interaction des inhibiteurs avec le site actif de la MMP-13,
nous avons choisi les 2 composés présentant les plus faibles 1Cso avec des meilleurs scores.
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Il s’agit des composés 14(1Cs0=4nM, score=5.12) et 36(ICs0=2nM, score=5.16) (voir

tableau N°22) dont les structures sont représentées dans les figures N°11 et N°12,

Figure N°11 : Structure du composé 36.

2-1-Etude des interactions du composeé 36:

Figure N°12:Structure du composé 14.

Le mode d’interaction du composé 36 avec la MMP-13 calculé par docking

moléculaire avec Surflex nous a donné le meilleur score d’affinité avec une valeur égale a

5.16 parfaitement corrélée avec sa forte activité biologique exprimée par un ICso avec la plus

faible valeur expérimentale (2nM).

L’analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction de ce compos¢ montre qu’il

est bien placé dans le site actif de la MMP-13 ou il établit 7 liaisons hydrogene (voir figure

N°13). Ces liaisons sont regroupées dans le tableau N°24.

Tableau N°24 : Les liaisons hydrogéne établies par le composé 36 avec le site actif.

Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogéne actif
1 L’oxygene du carbonyle Le groupement | (O...HNLEU185; d=1.71A)
de la liaison amide reliant | o amine du
les cycles furane et résidu LEU185.
hexane.
2 L’oxygene du carbonyle Le groupement | (O...HNALA186;d=2.22A)
de la liaison amide reliant | a amine du
les cycles furane et résidu ALA186.
hexane.
3 L’azote du cycle lié¢ au L’oxygene du (N...CO PHE24:;d=2.89A)

furane.

groupement o
carbonyle du
résidu PHE 241.
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Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogéne actif
4 L’azote du cycle li¢ au L’hydrogéne du | (N...HN ILE243 ; d=3.10A)
furane. groupement o
amine du résidu
ILE 243.
5 L’azote du cycle situé a Le groupement | (N...CO THR245;d=3.12A)
I’extrémité. a carbonyle du
résidu THR245.
6 L’oxygene du carbonyle L’hydrogéne du | (O...HN TYR244;d=2.44A)
de la deuxiéme liaison groupement o
amide du cycle hexyl. amine du résidu
TYR244.
7 Le Hde NH de la Le groupement | (NH...OC Gly18;d=2.18A)
deuxiéme liaison amide au | o carbonyle du
voisinage du cycle hexyl. | résidu GLY183.

Le composé 36 est par ailleurs stabilisé dans le site actif de la MMP-13 par d’autres
interactions de type hydrophobe avec les résidus :LEU239 , PRO242 HIS 222, VAL
219 ,THR 247 ,PHE252 ,LEU 218.

PHE241

ILE243
PRO242

LEUY8E

LEUN 8 ALA186

!

Figure N° 13 : Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé 36 avec

le site actif de la MMP-13.
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Figure N°14 : Visualisation par VMD de I’emplacement du composé 36 (en orange) dans
le site actif de la MMP-13.

2-2- Etude des interactions du composé 14 :

Le compose 14 bien que son ICso soit doublement supérieur (4nM) a celui du composé

36, présente un score d’affinité équivalent soit d’une valeur égale a 5.12.

L’analyse visuelle par ViewerLite du mode d’interaction du composé 14 avec la
MMP-13 montre qu’il est entouré par différents acides aminés hydrophobes dont HIS222,
PHE252, ILE243, THR247, TYR244, LEU218. Cing liaisons hydrogene interviennent pour
stabiliser davantage cet inhibiteur dans la cavit¢é de 1’enzyme (voir figure 15), qui sont

regroupées dans le tableau N° 25.
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Tableau NO°25 : Les liaisons hydrogéne établies par le composé 14 avec le site actif.

Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogéne actif

1 H du N formant la Le groupement o | (NH...O=CLEU239;d=2.25A)
liaison amide avec le carbonyle du
cycle furane. résidu LEU239.

2 H du N de lanouvelle | Le groupement o. | (NH...O=C PR0O242;d=2.00A)
liaison amide introduit | carbonyle du
dans la molécule (par résidu PRO242.
rapport au compose 36).

3 H du N d’une autre Le groupement 0. | (NH...0=C ALA238:d=2.16A)
liaison amide située carbonyle du
entre le cycle hexyle et | résidu ALA238.
I’extrémité méthyle
terminal.

4 L’oxygene du L’hydrogéne de | (O....HO THR245 ; d=1.99A)
carbonyle de la liaison | la fonction
amide située a hydroxyle latérale
I’extrémité CH3 du résidu
terminal. THR245.

5 L’oxygéne du L’hydrogéne de la | (O....HN THR245 ; d=1.84A)

carbonyle reliant les

cycles furane et hexane.

fonction oo —NH2
du résidu
THR245.
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Figure N° 15 : Analyse visuelle par Viewerlite du mode d’interaction du composé 14 avec

le site actif de la MMP-13.

Figure N°16: Visualisation par VMD de I’emplacement du composé 14 (en jaune) dans le
site actif de la MMP-13.
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2-3- Application de la regle de Lipinski :

C’est un « filtre ADME » basé sur les critéres de Lipinski pour estimer les propriétés
d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion des composés qui peuvent étre
potentiellement actif comme médicaments .I’application de cette régle sur les 2 inhibiteurs

étudiés va nous permettre d’évaluer leur activité biologique.

Tableau N° 26: Résultat de la régle de Lipinski pour les deux inhibiteurs étudiés.

D’aprés les résultats du tableau 26, les deux composes étudiés respectent bien la regle
de Lipinski, donc  peuvent avoir une activité biologique et une biodisponibilité orale
conformément aux travaux de Lipinski et al (1997) [38].

2-4- Conclusion:

Apres I’étude par docking moléculaire effectuée sur les deux composés 36 etl14 les
scores obtenus ainsi que 1’analyse visuelle de leur interaction au site actif confirment les
données expérimentales qui se résument par leur pouvoir inhibiteur envers la MMP-13avec
une trés faible I1Cso.

3-Recherche de nouveaux inhibiteurs de la MMP-13 :

3-1 Le docking moléculaire d’un ensemble de COMpOoses :

Dans le but d’améliorer le pouvoir inhibiteur des composés 36 et 14 nous avons réalisé
le docking moléculaire avec le Surflex de plusieurs composés téléchargés a partir de la
banque PUBCHEM. Sur la base de leurs structures chimiques la banque nous a proposée 234

similaires (95simlaires du composé 36 et 139 similaires du composé 14) avec une similarité

de 90%.



Chapitre 06: Résultats et discussion

Le docking moléculaire nous a permis de sélectionner 8 composés (Voir Annexe 3)

avec les meilleurs scores (affinités) (voir Tableaux N°27 et N°28).

Tableau N°27 : Les scores des meilleurs similaires du composé 14.

Nom du composé N°CID | scores
A | 6-methyl-N-[4-[5-[[3-methyl-1-(methylamino)-1-oxobutan- 76807337 | 5.69
2-yl]carbamoyl]furan-2-yl]phenyl]pyridine-2-carboxamide

B N-[[3-[5-[[1-cyclohexyl-2-(methylamino)-2- 75148296 | 5.54
oxoethyl]carbamoyl]furan-2yl]phenyl]Jmethyl]pyridine-2-

carboxamide

C N-[1-cyclohexyl-2-(methylamino)-2-oxoethyl]-5-[4-[[(3- 91134567 | 5.49
methylpyridin-2-yl)methylamino]methyl]phenyl]furan-2-
carboxamide
D | N-[4-[5-[[(1S)-1-cyclohexyl-2-[[(2R)-1methoxypropan-2- 46207416 | 5.43
yllamino]-2-oxoethyl]carbamoyl]furan-2-yl]phenyl]-6-

methylpyridine-2-carboxamide

Tableau NO°28 : Les scores des meilleurs similaires du composé 36.

Nom du composé N°CID | scores

E | (25)-2-[amino-[5-[5-[(6-methylpyridin-2- 117813931 5.40
yl)methoxy]pyridin-2-yl]furan-2-carbonyl]amino]-2-
cyclohexyl-N-methylacetamide

F 3-(furan-2-yl)-N-(4-(pyridin-3-yloxy)but-2-yn-1-yl)-1H- 90578797 5.38
pyrazole-5-carboxamide;

G N-[(S)-(3-hydroxycyclobutyl)-pyridin-2-ylmethyl]-5-(5- | 100300447 5.35

methylfuran-2-yl)-1H-pyrazole-3-carboxamide

H N-[(3-hydroxycyclobutyl)-pyridin-2-ylmethyl]-5-(5- 91796136 5.32

methylfuran-2-yl)-1H-pyrazole-3-carboxamide
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D’apres les résultats des 2 tableaux, il ressort que les scores corrélés avec affinité des 8

similaires des 2 composés 14 et 36 sont légerement ameéliores.

Il faut souligner que le composé 14, bien que présentant un pouvoir inhibiteur plus faible que

le composé 36, PUBCHEM a fourni de meilleurs similaires en se basant sur sa structure.

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’interaction de ces similaires, il nous a

semblé judicieux de faire uniquement 1’analyse visuelle du meilleur similaire de chaque

inhibiteur, c'est-a-dire les composés A et E dont les structures sont représentées dans les
figures N°17 et N°18.

Figure N°17: Structure du composé A.

Figure N°18: Structure du composé E.

Comme le montre la figure N° 19 le composé A établit quatre liaisons
hydrogene regroupées dans le tableau N°29.
Tableau N°29 : Les liaisons hydrogéne établies par le composé A avec le site actif.
Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogéne actif
1 Le Hdu NH de Ilaliaison Le groupement | (NH...OC LEU239;d=1.90A)
amide reliant le cycle hexane | a carbonyle du
et le cycle situé a I’extrémité résidu LEU2309.
2 L’oxygéne du carbonyle de la | L’hydrogéne du | (O...HN THR245 ;d=2.02A)
liaison amide reliant le cycle groupement o
hexane et le cycle situé a amine du résidu
I’extrémité THR245.
3 L’oxygéne du carbonyle de la | L’hydrogéne du | (O...HN LEUI185; d=1.76A)

liaison amide au voisinage du
cycle furane

groupement o
amine du résidu
LEU185.
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Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogéne actif
4 L’oxygeéne du carbonyle de la | L’hydrogéne du | (O...HN ALA186; d=2.47A)

liaison amide au voisinage du

groupement o

amine du résidu
ALA186

cycle furane

Ainsi cet inhibiteur est stabilisé par d’autres liaisons hydrophobes avec les acides

aminés PRO242, HIS222, TYR244, PHE252 VAL219, ILE243, PRO255, LEU254 LEU218.

_—PRD255/

"LEU254

~LLEW239

PHE2E2 ——

\\ 3?2{..21 9

~ JRR24g

N\ / N 2N b
‘\»//T}Lag24 4 N/

"

Figure N°19 : Analyse visuelle par ViewerLite du mode d’interaction du composé A avec

le site actif de la MMP-13.
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Figure N°20 : Visualisation par VMD de I’emplacement du composé A(en mauve) dans le
site actif de la MMP-13.

Concernant le composé E avec son score de 5.40 montre la présence de 3 liaisons

hydrogéne qui sont regroupées dans le tableau N°30.

Tableau N°30 : Les liaisons hydrogéne établies par le composé E avec le site actif.

Les liaisons Inhibiteur Résidus du site Distance
hydrogene actif
1 Le H du NH de la liaison | La fonction (NH...O PRO242;0=2.16A)
amide situé a I’extrémité | hydroxyle latérale
CH3 terminale. du résidu PRO242.
2 LeHdu NH2lié ala La méme fonction | (NH...O PRO242;d=2.02A)
liaison amide situé a hydroxyle latérale
proximité du cycle du résidu PRO242
furane.
3 L’atome d’oxygéne du | Le H de la fonction | (O...HN LEU185;d=1.96A)

carbonyle de la liaison
amide situé a proximité

du cycle furane.

o amine du résidu

LEU185
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Ainsi ce composé est stabiliseé dans le site actif de la MMP-13 par d’autres liaisons
hydrophobes avec les résidus HIS222, TYR244, THR245, THR247, LEU239, ILE243,
PHE252 , LEU218, MET253,PR0O255, VAL219 (voir figure N°21).

,-'__""'j\|LE243
/

/' PROZ42 N\
~ - -

P . “\f_____,/--"
/)I/H R245
- \\\

Figure N°21 : Analyse visuelle par ViewerLite du mode d’interaction du composé E avec

le site actif de la MMP-13.
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Figure N°22 : Visualisation par VMD de 1’emplacement du composé E (en vert) dans le
site actif de la MMP-13.

3-2 Application de la regle de Lipinski :

Dans le but de savoir si les deux similaires A et E sont des composés qui peuvent présenter
une bonne biodisponibilité par voie orale, il était nécessaire de calculer leurs propriétés

physico-chimiques en appliquant la régle de Lipinski.
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau N°27.

Tableau N° 31 : Résultats de la régle de Lipinski appliquée aux composés A et E.
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Selon Lipinski (1997), une mauvaise absorption ainsi qu’une mauvaise perméabilité
peuvent étre rencontrés pour tout composé ne respectant pas au moins 3de ces 5 regles [38].
Les composés A et E répondent positivement aux cing critéres de la regle de Lipinski et
peuvent, de ce fait, étre considérés comme potentiellement actifs. Leur coefficient de partage
octanol/eau leur confére des propriétés d’hydro solubilité et de lipophile nécessaires pour
telles qu’ils peuvent franchir facilement toute barriére aqueuse ou lipidique pour atteindre leur

site d’action.

63



Conclusion




Conclusion

Conclusion :

Notre travail avait pour objectif de proposer de nouveaux inhibiteurs de la MMP-13 qui
est considérée comme une bonne cible thérapeutique pour le traitement de la maladie de

I’arthrose.

Pour cela, nous avons utilisé le programme de docking moléculaire Surflex, tout d’abord
nous avons testé la performance de ce programme par deux tests: le premier consiste a
calculer le RMSD (Root Mean Square Déviation) entre la meilleure conformation du ligand
simulé par le Surflex et celle obtenue par cristallographie au niveau de la PDB. 100 complexes
ont été teléchargés a partir de la PDB et testés. Le deuxiéme critere était la détermination du
coefficient de corrélation linéaire entre les pIC50 expérimentales et les scores d’affinité de 66
inhibiteurs tirés de la bibliographie. les résultats des RMSD montrent que 757 des valeurs sont
< a 2A. L’analyse visuelle par viwerlite montre qu’il existe une bonne superposition entre la
géométrie des ligands calculée par Surflex et celle obtenue expérimentalement. L’analyse par
régression linéaire donne un coefficient de corrélation égale a 0.68 qui consolide les résultats
des RMSD.

A la lumiére de ces résultats nous concluons que le programme Surflex est considéré
performant et peut étre utilisé dans la recherche de nouveaux inhibiteurs de la MMP-13sans
trop de risque d’erreurs.

En deuxiéme lieu nous avons étudi¢ les modes d’interactions des deux meilleurs
inhibiteurs parmi les 66 ceux présentant les plus faibles IC50 (2nM, 4nM).ces 2 composes
(N° 36 et 14) ont donné les meilleurs scores d’affinités respectivement de 5.16 et 5.12.

Dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la MMP-13, nous
avons testé ; par docking moléculaire avec Surflex, 234 composés proposés par la banque
PUBCHEM en nous basant sur la structure des deux composés sélectionnés (36 et 14).

Parmi les 234 similaires analysés par le programme Surflex , deux composés appelés A
et E ont donné des scores d’affinités meilleurs que les composés de départ (14 et 36) 5.69 et
5.40 et sont, de ce fait, considérés comme des nouveaux inhibiteurs de la MMP-13

biologiquement plus actifs.
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La derniére étape de notre travail consistait a appliquer la régle de cing de Lipinski
pour nous renseigner sur les propriétés pharmacodynamiques ADME de ces inhibiteurs. Les
résultats obtenus sont positifs car les deux composés A et E ont parfaitement respecté les 5
criteres de la régle de Lipinski. Leur utilisation comme médicaments potentiels ne posera

aucun probleme de biodisponibilité par voie orale.

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

études expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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Annexes 1

Liste des 100 complexes utilisés pour tester le programme Surflex par RMSD.

N° Code complexe ligand RMSD
1 1EL3 148 1.943
2 2YIG 5EL 1.312
3 3KEC 3KE 2.043
4 3LJZ LA3 2.340
5 4Y2J 49G 0.532
6 3WV1 WHH 2.291
7 3WV3 WLL 1.712
8 14AB 3W4 3.276
9 4Y2P 3C5 2.065

10 4LQG CTW 2.190

11 AMPW 2AJ 2.263

12 4AMPX 2AV 2.108

13 4AMQA X00 2.154

14 40EW 510 2.835

15 40GB 2SR 0.787

16 40ME DGQ 1.873

17 4PF7 2QW 1.837

18 APFC 20QX 1.456

19 4RTL SHH 1.063

20 4UF4 o2V 1.063

21 4W10 3GJ 0.941

22 4XCU 3KQ 1.546

23 AWTU 3UT 0.518

24 4WY1 3VO 0.077

25 AWZV E40 1.737

26 AXCT N73 0.277

27 SAXP 4L K 1.540

28 5AXQ 4LP 1.183

29 5B25 4QJ 2.48

30 5BOT 4UM 0.967

31 5BOY 4UE 2.874

32 5BPA 4XF 2.093

33 5C1W 4XS 0.112

34 5C2A 4Y?2 1.442

35 5C2E 4Y1 1.738

36 5C28 4XV 1.100

37 5C29 4XY 1.179

38 5CUH LTQ 0.032

39 5DH4 5AV 1.450

40 5DH5 5AY 2.101

41 SEZX 5T5 0.278

42 SEZZ 5T6 2.358

43 5F00 5T8 0.354
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N° Code complexe ligand RMSD
44 5F03 5TA 2.624
45 4Y2S 49P 0.096
46 5HDO 60Y 2.851
47 SHDU 60W 2.387
48 5HDV 60V 0.133
49 5HDX 60U 0.253
50 5HE7 60X 0.109
51 5ANS RX8 1.822
52 5ANT RJE 0.885
53 5EYC 557 1.799
54 5EYD 5T1 0.562
95 4DAM BKV 1.424
56 5F2S 5TZ 0.123
57 5F32 5Vv7 0.910
58 5F37 N5J 0.039
59 5F3C 5U8 2.632
60 5DQC 5E7 2.269
61 4MP2 PV1 0.096
62 4MP7 PFT 1.681
63 4MPC PV2 1.755
64 AMPE PV8 1.158
65 4MPN PVO0 1.399
66 3W2T LFZ 1.783
67 4GE2 75A 1.775
68 4GE5 A89 1.801
69 3VJL W94 4.227
70 3VIM W61 1.634
71 3KWF B1Q 0.072
72 40Q6 2UV 1.037
73 4JP4 AZ4 1.365
74 421 1V6 1.919
75 41XU 381 1.464
76 4PNZ 2UH 5.043
77 4MS6 28T 1.005
78 4BZR K2C 1.266
79 ACIA 6KZ 1.499
80 4CIB NAG 0.075
81 4371 F4D 1.551
82 3W6N GNH 0.987
83 3wW60 GCP 2
84 4AN8D 2KS 2.118
85 ANBE 2KV 1.716
86 5DOR B1T 1.228
87 5HDO 60Y 2.851
88 5HDX 60U 0.253
89 4LKO 1WH 0.683
90 4HTX 19F 1.712
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N° Code complexe ligand RMSD
91 4L XK IYT 0.873
92 4BVB ARG 1.252
93 ABVE PEG 0.955
94 4BVH QAD 1.432
95 4ZX4 4TL 1.123
96 S5HX8 66P 1.901
97 5CSX 54] 1.714
98 5130 IDV 2.415
99 3QPU POP 0.749
100 4A5S N7F 1.662
Annexe 2
Structure de 66 inhibiteurs testés par Surflex
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Composé 29 MeC(=0)NH- CH 1550nM [30]
Composé 30 MeSO2NH- CH 460nM [30]
Composé 31 MeNHSO2- CH 480nM [30]
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Composé 47 a-“-:]x‘w 75 [32]
Composé 48 ﬁ”» e 7,0 [32]
Composé 49 r"“\]—#‘ . 7,0 [32]
Composé 50 "“'I-:k | 7.0 [32]
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Composé 5 CO2H 5,3 [32]
Composé 54 CO2Et 6,0 [32]
Composé 55 CONH2 6,2 [32]
Composé 56 CONHOMe 5,6 [32]
Composé 57 NHSO2Me 5,6 [32]
Composé 58 SO2Me 6,5 [32]
Composé 59 SO2NHMe 7,0 [32]
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Annexe 3

Structure des 8 meilleurs similaires
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Résumé

Résume :

La modélisation moléculaire des interactions inhibiteur-protéine est une méthode utilisée
en chimie pharmaceutique , pour la recherche des nouveaux médicaments en utilisant des
programmes de docking moléculaire qui permettent de tester des milliers de molécules pour

une cible déterminé .

Dans notre travail nous avons fait appel au programme surflex pour la recherche in silico
de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la MMP-13 ; une enzyme cible pour le traitement de

la maladie de I’arthrose.

Les résultats du RMSD (75%<2A) accompagnés par une analyse visuelle ,ainsi qu’un

coefficient de corrélation de 0.68 ont montré la fiabilité du programme Surflex.

Le docking a été réalisé sur 234 molécules (similaires des meilleurs inhibiteurs ; composé
14 et composé 36 avec des scores de 5.12et 5.16) proposée par la banque de données
PubChem. D’apres les résultats, nous avons sélectionné le composé A (CID 76807337) et le
composé E (CID 117813931) présentant les meilleurs scores de 5.69 et 5.40 comme des
nouveaux inhibiteurs théoriques plus puissants pour la MMP-13.

L’application de la reégle de Lipinski sur ces 2 composés a permis 1’évaluation de leurs

propriétés pharmaco-dynamiques ADME qui sont apparus positifs.

Mots clés : Surflex, docking moléculaire, arthrose, MMP-13, inhibiteur, scores, Lipinski.



Résumé

Abstract:

The molecular modeling of inhibitor-protein interactions is a method used in
pharmaceutical chemistry for the research of new drugs using molecular docking programs that
can test thousands of molecules for a specific target. In our work a surflex program was used
for the research of the MMP-13 new more powerful inhibitors in silico; a target enzyme for the
treatment of osteoarthritis disease. The results of the RMSD (75% <2A) accompanied by a
visual analysis as well as a correlation coefficient of 0.68 showed the reliability of Surflex
program. The docking was performed on 234 molecules (similar inhibitors; compound 14 and
compound 36 with the scores 5.12 and 5.16 respectively) proposed by the PubChem database.
From the obtained results, compound A (CID 76807337) and Compound E (CID 117 813 931)
with the highest scores of 5.69 and 5.40 respectively were selected as new more powerful
theoretical inhibitors for MMP-13. The application of the Lipinski rule on these two
compounds allowed the evaluation of their pharmacodynamic properties ADME that appeared

positive.

Keywords: Surflex, molecular docking, osteoarthritis, MMP-13 inhibitor, scores, Lipinski.
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Résumé :

La modélisation moléculaire des interactions inhibiteur-protéine est une méthode utilisée en chimie
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