N

N

Conception de ligands inhibiteurs de MT5-MMP
(MMP-24): implication dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer

Johanna Giovannini

» To cite this version:

Johanna Giovannini. Conception de ligands inhibiteurs de MT5-MMP (MMP-24) : implication dans
le traitement de la maladie d’Alzheimer. Sciences pharmaceutiques. 2019. dumas-02452841

HAL Id: dumas-02452841
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02452841
Submitted on 23 Jan 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02452841
https://hal.archives-ouvertes.fr

U.F.R. Santé

UNIVERSITE

CAEN Faculté des Sciences Pharmaceutiques
NORMANDIE

Pour obtenir le diplome d’état de Docteur en Pharmacie

Préparée au sein de I’Université de Caen Normandie

Conception de Ligands Inhibiteurs de MT5-MMP (MMP-24).
Implication dans le Traitement de la Maladie d’Alzheimer.

Présentée par
Johanna GIOVANNINI

Soutenue publiquement le 16 octobre 2019
devant le jury composé de

M. Ronan BUREAU ProfesseL.Jr a I'Université de Caen Président cu jury
Normandie

Mme. Anne Sophie VOISIN-CHIRET | [ rofesseura 'Universite de Caen Examinateur
Normandie, Docteur en Pharmacie

M. Antoine MORICE Docteur en Pharmacie a Bayeux Examinateur

Thése dirigée par le Pr. Ronan BUREAU



UNIVERSITE

CAEN U.F.R. Santé
NORMANDIE Faculté des Sciences Pharmaceutiques

Mise a jour le 16/07/2019

LISTE DES ENSEIGNANTS-CHERCHEURS

Directeur de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques
Professeur Michel BOULOUARD

Assesseurs
Professeur Pascale SCHUMANN-BARD
Professeur Anne-Sophie VOISIN-CHIRET

Directrice administrative
Madame Sarah CHEMTOB

PROFESSEURS DES UNIVERSITES

BOULOUARD Michel Physiologie, Pharmacologie
BUREAU Ronan Biophysique, Chémoinformatique
COLLOT Valérie Pharmacognosie

DALLEMAGNE Patrick Chimie médicinale

DAUPHIN Francois Physiologie, Pharmacologie
DELEPEE Raphaél Chimie analytique

FABIS Frédéric Chimie organique

FRERET Thomas Physiologie, Pharmacologie
GARON David Botanique, Mycologie, Biotechnologies
GAUDUCHON Pascal Eméritat jusqu’au 31/08/2019 Biologie cellulaire

GIARD Jean-Christophe Bactériologie, Virologie
MALZERT-FREON Aurélie Pharmacie galénique

RAULT Sylvain Eméritat jusqu’au 31/08/2019 Chimie thérapeutique

ROCHAIS Christophe Chimie organique
SCHUMANN-BARD Pascale Physiologie, Pharmacologie
SICHEL Frangois Toxicologie

SOPKOVA Jana Biophysique, Drug design

VOISIN-CHIRET Anne-Sophie Chimie médicinale



UNIVERSITE
CAEN
NORMANDIE

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

ANDRE Véronique - HDR

BOUET Valentine - HDR

CAILLY Thomas - HDR

DENOYELLE Christophe - HDR
Biochimie, Cancérologie

DHALLUIN Anne

ELDIN de PECOULAS Philippe - HDR
GROO Anne-Claire

KIEFFER Charline

KRIEGER Sophie (Praticien hospitalier) - HDR

LAPORTE-WOICIK Catherine
LEBAILLY Pierre - HDR
LECHEVREL Mathilde - HDR
LEGER Marianne
LEPAILLEUR Alban - HDR
N’DIAYE Monique
Biochimie clinique

PAIZANIS Eleni
PEREIRA-ROSENFELD Maria de Fatima
POTTIER Ivannah

PREVOST Virginie - HDR
thérapeutique du patient
QUINTIN Jérome

RIOULT Jean-Philippe

SINCE Marc

VILLEDIEU Marie - HDR

cancers

PROFESSEUR AGREGE (PRAG)
PRICOT Sophie

U.F.R. Santé

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

Biochimie, Toxicologie

Physiologie, Pharmacologie

Chimie bio-inorganique, Chimie organique

Biologie cellulaire et moléculaire,

Bactériologie, Virologie, Imnmunologie
Parasitologie, Mycologie médicale
Pharmacie galénique

Chimie médicinale

Biologie clinique

Chimie bio-inorganique

Santé publique

Toxicologie

Physiologie, Pharmacologie
Modélisation moléculaire

Parasitologie, Mycologie médicale,

Physiologie, Pharmacologie
Chimie organique et thérapeutique
Chimie et toxicologie analytiques

Chimie analytique, Nutrition, Education

Pharmacognosie
Botanique, Mycologie, Biotechnologies
Chimie analytique

Biologie et thérapies innovantes des

Anglais



UNIVERSITE i
CAEN U.F.R. Santeé

NORMANDIE Faculté des Sciences Pharmaceutiques

PERSONNEL ASSOCIE A TEMPS PARTIEL (PAST)

SAINT-LORANT Guillaume Pharmacie clinique
SEDILLO Patrick Pharmacie officinale
RICHARD Estelle Pharmacie officinale

Enseignants titulaires du Diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie






Le manuscrit proposé ici a été réalisé a la suite de mon stage de Master 2
Recherche « Conception du Médicament », intégré au parcours Recherche de mes
études de Pharmacie a 1'Université de Caen. Ainsi ce manuscrit s’inscrit dans la
continuité de ce stage et se veut étre une version approfondie de mon mémoire de
stage, avec notamment une mise en contexte de mes travaux de stage au regard du
monde de la Recherche dans le domaine Pharmaceutique et une mise en lumiere de
mon approche adoptée au sein de la démarche précoce de conception de nouveaux

principes actifs.

Ce stage a été réalisé au Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie sous la supervision du Pr. Ronan Bureau. Cest donc naturellement que
j’ai demandé au Pr. Ronan Bureau d’étre mon directeur de thése d’Exercice pour cette

derniere étape de mes études de Pharmacie.

Ce manuscrit, au-dela de ma these d’Exercice de Pharmacie, se veut étre
utilisable également par des lecteurs qui souhaiteraient s’initier au développement
précoce de principes actifs en Chémoinformatique. Ainsi, de nombreux termes
techniques et scientifiques sont définis et réunis dans les deux glossaires proposés au
début des Parties I et II. Enfin la Partie I1I, partie expérimentale réalisée au CERMN,
se veut également étre un exemple d’application des principes explicités au cours du

Manuscrit.
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Introduction



La Maladie d’Alzheimer (MA), ou démence sénile la plus répandue dans le
Monde et décrite pour la premiere fois depuis plus d’un siecle, ne dispose aujourd’hui
d’aucun traitement curatif sur le marché. Les caractéristiques de cette pathologie
montrent, au niveau cérébral, des désordres protéiques parmi lesquels ’agrégation de
peptides B-amyloides au niveau extracellulaire et I'agrégation de la protéine Tau au
niveau intracellulaire figurent comme étant les éléments-clés du diagnostic post-
mortem. En ce qui concerne I'agrégation des peptides -amyloides, le mécanisme
classiquement décrit fait intervenir la P-sécrétase et la y-sécrétase. De nombreux
projets de recherche de nouveaux principes actifs anti-Alzheimer ayant pour cible ces
protéines se sont révélés infructueux tant 'implication de ces sécrétases semble
s’étendre au-dela de la métabolisation de la Protéine Précurseur de I’Amyloide (APP).
Cependant, récemment, en 2015, une nouvelle voie de métabolisation de I’'APP a été
démontrée, et son implication semble cette fois ne se limiter qu’a la dégradation de
’APP au niveau cérébral, amenant a la communauté des chercheurs un regain
d’intérét pour la conception de nouveaux principes actifs intervenant dans la
métabolisation de 'APP. Cette nouveauté tient de la découverte d'une autre sécrétase,
nommeée « n-sécrétase », pour laquelle il a été démontré son role dans la dégradation
de ’APP avec, in fine, la sécrétion de peptides neurotoxiques altérant la cognition de
modeles in vivo de la MA. De plus, son inhibition par knock-out de gene a démontré
sur ces modeles des effets pro-cognitifs, confirmant ainsi I'intérét majeur de la n-
sécrétase pour de potentiels nouveaux principes actifs d’intérét dans le traitement de
la MA. Enfin, il a été montré que la n-sécrétase est une protéine appartenant a la
famille des Métalloprotéases Matricielles Transmembranaires (MT-MMP), et ses
nomenclatures officielles dans le cadre de cette famille de protéines sont : MMP-24 et
MT5-MMP.

C’est dans ce contexte que depuis 2016, le Centre d’Etudes et de Recherche sur
le Médicament de Normandie (CERMN) ceuvre a concevoir, synthétiser et tester des
ligands inhibiteurs de MM5-MMP. En effet, le Pr. Dallemagne et le Pr. Rochais ont,
en collaboration avec I’équipe du Pr. Khrestchatisky et du Pr. Rivera, initié un projet
intitulé  « Conception, synthese et évaluation biologique de nouveaux
inhibiteurs de MT5-MMP d’intérét potentiel dans la Maladie d’Alzheimer ». C’est un
projet multidisciplinaire qui a permis dunir plusieurs plateformes et plusieurs

chercheurs a savoir :



- La plateforme Chémoinformatique du CERMN, dirigée par le Pr. Bureau et
avec la participation au projet du Dr. Lepailleur, du Dr. Métivier, du Dr. Denis
et de Mme Saidoun ;

- La plateforme Chimie Organique et Médicinale du CERMN, dont les travaux
concernant ce projet ont été dirigés par les Pr. Dallemagne et Rochais et ont
fait I'objet d’'un stage postdoctoral du Dr. Lalut et font actuellement I'objet de
la these d’université de Mme Zipfel ;

- La plateforme Screening et Drugabilité du CERMN, dirigée par le Pr. Malzert-
Fréon et avec la participation au projet de Mme Davis ;

- La plateforme Chimiotheque du CERMN, avec la participation au projet de
Mme Suzanne ;

- L’Institut de Neurophysiologie et de Psychophysiologie de Marseille, dirigé par
le Pr. Khrestchatisky et avec la participation au projet du Pr. Rivera et du Dr.
Baranger.

J’ai ainsi pu participer a ce projet multidisciplinaire lors de mon stage de
Master 2 Recherche au sein de la plateforme Chémoinformatique sous la direction du

Pr. Ronan Bureau.

Le manuscrit présenté ici se propose de faire un exposé sur les différents
aspects de cette découverte, et montre aussi une démarche rationnelle de
développement précoce in silico de nouveaux ligands d’intérét contre la MA. Ce

manuscrit est divisé en trois parties dans lesquelles sont relatées respectivement :

- Les connaissances acquises sur la famille des Métalloprotéases Matricielles et
sur la MA,

- Lutilit¢ de la Chémoinformatique dans les démarches de conception de
nouveaux médicaments,

- Une démarche de conception de nouveaux ligands assistée par Modélisation

Moléculaire.
Voici le plan proposé dans ce manuscrit :
Partie I Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Partie II Place de la Modélisation Moléculaire dans la Conception de

Nouveaux Principes Actifs

Partie III Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24






Partie |
Métalloprotéases Matricielles et Maladie

d’Alzheimer
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Partie |
Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Ce premier chapitre a pour vocation de faire un point sur les connaissances
acquises sur les Métalloprotéases Matricielles (MMP) et de mettre en lumiere leur
implication dans les phénomeénes neurodégénératifs et notamment dans la maladie
d’Alzheimer (MA). Ensuite, pour comprendre au mieux I'implication et 'importance
de ce type de protéines dans la MA, un point sur le vieillissement, la mémoire et un

court exposé sur la MA est proposé. Voici le plan que suivra cette premiere Partie :

Partie I — Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Glossaire des termes techniques
Les Métalloprotéases Matricielles

Nomenclature et classification des MMP
Structure des MMP
Mécanisme catalytique des MMP
Inhibition de I'activité des MMP
Inhibition endogene des MMP
Inhibiteurs synthétiques des MMP
Implication des MMP dans les maladies neurodégénératives

Vieillissement et Mémoire

La mémoire, anatomie et classification

La Maladie d’Alzheimer
Physiopathologie
Causes de la MA
Traitements disponibles actuellement dans la MA
Vers des traitements curatifs de la MA ?
Importance du diagnostic précoce de la MA

Conclusion de la Partie I
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Partie |

Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Glossaire des termes techniques employés dans la Partie |
A

Affinité : Désigne la force de l'interaction entre une molécule et une cible, et est
exprimée a travers I’expression de concentrations (IC50, Kr; Kb...). Elle reflete la

somme des énergies nécessaires au maintien de I'interaction dans le temps.
Agnosie : Troubles de la reconnaissance visuelle et/ou auditive.
Amnésie : Troubles de la mémoire.

Aphasie : Troubles du langage. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, l'individu
éprouve des difficultés a trouver le mot approprié et se voit dans ’'obligation d’utiliser

des périphrases.

Apraxie : Troubles gestuels associés aux mouvements volontaires.
C

ChEMBL; wwuw.ebi.ac.uk/chembl/ : 1l s’agit d'une base de données chimique de
molécules bioactives, contenant notamment leurs propriétés pharmacologiques.

Cette base de données est gérée par I’ European Bioinformatics Institute (EBI).

Cognition : Processus mental par lequel un organisme devient conscient ou acquiert
des connaissances. Ce processus se rapporte a la mémoire, le langage, le

raisonnement, ’'apprentissage, la perception ou l’attention.
D

Démence : « La démence est un syndrome dans lequel on observe une dégradation de

la mémoire, du raisonnement, du comportement et de l'aptitude a réaliser les

activités quotidiennes. »2
E

Especes réactives de l'oxygene : Molécules ou ions formés par la réduction mono-

électronique incomplete de 'oxygene. Les especes réactives de 'oxygene incluent les

a Définition d’aprés 'OMS http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs362/fr/ (consulté le 15 mai 2017)
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dérivés superoxydes, les péroxydes, des radicaux hydroxyles et les acides
hypochloriques. Ils contribuent a l'activité antimicrobienne des phagocytes, a la
régulation des signaux de transduction et d’expression de gene et aux dommages

oxydatifs des acides nucléiques, des protéines et des lipides.

ExPASy : Acronyme de Expert Protein Analysis System ; Il s’agit d'une ressource
fournie par le Swiss Institute of Bioinformatics permettant d’accéder a des données
de protéomique, génomique, phylogénétique et transcriptomique. L'outil ENZYME
fournit notamment la nomenclature détaillée des enzymes et leur numérotation selon

I’Enzyme Commission.
H

Hydrolase : Enzyme catalysant une réaction d’hydrolyse d’'un substrat (soit son

clivage en présence d’'une molécule d’eau).

I

Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases : 1l s’agit d'une famille de protéases
régulant Dactivité des métalloprotéases matricielles. Ils sont particulierement
impliqués dans la modulation de la protéolyse des composés de la matrice
extracellulaire, notamment pendant les remodelages tissulaires et les processus

inflammatoires.b

M

Matrice extracellulaire : Substance organisée en réseau située dans l'espace
extracellulaire et fonctionnant en association avec la membrane basale de la surface
cellulaire. Elle favorise la prolifération cellulaire et fournit une structure de support a
laquelle adherent les cellules ou les lysats cellulaires. De plus, elle est responsable de
la réorganisation des tissus lors des phénomenes de morphogénese ou différentiation
cellulaire. La matrice extracellulaire est une association composée de 3 types de
molécules : fibres (collageéne et élastine), glycoprotéines (responsables de I'adhérence
cellulaire) et polysaccharides (formant un gel de remplissage de la matrice

extracellulaire).

Mémoire : “Capacité de se rappeler des expériences passées”®

b Définitions d’apres 'outil HeTOP (Health Terminology Ontology Portal) du CISMEF (Catalogue et
Index des Sites Médicaux de langue Francaise) disponible sur hetop.eu (consulté le 12 décembre 2017)

¢ D’apres http://lecerveau.mcgill.ca/flash/d/d_o7/d_o7_p/d_o7_p_tra/d_o7_p_tra.html (consulté
le 16 mai 2018)
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Métalloprotéases matricielles : Famille de métallo-endopeptidases impliquée dans la

dégradation des composés de la matrice extracellulaire.

Modele 5xFAD : Modele Murin de la Maladie d’Alzheimer disponible aupres du
laboratoire Jackson Laboratory. Ces souris expriment 5 mutations liées a la forme
Familiale de la Maladie d’Alzheimer (FAD) et développent tres précocement (2 mois)

des plaques amyloides puis des déficits cognitifs (4-6 mois).
P

Peptidase : Hydrolase catalysant le clivage de liaisons peptidiques. Les « endo »-
peptidases se limitent au clivage de liaisons peptidiques présentes a I'intérieur d'une
chaine peptidique. Les « exo »-peptidases elles se limitent au clivage de liaisons
peptidiques présentes entre le 1¢r et le 2nd acide aminé ou présentes entre I'avant-
dernier et le dernier acide aminé et liberent 'acide aminé soit N-terminal soit C-
terminal. Les «métallo»-peptidases possedent un (ou plusieurs) cations métalliques

au sein de la structure protéique.

Personne-temps : Terme utilisé en épidémiologie. Il s’agit d'une mesure qui « permet
de connaitre a la fois le nombre de personnes exposées et pour chacune d'elle la
période de temps pendant laquelle elles sont exposées au risque au cours de la
période d'observation. La personne-temps (PT) [...] est une évaluation du risque

d'exposition des sujets dans une population donnée. »d

Protein Data Bank ; www.rcsb.org/pdb/ : il s’agit d'un site public ou sont déposées
les coordonnées 3D de macromolécules (enzymes, récepteurs), libres ou complexées a

un ligand.

Protéine tau : Protéine associée aux microtubules du cytosquelette particulierement

présente au niveau neuronal.

S

Sélectivité : Ratio entre deux affinités Ligand-Cible et permettant d’exprimer une

préférentialité (d'une molécule ou d’un site d’interaction).

Structure-based drug design : Approche de conception de ligands basée sur I’analyse

des interactions ligand-cible et la connaissance structurale de la cible.

d Définition d’aprés le glossaire multilingue de la Banque de Données en Santé Publique
asp.bdsp.ehesp.fr/Glossaire/ (consulté le 14 décembre 2017).

15



Substrate-based drug design : Approche de conception de ligands basée sur la

connaissance structurale du substrat endogene de la molécule visée.

T
Test in silico : Désigne un essai effectué a I'aide d'un modele informatique. Cela
apporte alors une représentation informatique ponctuelle ou continue d’un systéme

et/ou d’un processus physico-chimique.

Test in vitro : Désigne un essai effectué dans un environnement artificiel, en dehors

de tout étre vivant et visant a recréer tout ou une partie d'un organisme vivant.

Test in vivo : Désigne un essai effectué sur un organisme vivant.

U

Uniprot ; www.uniprot.org : Il s’agit d'une une base de données publique visant a
répertorier de maniere systématique les séquences des protéines. Elle est gérée par la
collaboration de I'’European Bioinformatics Institute et du Swiss Institute of

Bioinformatics.

Z

Zymogene : Précurseur d’'une enzyme, dépourvu d’activité enzymatique.
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Partie |

Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Les Métalloprotéases Matricielles

Les Métalloprotéases Matricielles (MMP) sont des enzymes présentes au
niveau de la matrice extracellulaire (MEC), et sont capables d’hydrolyser ou de

réguler la totalité de ses composants protéiques.!

Les roles de la MEC sont multiples (maintien tissulaire, adhérence, migration
et transport cellulaire, prolifération...), et par conséquent les implications
physiologiques des MMP le sont tout autant. En effet, les MMP ont des roles variés
dans la modification de la MEC, et ce aussi bien au niveau physiologique
(développement, morphogénese, remodulation...) qu'au niveau pathologique
(cancérogénese, processus métastatiques, neurodégénération...). Elles sont également
impliquées dans la maturation des facteurs solubles de la MEC tels que les cytokines,

facteurs de croissance et chimiokines.2

La preuve de l'existence d’une activité protéolytique de la MEC fut apportée
par Gross et Lapiere en 1962 lors de la découverte du processus de régression de la
queue des tétards, étape de leur métamorphose.3 Il faut attendre 1977 pour que la
premiere MMP humaine ne soit isolée a partir de cellules issues d'une tumeur de la

peau par Bauer et. Al.4

Nomenclature et classification des MMP

Selon la nomenclature de I’Enzyme Commission (EC) classiquement adoptée
pour les enzymese, les MMP sont numérotées 3.4.24, ceci classant les MMP dans la
famille des hydrolases (3.), puis dans la sous-famille des peptidases (3.4), et enfin

dans le sous-type des métallo-endopeptidases (3.4.24).5

Il existe plus de 25 MMP différentes décrites chez ’homme, codées par des
genes différents et produites par de nombreux types cellulaires différents.¢ Elles se
différencient alors, outre leur séquence peptidique, par le type cellulaire responsable
de leur synthese, leur spécificité d’action sur des substrats moléculaires matriciels

différents et les modalités de leur régulation.

€ Un classement détaillé est disponible sur 'outil ExXPASy - Expert Protein Analysis System (Artimo et
al.,, 2012), site tenu par le Swiss Institute of Bioinformatics http://enzyme.expasy.org/enzyme-
byclass.html (consulté le 18/01/2018). Voir en Annexe n°1 : Nomenclature des Enzymes).
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Structure des MMP

Les différentes MMP possedent de nombreuses caractéristiques communes :

- Une structure homologue allant de 40 a 80% d'homologie en acides aminés ;

- Un atome de zinc dans le domaine catalytique de 1'enzyme ;

- Une activité dépendante de la disponibilité du milieu en ions calcium Ca2+ ;

- Une synthése et une sécrétion sous forme de zymogenes (nommés
« proMMP ») ;

- Une capacité a dégrader les composants de la matrice extracellulaire. Les
différentes enzymes peuvent cliver chacune au moins un composant de la
MEC.”

D’un point de vue structural strict, toutes les MMP possedent au moins trois
domaines : le prédomaine ou « peptide signal », le prodomaine et le domaine

catalytique.

Le prédomaine est constitué d’une vingtaine de résidus hydrophobes. Il est
nécessaire au transport intracellulaire des MMP jusqu’a la membrane cellulaire. Le
prédomaine est rapidement éliminé apres la sécrétion et est absent de la forme

enzymatique active.

Le prodomaine est une séquence peptidique d’environ 80 acides aminés et
comprenant notamment un résidu cystéine. Le groupement thiol de la cystéine, par
son atome de soufre S, interagit avec le zinc Zn2+ du site catalytique, maintenant ainsi
Pactivité enzymatique sous forme zymogene (ou latente).8 Le clivage protéolytique du
prodomaine, libérant ainsi ’atome de zinc du résidu cystéine, entraine I’activation du

site catalytique qui peut alors se lier a son substrat. On parle de « cystein switch ».9

Le domaine catalytique, d’environ 170 acides aminés, est caractérisé par la
présence d'un atome de zinc et celui-ci est maintenu par 3 résidus histidine. Cette
liaison entre ces quatre partenaires est a la base d’une structure tridimensionnelle en
forme de poche. Le site catalytique, commun a toutes les MMP, se présente alors
comme une fissure peu profonde, séparant la MMP entre un sous-domaine

« inférieur » et un sous-domaine « supérieur ».

La plupart des MMP ont un quatrieme domaine en position carboxyterminale,
liée au site catalytique par une charniere, chaine polypeptidique hydrophobe dont la
taille et la présence sont variables selon les MMP considérées. Le domaine C-terminal
est homologue de la fibronectine et de 'hémopexine (on parle de I'« Hemopexine like

domain »). Cest une chaine polypeptidique de 210 résidus, stabilisé par un ion
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Calcium Caz+. Il est impliqué dans la fonction de reconnaissance des substrats. Dans
le cas des métalloprotéases matricielles transmembranaires (MT-MMP, membrane-
type matrix metalloproteinase), le domaine hémopexine est suivi soit d'un domaine
transmembranaire hydrophobe (MT-1, 2, 3 et 5), soit d'un pont inositol phosphate

(MT4 et 6), permettant ’'ancrage de 'enzyme a la surface de la cellule (voir Figure 1).

Gelatinases Matrilysins Archetypal MMPs Furin-activatable MMPs
MMP-2, MMP-9  MMP-7,-26 Collagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13)  MMP-11, MMP-21,  MMP-14 (MT1), MMP-17 (MT4), MMP-23
Stromelysins (MMP-3, MMP-10) MMP-28 MMP-15 (MT2), MMP-25 (MT6)
Other (MMP-12, MMP-18, MMP-16 (MT3),

MMP-24 (MT5)
MMP-20, MMP-27)

‘Iransmembrane domain - Hemopexin : yn2* Catalyticdomain < Fibronectin type IT repeats
’:\ Cysteine-rich domain ’ Tg-like domain . Propeptide A Signal peptide
E Hinge region I FN binding site + Propraotein convertase recognition sequence (furin recognition site)

Froure 1: Classification of the MMPs based on their domain organization. MMPs are grouped into four major groups: gelatinases, matrilysins,
archetypal MMPs, and furin-activatable MMPs. ‘The typical structure of MMPs consists of a signal peptide, propeptide, a catalytic domain,
hinge region, and a hemopexin domain. In addition, members of the gelatinases family have extra fibronectin type II motif repeats in the
catalytic domain, and matrilysins have neither a hinge region nor hemopexin domains. Furin-activatable MMPs contain a furin recognition
motif and are subcategorized into either secreted or membrane bound. Based on the type of membrane attachment, they are subdivided into
type T transmembrane MMPs, GPI-linked MMPs, and type IT transmembrane MMPs. Type-IT transmembrane MMPs lack a cysteine switch.
Instead, they have a cysteine rich domain and IgG-like domain. C, C-terminal domain; FN, fibronectin; GPI, glycophosphatidylinositol; MMP,
matrix metalloproteinases; N, N-terminal domain.

Figure 1. Représentation schématique de l'organisation structurale des MMP (D'apreés Brkic et AL,
2015)1()

Parmi les classifications des MMP, on retrouve un classement en six groupes
selon leurs affinités pour les substrats, leurs analogies de séquence et I'organisation
de leurs domaines : matrilysines, collagénases, stromélysines, gélatinases,
métalloprotéases matricielle transmembranaires (aussi dites « Membrane Type » ou

MT-MMP) et autres (voir Annexe n°2 : Liste des MMP identifiées a ce jour).

- Les matrilysines sont les plus simples dun point de vue structural car sont

uniquement pourvues du peptide signal, du prodomaine et du domaine

catalytique.

- Les collagénases, interviennent dans la dégradation du collagene, ceci

entrainant la formation de gélatine pouvant étre dégradée par les gélatinases.

- Les stromélysines hydrolysent des glycoprotéines et des protéoglycanes.
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- Les gélatinases ont une activité protéolytique dont l'objet est le collagene

dégradé, la gélatine.

- Les MT-MMP sont capables de dégrader de nombreux composants de la MEC.

De plus, parmi les substrats des MT-MMP, on compte également des facteurs
de croissance. Enfin, certaines MMP (notamment la MMP-2) sont activées par
des MT-MMP.

- Les autres MMP forment un groupe de MMP hétérogene.

Mécanisme catalytique des MMP

Les implications variées des MMP dans différents processus
physiopathologiques ont conduit a envisager ces protéines comme cibles de
médicaments et, par conséquent, a concevoir des inhibiteurs de celles-ci. Ceci a donc

impliqué de s’intéresser au mécanisme catalytique des MMP.

Ainsi, il est couramment admis qu'un résidu Glu (Acide Glutamique)
coordonne par l'intermédiaire d'une molécule d’eau l'ion zinc catalytique avec 3
résidus Histidine (His). Lors de I'approche d’'un substrat du site catalytique!* (voir

Figure 2) :

e La liaison peptidique du substrat, par l'intermédiaire de son carbonyle,
s’approche de l'ion zinc catalytique ;

e La molécule d’eau coordonnant l'ion zinc catalytique donne un proton au
résidu Acide Glutamique ;

e L’ion HO- ainsi libéré attaque le carbone du carbonyle de la liaison peptidique
du substrat ;

o Cette attaque génere un intermédiaire tétraédrique stabilisé par l'ion zinc
catalytique ;

e Le résidu Acide Glutamique transfere alors son proton excédentaire vers
l’azote de la liaison amide, provoquant un réarrangement de l'intermédiaire

tétraédrique et une hydrolyse de la liaison peptidique.
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Figure 2. Mécanisme catalytique des MMP (D’apres Sagi, Gaffney, 2015)2

Inhibition de U’activité des Métalloprotéases matricielles

L’inhibition de I'activité des MMP peut se réaliser a différents niveaux :!3

Régulation de lexpression génique: via des mécanismes de régulation

transcriptionnelle et post-transcriptionnelle. La régulation de I’expression
génique, difficilement réalisable en thérapie, est cependant un moyen fiable et
efficace de prouver I'implication d’une protéine d’intérét dans un systeme
donné par [Il'utilisation de modeles biologiques tels que des souches
bactériennes ou des animaux génétiquement modifiés.

Inhibition de l’activation pro-enzymatique : cela revient a inhiber la cascade

d’activation des MMP avant libération de leur forme active.
Activation de ’endocytose et de I’élimination : ici cela consiste a favoriser la
métabolisation et I’élimination des MMP.

Inhibition directe: pouvant se faire par protéolyse ou par inhibition

structurale. Ce dernier niveau d’inhibition est celui visé lors de la recherche
d’une inhibition de MMP dans un but thérapeutique.
Inhibition endogéne des Métalloprotéases Matricielles

L’activité protéolytique des MMP est controlée précisément par leurs

précurseurs et leurs inhibiteurs endogenes (a.-macroglobulines [au niveau sanguin]

et inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases (TIMP)).14

L’az.-macroglobuline (a2M) est une glycoprotéine plasmatique capable

d’inhiber la plupart des métalloprotéases en les emprisonnant par complexation. Le

complexe formé est ensuite éliminé par endocytose.!s
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Les TIMP sont des protéines d’environ 190 AA. Les TIMP actuellement connus
sont au nombre de 4 et ont une homologie de séquence de 40 a 50%.1¢ Chacun des
quatre TIMP est capable d’inhiber la totalit¢ des MMP, et ce plus ou moins
efficacement.78 Leur inhibition des MMP procede de la formation de liaisons
covalentes avec les résidus du site catalytique, bloquant ainsi ’acces des substrats a la
poche contenant le zinc catalytique.8 Le systeme MMP/TIMP est régulé finement
afin d’avoir un controle performant de la synthese/dégradation de la MEC. Lors
d’états pathologiques, I'équilibre est rompu, aboutissant a un désordre potentiel de la
MEC au niveau du tissu concerné. En effet, différents membres du systeme
MMP/TIMP sont exprimés dans les cellules du systéeme immunitaire et du cerveau, et
leur dérégulation provoque ainsi de séveres désordres, notamment d’ordre neuro-

inflammatoire.18

Inhibiteurs synthétiques des Métalloprotéases Matricielles
Les MMP étant présentes a différents niveaux et associées a des états
pathologiques tels que les arthrites rhumatismales et ostéoarthrites, les ulcérations
chroniques, les phénomeénes d’invasion tumorale, les lésions athéromateuses et les
mécanismes neurodégénératifs, il a déja été développé des inhibiteurs

pharmacologiques des MMP.19

Les inhibiteurs synthétiques qui ont été développés ont vu leur approche de
conception évoluer. En effet, les premiers inhibiteurs de MMP (MMPi) ont été concus
selon une approche de substrate-based drug design, alors que les derniers
développés ont profité de 'amélioration des connaissances structurales sur les MMP

pour étre concus selon une approche de structure-based drug design.*20

Les premiers MMPi développés, de structure pseudo-peptidique, ont permis
I’avéenement de I'acide hydroxamique comme groupement chélateur du zinc (ou Zinc-
Binding Group, ZBG) : Batimastat, Ilomastat, Marimastat (voir Figure 3). Ils se sont
avérés fortement inhibiteurs de MMP mais dépourvus de sélectivité et soufrant d'une

fragilité métabolique in vivo.2!

Pour pallier a cette fragilité in vivo, des programmes de recherche ont été
lancés pour développer des MMPi non peptidiques conservant I'acide hydroxamique
comme ZBG. Cette démarche a notamment mis en lumiére des composés porteurs
d’'un groupement sulfamide servant a orienter le ZBG d’une part, et des substituants
interagissant avec d’autres résidus du site catalytique d’autre part, tel que 'exemple
phare du composé CGS-27023A (voir Figure 3). Ce dernier s’est avéré étre un MMPi a

large spectre développé contre les pathologies cancéreuses mais qui s’est également
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avéré avoir des effets secondaires marqués de troubles musculo-squelettiques.22
Ainsi, de nombreux dérivés remplacant ’acide hydroxamique par d’autres ZBG ont
été concus et développés, mais faisant toujours preuve de manque de sélectivité.23
C’est pourquoi des programmes de développement de MMPi se sont intéressés a des
molécules ne chélatant pas le zinc catalytique. Ceci a mené au succes du
développement d’inhibiteurs de MMP-13, une MMP non transmembranaire
impliquée dans des désordres articulaires type arthrite.24.2526 Cependant, il n’a, a ce
jour, pas été mis en lumiere des composés synthétiques capables d’inhiber

sélectivement d’autres MMP que la MMP-13.
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1. Batimastat 2. Ilomastat 3. Marimastat 4. CGS-27023A

Figure 3. Exemple de structure des MMPi les plus célebres.

Ainsi, le développement d’inhibiteurs sélectifs des MMP reste complexe. En
effet, du fait de la similarité de structure entre les MMP et de leur multiple

localisation, leur ciblage sélectif est pointu et représente toujours un défi.
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En bref,
Les Métalloprotéases Matricielles (MMP)

— 19 MMP différentes répertoriées.
— Numérotation de ’Enzyme Commission :

3. 24
Hydrolases Métallo-endopeptidases

— Localisation : Matrice extracellulaire (MEC)
— Roles : Régulation de la totalité des composants de la MEC
o Implication physiologique : développement
o Implication pathologique: cancérogénese, phénomenes
inflammatoires, neurodégénération
— 6 groupes : Collagénases, Matrilysines, Stromélysines, Gélatinases,
Transmembranaires, Autres.
— Structure : Peptide signal + Prodomaine + Domaine catalytique

— Inhibition synthétique : généralement inhibition large spectre

Implication des MMP dans les maladies neurodégénératives

Avec le vieillissement vient la dégénérescence du systéeme immunitaire,
favorisant peu a peu les phénomenes proinflammatoires. Des publications récentes
font état d’'une implication des MMP dans divers processus neurodégénératifsic mais

aussi explicitement dans la MA.27f

En effet, le vieillissement est caractérisé, entre autres, par des déséquilibres
entre les différents facteurs protecteurs et facteurs de risque de l'intégrité dun
individu aussi bien au niveau cellulaire que tissulaire. La dégénérescence du systeme
immunitaire et l'inflammation sont ainsi les deux -caractéristiques les plus
proéminentes du vieillissement du systeme nerveux central. Ces deux dommages, au

niveau du systéme nerveux central, s’expriment par :

- Des dystrophies au niveau de la microglie, avec une augmentation des cellules
gliales, support de I'immunité du systéeme nerveux central ;
- Des sécrétions accrues de facteurs pro-inflammatoires de la famille des

cytokines, dont principalement des interleukines ;

f Pour un tableau récapitulatif de I'implication des MMP dans les maladies neurodégénératives, se
référer a 'annexe n°3 : Roles des MMP dans les maladies neurodégénératives.
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- Une accumulation de radicaux libres, dont I’élimination n’est plus assurée par

les mécanismes physiologiques.

Ainsi le vieillissement du systéeme nerveux central est fortement associé a un
remaniement de I'espace extracellulaire. Des données font désormais également état
d’'un déséquilibre entre MMP/TIMP, notamment impliquant le TIMP-2,28 la MMP-
229 J]a MMP-93° et la MMP-12,3! tous ces déséquilibres concourant a un état

proinflammatoire et neurodégénératif du systeme nerveux central.

Concernant les désordres neurodégénératifs, la Maladie d’Alzheimer (MA)
figure parmi les plus connus. Dans cette maladie faisant état d’atrophie cérébrale
(pour une description plus précise de la physiopathologie de cette maladie, voir le
paragraphe « Vieillissement et Mémoire » de la Partie I), la protéine (-amyloide,
une protéine extracellulaire, fait état d'une métabolisation et d'une agrégation toutes
les deux anormales. En effet, la protéine 3-amyloide constitue, avec la protéine Tau,

I'un des désordres protéiques majeurs de la maladie d’Alzheimer.

Dans la maladie d’Alzheimer, la Protéine Précurseur de I’Amyloide (APP), une
protéine transmembranaire présente au niveau neuronal, subit une métabolisation
qui differe de sa métabolisation physiologique. En effet, le clivage de '’APP meéne, en
condition pathologique, a ’'agrégation de peptides B-amyloides (AP) issus du clivage
de ’APP en plaques séniles, insolubles et neurotoxiques, et ce particulierement au
niveau des neurones cholinergiques du prosencéphale, expliquant ainsi les désordres
cognitifs observés dans la MA (pour une description plus précise des phénomeénes
cognitifs intervenant dans cette pathologie, se référer au paragraphe

« Vieillissement et Mémoire » de la Partie I).

Cette accumulation de peptides AP agrégés en plaques insolubles fait suite a
une cascade d’événements cellulaires et protéiques plus ou moins explicités.32 L’APP
peut étre clivée par différentes sécrétases, conduisant a différents peptides dont la

nature sur la cognition* differe. Ainsi, 'APP peut étre clivée par (voir Figure 4) :

- Une a-sécrétase : le clivage conduit a la formation d’'un peptide appelé sAPPa
(APPa soluble), qui aurait a priori des propriétés neuroprotectrices ;
- Une B-sécrétase, nommée BACE ([-site APP cleaving enzyme) : le clivage conduit

a la formation du précurseur du peptide Af.

Une autre voie de métabolisation de ’APP, relevant du clivage de I’APP par

une autre sécrétase, la n-sécrétase, a été mise en lumiere en 2015.33
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La n-sécrétase pourrait étre une meétalloprotéase matricielle (MMP) (voir
paragraphe ci-apres).34 Le clivage de APP par la n-sécrétase libere un fragment
nommé CTF-n (Carboxy terminal Fragment-n), ensuite clivé par les sécrétases 3 et a
en peptides An-3 et An-a (voir Figure 4). Par ailleurs, il a été noté dans des essais in
vivo d’inhibition de la B-sécrétase une accumulation de fragments CTF-n et de
peptides An-a au niveau hippocampique. Ces deux especes protéiques sont liés a une
activité neuronale hippocampique réduite.33 Or, ’hippocampe et les lobes temporaux
sont essentiels a la consolidation de la mémoire a long terme.35 Ainsi il apparait que
le ciblage de la n-sécrétase (notamment son inhibition) dans le cadre de la MA est

une cible nouvellement exploitable pour son traitement.

Voie non amyloidogénique

L - N —— —
.\' - -
V sAPPa c83 y-sécretase p3 AICD
Extracellulaire [ AICD =
Intracellulaire Voie amylo'fdogénique APP Intra Cellular Domain
APP SAPPB C99 y-sécrétase g AICD
695 AA (forme neuronale) 40 / 42 AA
S,
<

O‘Se "
SAPPn CTF-n %‘

B-sécrétase

An-8

s = soluble

Figure 4. Représentation schématique des clivages subis par l'’APP d'intérét dans la MA, adaptée de
la publication de Willem et Al. Nature, 2015.

Les n-sécrétases
Plusieurs MMP ont montré une « activité n-sécrétase » et peuvent étre réunies
sous le terme de « n-sécrétase », parmi lesquelles : MMP-14 (MT1-MMP), MMP-16
(MT3-MMP) et MMP-24 (MT5-MMP).33 Ce sont toutes des MMP de type
transmembranaire et leur activité de clivage de 'APP au « site 1 » a conduit a leur

étude plus poussée.

MMP-24, MT5-MMP :

Parmi les protéines citées dans le paragraphe précédent, seule MMP-24/MT5-

MMP a une localisation spécifiquement cérébrale.

De plus, des expériences chez la souris ont montré quune déficience en MMP-

24 induite dans un modele familial de MA (modeéle 5xFAD) a réduit le volume des
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plaques séniles, mais aussi le déclin cognitif, tout en améliorant I’activité synaptique,

et ce sans influencer ’activité physiologique des - et des y-sécrétases.10:36

Ces observations menent a croire au potentiel de MMP-24 comme nouveau

choix de cible pour la MA.37:38

La MMP d’intérét ici, MMP-24, n’a actuellement pas de structure
cristallographique renseignée, ce qui freine sa modélisation in silico et donc les tests
de screening in silico potentiels. En effet, MMP-24, identifiée depuis 1999,3940 ne

dispose pas encore de référencement dans la Protein Data Bank.

En bref,

La Métallo-Protéase Matricielle 24, MMP-24
Egalement Métallo-Protéase Matricielle TransMembranaire 5, MT5-MMP

— Gene : MMP-24
— Taille : 645 aa
— Masse : 73 231 Da
— Identifiant UniProt : Q9Y5R2
— Identifiant ChEMBL (target) : CHEMBL5050
— Implication dans la Maladie d’Alzheimer :
o Protéine douée d’'une activité « n-sécrétase »

o Inhibition in vivo : amélioration de la cognition

Vieillissement et mémoire

Le vieillissement, d'un point de vue général, peut étre défini comme des
changements progressifs et irréversibles intervenant dans la structure et la fonction
d’un organe ou d’un organisme entier et se produisant suite au passage du temps.

Face au vieillissement des populations et aux déficits, notamment cognitifs,
que celui-ci entraine, la recherche pour 'amélioration de la vie des personnes
vieillissantes devient cruciale. Les démences séniles représentent une préoccupation
majeure de santé publique. La prévalence actuelle des démences séniles en Europe et
aux Etats-Unis est estimée a 6-8% apres 65 ans et lincidence augmente
considérablement avec I’age, allant de 2,4 pour 1000 personnes-années (PA) entre 65
et 69 ans a plus de 50 pour 1000 PA apres 85 ans.4! Au niveau mondial, le nombre de

personnes démentes est estimé a 46 millions et pourrait atteindre 131 millions en
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2050.8 Le vieillissement, aussi bien normal que pathologique (démences séniles), est
associé a une diminution des performances cognitives, avec notamment une
réduction des capacités d’apprentissage et de mémoire. De nombreuses équipes de
recherche tentent de trouver des solutions pharmacologiques pour diminuer les effets
du vieillissement et notamment les effets des démences séniles sur la cognition. C’est
un des objectifs du CERMN, Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie, qui depuis plusieurs années concoit, synthétise et évalue des ligands a

visée thérapeutique et diagnostic dans la maladie d’Alzheimer.

La mémoire, anatomie et classification

La mémoire, outil de stockage d’informations apprises, est, selon les travaux

de Tulving au début des années 80 catégorisée selon son aspect temporel :42

e Mémoire sensorielle

o Perceptive, immédiate (quelques secondes) ;

o Concerne les informations liées aux 5 sens.

o Anatomiquement, cette mémoire fonctionne de manieére automatique : les
événements d’intérét sont encodés pour étre traités par d’autres régions du
cerveau alors que les informations non retenues disparaissent.

e Mémoire a court terme

o Mémoire de travail (quelques minutes) ;

o Des images et des sons recoivent I'intention de I'individu et sont interprétés par
celui-ci. Elle sert a la manipulation de I'information.

o Anatomiquement, c’est le cortex préfrontal dorsolatéral qui permet de
maintenir disponible les données nécessaires au raisonnement en cours, tout en
coopérant avec d’autres aires corticales.

e Mémoire a long terme

o Plusieurs minutes a quelques années ;

o Elle nécessite un encodage de I'information, rendu possible par inférence.

o Anatomiquement, 'hippocampe et les lobes temporaux sont essentiels a la
consolidation de la mémoire a long terme. L’hippocampe permet 1’association
entre des informations de différents types provenant de différentes régions
corticales (par exemple il permet d’associer une mélodie entendue a une image

présentée a ce méme moment). Le renforcement qui s’en suit dépend de la

& Estimation d’apres le rapport « The Global Impact of Dementia » sur le site Alzheimer’s Disease
International https://www.alz.co.uk/research/world-report-2015 consulté le 17 Mai 2019.
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charge émotive et de I'intérét suscité par ’événement. Le renforcement consiste

en des échanges successifs de I'information de I’hippocampe vers les structures

corticales. Puis une fois que I'information a transité plusieurs fois entre les 2

circuits, alors les associations se stabilisent et deviennent indépendantes de

I’hippocampe. On parle de “désengagement progressif du systeme limbique”.
o La mémoire a long terme se subdivise en mémoire a long terme implicite (ou
non déclarative) et mémoire a long terme explicite (ou déclarative).

m La mémoire a long terme implicite n’est pas accessible a la conscience et
concerne des connaissances procédurales et des habilités perceptivo-
motrices (tel que I’habilité a faire du vélo, par exemple).

m La mémoire a long terme explicite est accessible a la conscience et se
subdivise a nouveau en :

e Mémoire sémantique : ou sont stockés des faits (idées, concepts) et les
relations qui les unissent ;

e Mémoire épisodique ou autobiographique : ou sont stockées des
informations relatives aux événements de la vie (souvenirs).

Toutes les informations mémorisées a long terme traversent successivement
ces 3 catégories de mémoire. L'information entre dans la mémoire sensorielle, puis
dans la mémoire a court terme. Si elle est répétée alors I'information demeure dans la
mémoire a court terme, et accede a celle a long terme. Pour étre utilisée I'information
doit repasser dans la mémoire a court terme. A chaque pallier I'information peut étre

oubliée.

Deux types de mémoire sont altérées dans le cas de la MA : la mémoire de

travail en premier lieu, puis la mémoire épisodique.

La Maladie d’Alzheimer

La Maladie d’Alzheimer a été décrite pour la premiere fois en 1906 par Alois
Alzheimer et constitue aujourd’hui la premiere cause des démences séniles au monde.
Sa premiere description a été faite sur la base de criteres histologiques post-mortems
apres observation d’'un cerveau d'une défunte atteinte d'une démence jusqu’alors non

décrite.43 Sa description faisait état de deux types de 1ésions (voir Figure 5) :

- Des plaques séniles extracellulaires, insolubles et constituées de dépots de
protéines B-amyloides et entourées de débris neuronaux ;
- Des dégénérescences neuro-fibrillaires intracellulaires constituées de

protéines Tau anormalement phosphorylées agrégées.
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Ces deux lésions constituent toujours la description classique des lésions

causées par la démence liée a la MA, et menent toutes deux a des morts neuronales.
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Figure 5. Changements cérébraux et neuronaux classiquement associés a la Maladie d'Alzheimer
(Représentation adaptée de Jin, JAMA, 2015, 313)4

Physiopathologie
La maladie d’Alzheimer, souvent résumée d’'un point de vue symptomatique a
des troubles de la mémoire (a court et a long terme, comme énoncé précédemment),
concerne également le langage, l'orientation dans l'espace et les fonctions
d’exécution. En effet la MA, ou “Maladie des 4A”, peut se résumer briévement a

I’association d’'une aphasie, d'une apraxie, d’'une agnosie et d'une amnésie.
D’un point de vue sémiologique, on y retrouve :

- Une confusion, avec une désorientation dans le temps et ’espace malgré une
vigilance normale. Cette confusion est généralement d’installation progressive
mais peut parfois étre brutale a l'occasion d'un changement de lieu de vie
(hospitalisation), d'un choc émotionnel, d’'une déshydratation ou d’'une autre
pathologie.

- Des troubles de la mémoire, avec un début insidieux et progressif, portant sur
le passé récent et une altération de la capacité a acquérir de nouvelles
informations ou a restituer une information précédemment acquise.

- Des troubles du comportement avec une apathie (le sujet ne s’intéresse plus a
rien) entrainant un isolement social. De plus, le patient tend a devenir irritable
voire agressif.

Lors d’'une suspicion de MA, un médecin neurologue procédera a un MMSE
(Mini Mental State Examination / Mini Examen de ’Etat Mental). Il s’agit d’un test a

visée diagnostic comportant 30 items portant sur : 'orientation (quelle année, quelle
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ville), 'apprentissage, I’attention, le langage et le calcul.h Le MMSE existe depuis les

années 70 et est devenu un test de I'état cognitif de référence.45

Le score du MMSE, sur 30, est interprété de la facon suivante :

e Score < 24 points : probable trouble neurodégénératif

e Score < 18 points : fort probable trouble neurodégénératif
Les principales limites du MMSE tiennent aux variations du score pouvant ne pas
dépendre de la cognition*, notamment la fatigabilité et le niveau culturel du patient

(biais sociologiques).4¢

Causes moléculaires de la Maladie d’Alzheimer
La MA, pathologie neurodégénérative plurifactorielle a la fois génétique et
environnementale, fait état de causes diverses parmi lesquelles on peut citer (voir

Figure 6) :47

- Une hyperphosphorylation de la protéine Tau ;

- Une agrégation des peptides amyloides A en plaques séniles ;

- Une dérégulation de ’homéostasie des ions métalliques ;

- Des processus neuroinflammatoires ;

- Une hyperproduction d’Espéces Réactives de 'Oxygene* ;

- Une dérégulation du microbiote intestinal ;48

- Des mutations du gene de I’APP (locus 21q21), comptant pour 14% des cas de
MA précoce (30 a 50 ans).49

h Pour consulter un exemplaire d'un MMSE, se référer a I’annexe n°4 : Mini Mental State Examination.
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Figure 3. Possible molecular causes of neuronal death and protective
mechanisms in AD. The central event in AD pathogenesis is an
imbalance between Af production and clearance. The enhanced activity
of - and y-secretases leads to increased release of amyloidogenic AB42,
which forms oligomers and then extracellular deposits (senile plaques).
One way to confront AD pathogenesis may be to combat the
oligomerization by means of small molecules. A role for metal ions
and ROS in the Af oligomerization has also been advanced. Therefore,
metal chelation and antioxidant activity are two general mechanisms
to be considered in the search for discase-modifying anti-AD drug
candidates. Also, - and y-secretase inhibitors may be promising lead
compounds because they tackle an carly event in AD pathogenesis.
Mitochondrial dysfunction plays a fundamental role in the neuronal
death associated with AD. as it is likely that intracellular Af could
compromise the function of this organelle. 7 hyperphosphorylation
leading to tangle formation is regarded as a downstream event but could
contribute 1o reinforcing neuronal dysfunction and cognitive impairment

Figure 6. Représentation schématique des causes moléculaires associées a la MA (D'apres Cavalli et
Al., 2008)

Du fait de ses causes multiples, appréhender la MA revient a prendre en
considération les différentes voies de signalisation connues et impliquées dans la
pathogenese. L’annexe n°5 : « Voies de signalisation liées a la Maladie d’Alzheimer »
donne un apercu de toutes les voies de signalisation liée a cette maladie et
répertoriées en 2016. L'image dresse un schéma de ce qu’il convient d’envisager si
I'on souhaite entreprendre un projet de conception de nouvelles thérapies de cette

maladie.

Traitements disponibles actuellement dans la Maladie d’Alzheimer
Aujourd’hui, les thérapies proposées aux patients souffrant de la MA visent
surtout a rétablir un taux basal d’acétylcholine (ACh) suite a la mort cellulaire des
neurones cholinergiques, et ce en inhibant sa dégradation (inhibiteurs de
lacétylcholinestérase (AChE) : Donépézil ARICEPT®, Galantamine REMINYL®,
Rivastigmine EXELON®) ou en favorisant indirectement le relargage d’ACh
(antagoniste des récepteurs NMDA : Mémantine EBIXA®) (voir Tableau 1).5° Ce sont

des thérapies symptomatiques dont le service médical rendu (SMR) a été jugé
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insuffisant par la Commission de Transparence de la Haute Autorité de Santé (HAS)i

et qui ne sont désormais plus prises en charge par la Solidarité Nationale en France.j

Année AMM
Laboratoire Mécanisme d’action
(ANSM)
Donépézil
Eisai 1997 AChEI
(ARICEPT)
Rivastigmine AChEI
Novartis 1998
(EXELON) + BuChEl
Galantamine AChEI
Jessen 2000
(REMINYL) + Modulation nicotinique
Mémantine
Lunbeck 2002 Antagoniste NMDAR
(EBIXA)

Tableau 1. Résumé des médicaments actuellement proposés sur le marché dans la Maladie
d'Alzheimer.

Vers des traitements curatifs de la Maladie d’Alzheimer ?
De nombreuses formes de thérapies, a 1'état de recherche, tentent

actuellement de jouer sur les facteurs de causalité de la MA.

Des essais de développement d’inhibiteurs de - et de y-sécrétase sont lancés
depuis plusieurs années. Ceux-ci se sont jusqu’alors révélés complexes a concevoir,
tant l'implication des sécrétases [} et y semble aller au-dela de leur réle dans la
formation des peptides AP neurotoxiques, et leur inhibition s’aveére alors

accompagnée d’effets déléteres in vivo.325!

Il en va de méme pour les composés a I'état de recherche intervenant dans
I’hyperphosphorylation et 'agrégation de la protéine Tau. Les composés synthétiques
ayant atteint le stade d’études cliniques se sont vus responsables de lourds effets

indésirables stoppant leur développement.52

\

La recherche s’étant focalisée sur des voies de signalisation « alternatives », a
savoir autre que la voie de la protéine B-amyloide et de la protéine Tau, ont révélé

I'importance des récepteurs sérotoninergiques,53 histaminergiques,54 des canaux

I D’aprés le communiqué de I'HAS du 21 octobre 2016 consultable sur https://www.has-
sante.fr/portail/jems/c_2679466/fr/medicaments-de-la-maladie-d-alzheimer-un-interet-medical-
insuffisant-pour-justifier-leur-prise-en-charge-par-la-solidarite-nationale

i Pour consulter une description détaillée de la prise en charge de la Maladie d’Alzheimer en France,
consulter 'annexe n°6 : Recommandations Vidal® pour la prise en charge de la Maladie d’Alzheimer.
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calciques,55 et de la neuroinflammation. Cependant, a I'image des deux démarches
précédemment évoquées, le développement de médicaments intervenant dans ces
voies alternatives a été arrété a la suite de la mise en lumiere soit d’effets in vivo

insuffisants soit d’effets indésirables.

Ainsi, bien que le site américain tenu par le National Institute of Health (NIH)
recensant les essais cliniques (https://clinicaltrials.gov) fasse état de 2110 essais
cliniques ayant la mention « Alzheimer Disease »,k il n’existe malheureusement pas

encore de médicament phare sur le marché permettant de guérir de cette pathologie.

Importance du diagnostic précoce de la Maladie d’Alzheimer
Le rapport de 2018 de la fondation World Alzheimer contient un chapitre
entier sur l'importance du diagnostic de la MA.! Il souligne en effet que,
contrairement a d’autres pathologies chroniques, les facteurs de risque de la MA
n’étant pas clairement identifiés, il n’est pas possible d’instaurer une surveillance

précoce afin de démarrer un traitement en amont de I'apparition des symptomes.

Dans la méme optique, I'article de Golde et Al. paru en décembre 2018 dans la
revue Neurodegenerations¢ émet ’hypothése que si tant d’essais cliniques se sont
révélés infructueux dans la MA, cela ne reléve peut étre pas a chaque fois des
médicaments testés ou des essais cliniques eux-mémes, mais plut6t du moment des
essais. La Figure 7, extraite de cet article, propose de nouveaux calendriers de tests
des candidats-médicaments contre la MA. Cependant, comme on peut le constater,
cela suppose de connaitre trés précocement I'état cérébral des sujets (présence de
peptides amyloides agrégés, de dégénérescences neurofibrillaires, d’autres dommages
cellulaires...). Ainsi que le suggere 'article, les outils de diagnostic précoce de cette
maladie offriraient alors de précieux indices quant a la mise en place d’essais

cliniques précoces.

k  Site consulté le 27/05/2019.
1 Consultable sur https://www.alz.co.uk/research/WorldAlzheimerReport2018.pdf (consulté le

27/05/2019)
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Downstream pathologies become self-reinforcing
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Figure 7. Frise chronologique proposée par Golde et Al., Neurodegeneration, 2018, exposant un

calendrier d'intervention idéal pour remédier aux causes multiples de la MA.

Tel qu’indiqué dans la Figure 7, les symptémes de la MA n’apparaissent que

des années apres les premiers dommages cérébraux. Une récente publication de la

revue Nature Medicine a mis en lumiere la possibilité de révéler ces dommages

cérébraux bien avant les premiers symptomes. Il s’agit de la publication de Preische

et Al., dans laquelle les chercheurs ont révélé parmi des échantillons sanguins de

patients porteurs des variants génétiques responsables de la forme précoce de la MA

la présence de neurofilaments, preuves de protéinopathie cérébrale.5” Bien que la

forme précoce, génétique, de la MA ne représente pas la majorité des cas de MA, ce

test sanguin de diagnostic précoce constitue une piste et ouvre la voie de nouvelles

stratégies de diagnostic de cette pathologie.
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Partie |

Métalloprotéases Matricielles et Maladie d’Alzheimer

Conclusion et Perspectives de la Partie |

Les Métalloprotéases Matricielles, protéines identifiées depuis plusieurs
dizaines d’années maintenant, voient leurs implications dans les phénomeénes
multifactoriels (cancer, inflammation, neurodégénération notamment) de plus en

plus étudiées tant leurs roles sont multiples et divers.

Ici il a été exposé I'impact des MMP dans les phénomenes neurodégénératifs et
surtout, il a été mis en lumiere une nouvelle piste d’approche de la Maladie
d’Alzheimer, a savoir l'implication de la MMP-24 dans la métabolisation du

Précurseur de la Protéine Amyloide (APP).

La MMP-24 souffre cependant, comme énoncé précédemment, d'un défaut de
connaissance structurale. C’est pourquoi la suite de ce manuscrit propose de montrer

comment employer des techniques de Modélisation Moléculaire permet :

- De proposer des hypothéses structurales tridimensionnelles de la MMP-24,
- De proposer des hypotheses de conception de ligands pouvant
hypothétiquement étre affins de cette protéine et avoir potentiellement un

nouveau role dans la lutte contre la Maladie d’Alzheimer.
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Partie Il
Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs
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Partie Il

Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs

Ce second chapitre a pour but de faire un point sur les techniques employées
en Modélisation Moléculaire dans la conception de nouveaux principes actifs. En
effet, dans le manuscrit présenté ici, I’enjeu est de concevoir le ligand idéal d’'une
protéine pour laquelle aucune donnée structurale n’est disponible. Pour ce faire, des
outils de Modélisation Moléculaire ont été utilisés. Ainsi, apres un court exposé sur la
démarche générale de Drug Design, la seconde partie de ce manuscrit se veut étre un
exposé des différents outils et principes du champ de la Chémoinformatique et de la

Modélisation Moléculaire. Voici le plan que suivra cette seconde Partie :

Partie II1 — Place de la Modélisation Moléculaire dans la Conception de
Nouveaux Principes Actifs

Glossaire des termes techniques
Généralités sur la Conception de Nouveaux Médicaments
Démarche générale de Drug Design

Implication de la Chémoinformatique dans la Conception de

Nouveaux Médicaments
La Chémoinformatique, une discipline récente en évolution
Principes appliqués en Modélisation Moléculaire
Méthodologie en Modélisation Moléculaire
Analyse conformationnelle des molécules
Modélisation des Cibles d’intérét

Conception de nouveaux ligands assistée par Modélisation

Moléculaire

Contexte de la Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24 au
CERMN

Conclusion de la Partie I
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Partie Il

Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs

Glossaire des termes techniques employeés dans la Partie
A

Affinité : Désigne la force de l'interaction entre une molécule et une cible, et est
exprimée a travers l’expression de concentrations (IC50, Kr; Kbp...). Elle refléte la

somme des énergies nécessaires au maintien de I'interaction dans le temps.

Agoniste : Ligand se liant a une cible en provoquant une réponse.

Analyse conformationnelle d'une molécule : Recherche des différentes conformations

possibles d’'une molécule.

Angle de valence : Désigne 'angle bidimensionnel formé par la liaison entre 3 atomes

disposés de fagon linéaire.

Angle diedre ou Angle de torsion: Désigne l'angle tridimensionnel formé par
I'intersection de 2 plans sur un 3¢me plan perpendiculaire a I'intersection des 2 plans.

Il est généralement représenté par une projection de Newman.

Antagoniste : Ligand synthétique se liant a une cible en ne produisant pas de réponse

en absence d’'un agoniste.
C

Champ de force: Un champ de force est un ensemble de modélisations
mathématiques et de parametres appliqués par type d’atomes, permettant

notamment de calculer I’énergie potentielle d'une molécule.

Chémoinformatique : Discipline utilisant des méthodes informatiques pour résoudre
des problemes en chimie. Les méthodes s’étendent du développement de base de
données au calcul prédictif des propriétés physico-chimiques et biologiques des

composés d’intérét.

Chimie médicinale (Chimie thérapeutique) : Discipline de la chimie qui s’intéresse a
la synthese et a I’étude des molécules possédant une propriété thérapeutique, et plus
particulierement a la relation entre la structure d'un composé et son activité
biologique (qualifiée de « relation structure-activité »). L'objectif de cette discipline

est la mise au point et le développement de nouveaux médicaments.
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Chimiotheque : Toute collection de molécules dont la structure, et éventuellement les
propriétés, sont archivées sous un format électronique et dont un échantillon est
disponible. La collection est couplée a un systeme de gestion informatique et

constitue une banque de données.

Cible biologique : protéine ou tout autre entité humaine ou appartenant a des
microorganismes dont l'interaction avec un composé chimique entraine un bénéfice

thérapeutique.

Clustering : (de I'anglais “regroupement”) En chimie le clustering moléculaire vise a
rassembler des molécules en une famille de molécules semblables de par leur
structure. Elles forment alors un “cluster”, et posséderont a priori la méme activité

biologique.

Complexe Ligand-Macromolécule : Edifice chimique ou un ligand établit des liaisons

(ionique, hydrogene, covalente...) avec une macromolécule.

Conformation d’une molécule : Arrangement spatial des atomes de la molécule. On
passe d’'une conformation d'une molécule a une autre conformation (d'un conformere

a un autre) par des rotations autour des liaisons simples.

Criblage virtuel : « Approche informatique visant a prédire des propriétés
essentielles (biologiques, physicochimiques) de librairies de molécules (ou

chimiotheques). »58
D

Descripteurs moléculaires : représentations mathématiques d’'une molécule résultant
d’'une transformation d’une -caractéristique structurale en une représentation

symbolique.

Docking : Simulation de l'amarrage du ligand dans le site actif d’une cible
(généralement une macromolécule) pour identifier la conformation bioactive du
ligand, prédire son orientation par rapport a sa cible, et prédire 1’énergie libre de
liaison des 2 partenaires. Généralement la cible est considérée rigide, pour simplifier

les calculs.

Docking score : Désigne la qualité de 'amarrage d'une molécule sur le site actif d'une
cible d’intérét. Ce score est lié a la variation d’énergie libre du complexe ligand-cible.

Ainsi plus le score sera faible, meilleur sera ’amarrage.
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Drugabilité d’une cible : capacité d’une cible a pouvoir a priori se lier sélectivement a

un ligand.

Drugabilité d’'une molécule : capacité d'une molécule a pouvoir a priori se lier
sélectivement a une cible et a présenter les caractéristiques physico-chimiques et

pharmacodynamiques adéquates pour devenir a terme un candidat-médicament.

Dynamique moléculaire : consiste a étudier la trajectoire d'une molécule en y
appliquant les lois de la mécanique classique newtonienne (simuler les mouvements

atomiques au cours du temps).

E

Ensemble docking : Type de docking permettant d’amarrer le ligand considéré dans

plusieurs conformations d'une méme cible ou dans plusieurs cibles différentes.

Essai clinique : Essai méthodique d'un médicament mené chez des volontaires sains
et/ou malades, visant a montrer les effets thérapeutiques et/ou a rechercher les effets
indésirables. Ils permettent entre autre d'étudier la pharmacocinétique du

médicament sous la forme galénique choisie.™

Essai préclinique : Essai consistant au test d'un médicament in vivo, chez ’animal,
ayant pour but d’évaluer I'effet biologique, toxique et 'application clinique potentielle

d’un candidat médicament.

G

Groupement fonctionnel : 1l s’agit d'un groupe d’atomes qui a des propriétés physico-
chimiques similaires a chaque fois qu’il est présent dans des molécules différentes.
L’étude des groupements fonctionnels et de leur réactivité permet de prévoir la

réactivité d’'une molécule organique.
H

Hit moléculaire : Molécule possédant hypothétiquement 'activité recherchée.

Interaction électrostatique : interaction attractive ou répulsive liée a I’existence d’'un

moment dipolaire dans une molécule polaire, et ce a courte distance.

m  D’apres le dictionnaire médical de 1'Académie de Médecine, consultable sur
www.dictionnaire.academie-medecine.fr, consulté le 3/06/2019.
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Interaction stérique : interaction liée a I'espace occupé par les atomes, provoquant

un encombrement ou une géne stérique.
L
Lead moléculaire : Candidat-médicament.

Liaison hydrogéne : liaison faible entre un atome électronégatif et un atome
d’hydrogene attaché par liaison covalente a un autre atome électronégatif. Il s’agit

d’une liaison polarisée pouvant étre intra- ou inter-moléculaire.59

Ligand : Molécule présentant une affinité vis-a-vis d’'une cible biologique (un

récepteur ou plus largement une protéine).
M
Modéele : Représentation schématique d’un processus pour en faciliter I’étude.

Modélisation : Elaboration d’'un modele dans le but de remplacer des expériences

réelles par des simulations.
P

Parametres pharmacodynamiques : Indicateurs qualitatifs et quantitatifs de la facon
dont un principe actif agit sur un organisme (profil agoniste/antagoniste ; études
d’affinité ; études de sélectivité ; études de compétition ; profil inducteur/inhibiteur

enzymatique ; études dose-effet...).

Parametres pharmacocinétiques : Indicateurs qualitatifs et quantitatifs de ’étude du
devenir d’'un médicament dans l'organisme (biodisponibilité; concentration

maximale ; volume de distribution ; clairance ; demi-vie d’élimination...).

Perturbation de UEnergie Libre (FEP, Free Energy Perturbation) : Démarche utilisée
en dynamique moléculaire permettant d’estimer la variation de I’Energie Libre
associée a un complexe Ligand-Macromolécule avant et aprés pharmacomodulation

du ligand.

Pharmacomodulation : Procédure appartenant au domaine du Drug Design et
consistant en une modification par chimie de syntheése de molécules ayant une
activité pharmacologique par I'introduction de groupements a effet pharmacologique
a priori favorable et/ou par le retrait de groupements a effet a priori défavorable, et
par arrangement stérique ; tout ceci dans le but d’améliorer ou de s’affranchir d’une

activité pharmacologique.
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Pharmacophore : « Ensemble des caractéristiques stériques et électroniques
nécessaire a 1’établissement d’interactions supramoléculaires avec une cible
biologique spécifique et dans le but de déclencher ou inhiber une réponse

biologique» .60
R

Relations Structure-Activité : « Approche de la chimie médicinale qui qualifie et
quantifie les motifs d'une structure chimique responsable d'une activité biologique

(ou d’une absence d’activité). »61

T

Test in silico : Désigne un essai effectué a I'aide d'un modele informatique. Cela
apporte alors une représentation informatique ponctuelle ou continue d’'un systeme

et/ou d’un processus physico-chimique.

Test in vitro : Désigne un essai effectué dans un environnement artificiel, en dehors

de tout étre vivant et visant a recréer tout ou une partie d’'un organisme vivant.

Test in vivo : Désigne un essai effectué sur un organisme vivant.

Toxicité : Capacité d'une substance a créer dans un organisme vivant des effets

néfastes pour lui.
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Partie Il

Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs

Généralités sur la Conception de Nouveaux

Médicaments

La conception de médicaments, ou drug design, est la démarche permettant
d’entamer le processus de recherche, développement et commercialisation dun
médicament. Le drug design revient donc a la recherche et a la mise au point d’'un
nouveau principe actif d’intérét thérapeutique. La démarche de drug design permet
de disposer dun candidat médicament présentant une premiere formulation
galénique pour conduire sur celui-ci des essais précliniques et cliniques, étapes
cruciales pour pouvoir, en cas de succes, procéder a une demande d’Autorisation de
Mise sur le Marché (AMM) aupres des autorités compétentes concernées et donc,
pouvoir commercialiser un médicament. Au total, le délai allant de la conception du
médicament a sa commercialisation est en général d'une quinzaine d’années et le cofit

total de développement est de 'ordre du milliard de dollars.

Le drug design, conduit d'une facon propre a chaque laboratoire de recherche,

passe par différentes étapes exposées ci-apres.

Démarche générale de Drug Design

Le choix de la maladie a traiter, et a fortiori de la cible biologique a viser tient
des capacités et des intéréts intellectuels et financiers du laboratoire entamant une
démarche de drug design. La/les cible(s) retenue(s) doivent avoir fait preuve de leur

drugabilité.

Une fois les limites du projet de Drug Design posées, les laboratoires de
recherche procedent alors a des tests des molécules en leur possession (pouvant étre
rassemblées en une chimiotheque), afin de disposer d’'une premiere prédiction de
Pactivité et de pouvoir orienter leurs moyens de recherche sur des familles
moléculaires particulieres. Les tests a leur disposition sont de natures et de cofts
variés. Ainsi les tests peuvent étre menés dans un premier temps in silico, in vitro
voire in vivo. Les tests in silico, tributaires de la chémoinformatique, passent par
I'utilisation de modeles moléculaires pour une évaluation virtuelle d'une liaison d’un

ligand a une cible biologique. Cette discipline releve de la modélisation moléculaire,
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et dont un détail se trouve ci-apres. Pour ce qui est des tests in vitro, leur utilisation
passe par des tissus, cellules ou protéines isolées et ils permettent d’évaluer des
parametres d’inhibition, d’affinité, de cytotoxicité ou de toute autre activité
modélisable in vitro. Les tests in silico et in vitro peuvent étre utilisés conjointement.
Ainsi des hypothéses émises sur des modeles informatiques pourront alors étre
confirmées ou infirmées par des résultats d’expérimentation in vitro. Si une
hypothese de liaison est confirmée par les tests in vitro, alors les tests in silico
pourront étre utilisés de facon isolée par la suite. L’avantage certain de cette
utilisation conjointe in silico/in vitro est un gain de temps et d’argent considérable
pour les laboratoires de recherche. En effet, les tests biologiques in vitro, bien que
miniaturisables et automatisables, requierent du personnel parfois en nombre avec
des expertises propres a chaque test ainsi que du matériel dont le nombre et le cofit
dépendent des tests. Les tests in silico eux, permettent un grand nombre
d’expérimentations sur un temps réduit, et dont les outils — ordinateurs, calculateurs
et logiciels — sont réutilisables d’'une expérimentation a une autre. Les tests
préliminaires in vivo sont utilisés en derniers recours, tant les réglementations
légales et éthiques et leur mise en ceuvre est complexe et cofiteuse. Ces tests
préliminaires permettront de disposer d'un hit moléculaire, qui servira alors de point

de départ pour une démarche d’optimisation.

Pour passer du hit moléculaire au lead moléculaire, il faut faire du hit une
molécule capable de présenter une bonne activité in vitro, c’est-a-dire améliorer les
parametres pharmacodynamiques du hit. Pour cela, il faut disposer d’études de
Relation Structure-Activité (RSA), qui permettent de justifier de la présence ou de
I’absence d’éléments structuraux en regard d’une activité ou d’une toxicité. Les RSA
permettent de guider les pharmacomodulations a mener sur le hit afin de conduire a

un lead moléculaire.

Enfin, optimiser un lead moléculaire revient a améliorer ses parametres
pharmacocinétiques pour conserver son activité apres passage de I'in vitro a I'in vivo.
Cela consiste alors a moduler la molécule non plus en regard de son activité mais en
regard du comportement que 'on souhaite lui attribuer en milieu biologique. Cela

revient ainsi a moduler sa polarité, sa perméabilité, sa résistance métabolique...

Une fois le candidat-médicament obtenu, alors celui-ci devra succéder aux essais

précliniques et aux essais cliniques afin de prétendre a une demande d’AMM.
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En bref,
Etapes clés de la démarche de Drug Design :

— Identification & Validation de Cible
— Identification de Hit

— Hit to Lead Chemistry

— Lead Optimization

— Etudes précliniques & cliniques

— Demande d’AMM & Commercialisation

Implication de la Chémoinformatique dans la Conception de
Nouveaux Médicaments

La Chémoinformatique, une discipline récente en évolution

La chémoinformatique a vu son essor a la fin des années 1990, années ou les
données de littérature de la chimie se font nombreuses mais complexes a rassembler
et a interpréter. En 1998, Franck Brown propose comme premiere définition de la
chémoinformatique « le mélange des sources d’informations de chimie dans le but de
transformer les Données en Information et I'Information en Savoir, pour prendre de
meilleures décisions plus rapidement dans le domaine de I'identification de Leads et

de leur optimisation ».

Les outils informatiques ont permis depuis lors un acces universel a une
quantité jusqu’alors inégalée d’informations, permettant ainsi, lors de I’exploration
des bases de données de chimie, de trouver en quelques secondes un composé

chimique parmi des millions de composés précédemment décrits.

Le terme « chémoinformatique », a vu son étendue évoluer en méme temps
que les méthodes et outils d’analyses de données. Ainsi le terme chémoinformatique
ne se limite plus au champ des bases de données de chimie, mais inclut également les
disciplines de création de modeles tridimensionnels prédictifs de systémes complexes

comme des protéines.

Bien que les avancées précoces en Chémoinformatique aient été appliquées
premierement au domaine du développement du Médicament grace aux moyens
employés par les industries pharmaceutiques, la Chémoinformatique concerne
aujourd’hui également l'industrie agroalimentaire et cosmétique, permettant une

reconnaissance grandissante de la Chémoinformatique en tant que discipline. Le prix
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Nobel accordé a Martin Karplus, Michael Levitt et Arieh Warshel pour leurs travaux
sur la modélisation des réactions chimiques a constitué le point culminant de la

reconnaissance de la Chémoinformatique.®2

Principes appliqués en Modélisation Moléculaire

Une analyse des interactions entre des ligands (endogenes, de synthese, voire
méme hypothétiques) et des macromolécules — ou potentielles cibles — permet de
comprendre, d’anticiper et d’émettre des hypothéses quant a une réponse biologique
d’'une molécule vis-a-vis d'un récepteur. La Modélisation Moléculaire, discipline
appartenant au champ de la Chémoinformatique, permet ce type d’analyse via des
expérimentations in silico permises par des représentations tridimensionnelles des

structures chimiques d’intérét.

L’objectif global de la Modélisation Moléculaire releve de la compréhension
des propriétés physico-chimiques et biologiques associées a une structure d’intérét.
Plus précisément, la Modélisation Moléculaire vise la compréhension des interactions
ligands-récepteurs, et notamment I’explication des données d’affinité, de sélectivité
ou de toxicité associées a un ligand. Ainsi la Modélisation Moléculaire a pour but la
concrétisation de I'association d’une structure chimique a une activité potentielle. Les
applications potentielles sont multiples, de I'aide a linterprétation de données
biologiques (activités et prédiction de comportements moléculaires) a l'aide a la
conception de nouvelles molécules, la conception de nouveaux ligands étant

lapplication majeure recherchée par I'utilisation de la modélisation moléculaire.

Méthodologie en Modélisation Moléculaire

Analyse conformationnelle des molécules
Les techniques de modélisation moléculaire utilisées dans la conception de
nouveaux ligands font suite a une considération généralement admise en chimie
thérapeutique selon laquelle une interaction entre un ligand et une cible associée
conduit a un phénomeéne observable (au niveau cellulaire, tissulaire voire au niveau
de l'organisme entier). Ainsi la modélisation moléculaire se place au premier niveau
de cette considération en permettant une analyse tridimensionnelle des interactions

et des réponses potentielles entre un ligand et une cible.

Une expérimentation de modélisation moléculaire s’appuie sur la connaissance
de la stéréochimie de la molécule d’intérét (longueur des liaisons, angles de valence,
angles diedres). Ces informations permettent ’assignation de coordonnées

tridimensionnelles aux atomes constituant une molécule étudiée. Ensuite, tout
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comme les molécules réelles, les structures moléculaires modélisées sont gouvernées
par leur énergie. Il en va de méme pour les interactions moléculaires. Les énergies

moléculaires peuvent alors étre obtenues par 2 méthodes de calcul différentes :

- Méthode de mécanique quantique : I'énergie de la molécule est calculée a

partir des interactions entre les électrons et les noyaux des atomes. Cest
une méthode couteuse en temps de calcul mais permettant d’avoir une
certaine précision des résultats.

- Méthode de mécanique moléculaire : 'énergie de la molécule est calculée a

partir de modeles mathématiques simples des interactions entre atomes.
Les modeles utilisés sont paramétrés par type atomique. L’association du
modele mathématique a ses parametres permet de définir un champ de
force. C’est une méthode rapide permettant d’accéder a I’énergie potentielle

de grands systemes moléculaires.

Toute expérimentation de Modélisation Moléculaire commence par la
construction en trois dimensions des molécules d’intérét. Il convient ensuite de
disposer des informations concernant les énergies potentielles associées a ces
molécules. Une fois ces énergies potentielles associées aux molécules d’intérét
obtenues, il conviendra de les minimiser pour disposer de la conformation la plus
probable de la molécule (a savoir celle associée a un minimum énergétique). Pour
cela, les logiciels de modélisation moléculaire procedent a un changement de
conformation progressif des molécules jusqu’a obtention de la conformation de la
molécule associée a I’énergie potentielle la plus basse (énergie potentielle minimale).
En fonction des coordonnées tridimensionnelles des différents atomes (et donc en
fonction des différentes conformations), on peut définir une surface d’énergie
potentielle, qui graphiquement fera apparaitre des zones de stabilité (associées a des
minimums locaux d’énergie potentielle, a des conformations stables) et des zones
d’instabilité (associées a des maximums locaux d’énergie potentielle, a des
conformations instables), pouvant correspondre a des états de transition. Les criteres

pris en compte dans les calculs des énergies potentielles sont :

- Les énergies associées aux longueurs des liaisons ;
- Les énergies associées aux angles de covalence et aux angles diedres ;
- Les énergies associées aux interactions stériques et électrostatiques.

En effet, 'énergie potentielle E peut étre décomposée en 5 termes :
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E = Ed¢long + Eflex + Erot + Ech + Evow
Avec:

- Eaong : énergie d’élongation de chaque liaison entre les atomes ;

- Enqe: énergie de flexion, correspondant a ’énergie d’angle de liaison (angles de
covalence) ;

- E.ot : énergie de rotation, autour des angles diedres ;

- E : énergie coulombienne, traduisant les interactions électrostatiques entre les
atomes dans une conformation donnée ;

- Evpw: énergie de Van der Waals, prenant en compte la répulsion stérique entre

les atomes.

Lors d’'une minimisation d’énergie, le logiciel de modélisation moléculaire
procede a des changements de conformation jusqu'a ce que la dérivée d’énergie
potentielle soit nulle, ceci correspondant a un gradient d’énergie. Une valeur nulle
correspond a un minimum énergétique, sans préciser s’il s’agit d'un minimum local
ou d'un minimum global. Pour étre assuré de disposer du minimum énergétique
global d’'une molécule, il faut procéder a une analyse conformationnelle de celle-ci,
afin d’établir son profil énergétique global et ne retenir que la conformation associée

a I’énergie potentielle minimale de la molécule (voir schéma sur la Figure 8).

Profil énergétique associé a l'analyse
conformationnelle d’'une molécule
Energie
potentielle

dE/dr
Gradient
d’énergie

Minimum
énergétique local

83 Minimum énergétique
global (unique)

.
s

Conformation

Figure 8. Représentation schématique d'un profil d'énergie potentielle associé aux conformations
d'une molécule

Modélisation des Cibles d’intérét
Dans une démarche de Drug Design, et donc dans un contexte de conception
de nouvelles molécules actives sur une cible, la représentation tridimensionnelle
d’une cible représente un enjeu. Ce dernier enjeu releve parfois méme du défi lorsque

les informations structurales obtenues classiquement par RMN et/ou par
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cristallographie de la cible ne sont pas disponibles. En effet, si la structure de la
protéine cible n’est pas connue, une technique de Modélisation Moléculaire
consistant a une modélisation par homologie avec une protéine homologue dont la
structure tridimensionnelle est connue peut étre réalisée. La modélisation de la cible
souhaitée se fera par alignement de séquence entre cible et protéine homologue pour
en obtenir une hypothese de structure. Ce procédé suit le principe suivant « Les
structures des protéines sont mieux conservées que leur séquence »%3. S’il existe une
homologie de séquence en acides aminés, il existera une homologie de structure entre
les deux protéines considérées. Des banques de données alimentées mondialement

concernant la séquence et la structure des protéines sont consultables sur Internet.

En effet, les banques de données publiques accessibles sur Internet sont des
outils précieux de Modélisation Moléculaire. Le Tableau 2 suivant propose une liste

non exhaustive des bases de données couramment consultées pour s’enquérir des

informations sur les cibles et maladies souhaitées.

Nom de la base de

données Description
URL
Gérée par le National Center for Biotechnology Information
Fournit les données sur les génes identifiés :
NCBI Gene

ncbi.nlm.nih.gov/gene

Ensembl

ensembl.org

Protein Data Bank
(PDB)

rcsb.org

o O O O

Leur séquence nucléotidique,

Leur localisation,

Leur mode d’expression,

les liens qu’ils établissent avec les autres genes et des données d’homologie.t4

Concue et gérée par I'European Molecular Biology Laboratory’s European
Bioinformatics Institute (EMBI-EBI)

Référence automatiquement le génome en y intégrant les données biologiques
associées aux séquences®s

Banque mondiale et publique de structures tridimensionnelles de macromolécules
biologiques gérée et appartenant au Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics
Les structures 3D y sont déposées aprés détermination par cristallographie aux
rayons X, spectroscopie RMN, microscopie électronique
Les données récupérables contiennent :
Les coordonnées 3D des atomes constituant la structure élucidée (protéine seule
ou complexe protéine-ligand),
La méthode de résolution de la structure et sa résolution,
Des représentations 2D des complexes et des séquences.
La PDB constitue aujourd’hui le site de référence des données tridimensionnelles
des macromolécules®®
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UniProt

uniprot.org

Reactome

reactome.org

WikiPathways

wikipathways.org

Pathway Commons

pathwaycommons.org

KEGG

genome.jp/kegg/

Opentargets

opentargets.org

GWAS catalog

ebi.ac.uk/gwas

CCLE

portals.broadinstitute.

org/ccle

O O O O

O O O O

Base de données publique visant a répertorier de maniere systématique apres
séquencage les séquences des protéines.
Résulte d’une collaboration entre I’European Bioinformatics Institute et le Swiss
Institue of Bioinformatics
Les données sur la séquence des protéines sont enrichies

De données bibliographiques de fonctions des protéines,

De taxonomie et d’identification,

De localisation

De liens vers d’autres bases de données avec notamment des aspects de

génétique et de signalisations cellulaires®”
Fournit des outils bioinformatiques de visualisation, d’interprétation et d’analyse a
propos des voies de signalisation connues afin de supporter la recherche et
notamment :68

L’analyse du génome,

La biologie des systémes

L’enseignement
Géré par le National Institute of Health

Rassemble les données connues de signalisation et en permet 'analyse®9
Sa mise en ceuvre tient de nombreux projets de financements

Financée par le National Institute of Health
Rassemble et fournit les informations de signalisation et d’interaction7®

KEGG - ou Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Base de données de référence en matiére d'interprétation biologique des
séquences génomiques
Integre :

Informations des systémes

Informations génomiques

Informations chimiques

Information de santé
Utilisée aussi bien pour consulter des données que pour modéliser des voies
métaboliques
Financée par le Ministére de 1'Education, de la Culture, des Sports, des Sciences et
de la Technologie au Japon puis désormais par le National Bioscience Database
Center of the Japan Science and Technology Agency.”
Intégre les données génétiques (génomiques, transcriptomiques), les données de
médicaments, de modeles animaux et de la littérature scientifique pour donner un
score a une association cible-maladie donnée.”2
Financée par diverses sources d’origine publique et privée

GWAS - ou Genome Wide Association Study (Etude d’Association Pangénomique)

Analyse des associations entre les polymorphismes nucléotidiques (SNP) des
individus avec les maladies humaines.

Les données issues de cette étude sont disponibles depuis 2008

Gérée par 'EMBL-EBI.73

CCLE - ou Cancer Cell Line Encyclopedia (Encyclopédie des lignées cellulaires
cancéreuses)

Existe depuis 2008 suite & une collaboration entre le Broad Institute et le
Novartis Institute for Biomedical Research

Compile les données génétiques et pharmacologiques de cancers humains afin de
permettre d’établir des liens entre cancers et réponses pharmacologiques et des
liens entre cancers et patients74
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OMIM

ncbi.nlm.nih.gov/omim

ClinicalTrials

clinicaltrials.gov

Achilles / Depmap
portals.broadinstitute.

org/achilles
depmap.org/portal/

CTD2

ctd2.nci.nih.gov

OMIM - ou Online Medelian Inheritance in Man

Répertorie toutes les maladies décrites relevant d'un composant génétique’s
Gérée par le National Institute of Health

Base de données fournissant aux professionnels de santé, aux chercheurs ou aux
patients les descriptions des essais cliniques menés publiquement ou en privé.7°
Soutenue par la National Library of Medicine

Recense prés de 310 000 études menées dans plus de 200 pays (consulté le
5/6/2019).

Identifier et répertorie les génes essentiels de centaines de lignées cellulaires
cancéreuses.

Se base sur des expérimentations de knockout de genes et sur des perturbations
génétiques utilisant des ARNi ou la Cas-9 afin d’identifier les genes responsables
de la perturbation de cycle cellulaire.

Allie les informations de génétiques aux données biomoléculaires des tumeurs

Ce projet conduit a I’établissement d’une « carte de la dépendance au cancer ».77
Projet financé par plusieurs partenaires parmi lesquels on retrouve le Cancer
Target Discovery and Development, 'Achilles Consortium, IBM, Novartis...

CTD2 — ou Cancer Target Discovery and Development

Vise & comprendre ’hétérogénéité tumorale et la résistance médicamenteuse
pour a terme établir des combinaisons efficaces de traitements anticancéreux.

Le portail CTD2 met a disposition les données brutes et d’analyses répertoriées.”8
Géré par le National Cancer Institute

Tableau 2. Liste référencant quelques bases de données de cibles biologiques et de maladies

communément utilisées en Modélisation Moléculaire.

Conception de nouveaux ligands assistée par Modélisation

Moléculaire

Une fois la cible d’intérét modélisée, les méthodes de base pour la conception

de nouveaux ligands passent généralement par :

- Des étapes de criblage virtuel (ou « screening in silico ») avec une

exploration et une fouille des bases de données ;

- Des études de similarité pharmacophorique entre des ligands,

- L’analyse des interactions supramoléculaires entre le ligand de synthese et

la cible — soit une méthode de docking

Tout ceci étant modélisé en trois dimensions.

Préparation des bases de données :

Les bases de données de molécules constituent de véritables chimiotheques

virtuelles. Leur fouille nécessite plusieurs niveaux de tri, a commencer par ce qui est

recherché : données d’affinité, données d’activité, propriétés physicochimiques... Une

fois l'acquisition faite d’une collection de molécules présentant un caractere d’intérét

commun et la base de données préte a étre exploitée (qualité des informations

vérifiées, molécules prétraitées...) on peut, selon la taille de la collection, procéder a

du Clustering des molécules avant de se plonger dans I'observation et I’analyse des

molécules retenues. En effet, si les molécules retenues sont nombreuses, il
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conviendra de les classer dans différents groupes selon par exemple leur similarité

moléculaire afin de ne pas se perdre dans une analyse de longue durée. Ce principe

suit une notion couramment admise en chimie médicinale selon laquelle les activité

des molécules sont permises par certains de leurs motifs.61

Bases de données des ligands :

En plus des chimiothéques internes aux laboratoires de chimie, des bases de

données publiques et privées de molécules sont accessibles sur Internet et permettent

d’obtenir des fichiers de ligands avec des caractéristiques structurales et/ou d’activité

choisies. Le Tableau 3 suivant propose de lister quelques bases de données

communément utilisées en Modélisation Moléculaire.

Nom de la base de

données
URL

ChEMBL

ebi.ac.uk/chembl

PubChem

pubchem.ncbi.nlm.
nig.gov

ChemSpider

chemspider.com

ZINC
zinc15.docking.org
eMolecules

emolecules.com

DrugBank

drugbank.ca

Description

Gérée par I’European Bioinformatics Institute
Répertorie des molécules testées in vitro et fournit notamment :79
Leur structure

Leurs données physico-chimiques

Leurs données pharmacologiques

Les références bibliographiques liées aux molécules

Des liens vers d’autres bases de données de chimie

O O O O O

Base de données de molécules associées a leurs bioactivités
Gérée par le National Institute of Health.8°

Base de données publique de produits chimiques recensant plus de 73 millions
de molécules avec notamment leurs propriétés physico-chimiques et des
informations de fournisseurss:

Les ressources d’information tiennent de plus de 260 autres bases de données
chimiques

Site géré par la Royal Society of Chemistry

Base de données des composés chimiques commerciaux (pres de 230 millions)
disponibles « préts a ’emploi » pour des études de chémoinformatique type
screening virtuels2

Cette plateforme est financiérement gérée par le National Institute of General
Medical Sciences

Base de données commerciale de données de chimie et de biologie de molécules
au service de programme de Drug Discovery

Répertorie les médicaments (actuels, en développement et retirés du marché)
avec:

o Leur mécanisme d'action

o Lesinteractions qu’ils peuvent avoir en association

o Leurs propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.83
Supportée entre autres par le Canadian Institute of Health Research et The
Metabolics Innovation Center.

Tableau 3. Liste référencant quelques bases de données de composés chimiques communément

utilisées en Modélisation Moléculaire.
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Analyse pharmacophorique :

L’analyse pharmacophorique consiste a identifier les motifs moléculaires
essentiels responsables de I'activité biologique d’un ligand afin d’établir ce que 'on
appelle un « pharmacophore », c’est-a-dire un patron des propriétés moléculaires
devant étre portées par une molécule, avec des informations spatiales quant a la

disposition de ces propriétés moléculaires.

Les motifs moléculaires essentiels, nommés « motifs pharmacophoriques »,
sont au nombre de six et représentent des propriétés pouvant étre possédées par des
atomes ou des groupements fonctionnels*. Les six motifs pharmacophoriques

essentiels sont :

- Motif accepteur de liaison hydrogene ;
- Motif donneur de liaison hydrogene ;
- Motif aromatique ;

- Motif hydrophobe ;

- Motif ionisable positivement ;

- Motif ionisable négativement.

Le Tableau 4 suivant propose des exemples de motifs pharmacophoriques

pouvant étre portés par des groupements fonctionnels.

Accepteurs de  Donneurs de Motifs ionisables
Motifs Motifs
liaison liaison .
. . hydrophobes aromatiques  Positivement Négativement
hydrogene hydrogene
Br— o
HO/ AN HN=— )j\
0 HN | | OH
\ ¢ =0
HN— H N
H,N— H

Tableau 4. Exemples de groupements fonctionnels associés a des motifs pharmacophoriques, indiqué
par la coloration orange.

L’analyse pharmacophorique vise donc a obtenir un patron moléculaire,
définissant la position d’'un motif pharmacophorique et son orientation par rapport a
un second motif (données de distance et d’angles). Ainsi I'approche
pharmacophorique vise a distinguer une partie « non essentielle » d'une molécule — a
savoir son squelette — d’une partie « essentielle », comprenant les groupements

porteurs d’un motif susceptible d’interagir avec le récepteur.
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Concretement, la mise au point d'un pharmacophore peut étre entreprise de cette

facon :

1. Acquisition des représentations tridimensionnelles des ligands
référencés pour une activité souhaitée, avec pour chaque ligand une
analyse conformationnelle.

2. Comparaison des similarités 3D entre les différentes conformations
possibles des ligands choisis, et ceci par I'intermédiaire des logiciels de
Modélisation Moléculaire.

3. Choix des hypotheses de pharmacophore selon des criteres définis
(nombre d’hypotheses, innovation structurale...).

Visuellement, le pharmacophore choisi prendra la forme de plusieurs spheres
colorées. Ces spheres correspondront a I'ajustement spatial autorisé pour quun
ligand ait a priori les propriétés biologiques souhaitées (voir Figure 9). Une fois le
pharmacophore prét, il suffira d’interroger la base de données précédemment créée
pour identifier les molécules répondant aux exigences structurales définies par le

pharmacophore.

Figure 9. Exemple d'un pharmacophore a 3 motifs avec les données de distances et d'angles entre les
motifs

L’ajustement au pharmacophore est quantifié au moyen dune fonction
nommeée « Fit », permettant d’obtenir un « Fitness score ». Plus ce score pour une
molécule est élevé, meilleur est I'ajustement de la molécule sur le pharmacophore.58
Le pharmacophore utilisé sert ainsi de véritable « filtre moléculaire » pour une

premiere sélection de hits.

D’un point de vue pratique, cette méthode est utilisée pour exploiter une base
de données tres volumineuse, dont I’examen manuel molécule par molécule s’avere

peu envisageable.

Analyse par Docking :

L’analyse de base de données par docking est une simulation de 'amarrage des

ligands dans le site actif de la potentielle cible. Ainsi, lors d'un docking, les logiciels
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de modélisation moléculaire positionnent une molécule dans un site actif, et ce de
facon a optimiser les interactions entre ces deux partenaires. Le positionnement du
ligand dans le site actif se fait en regard des interactions stériques (forme et surface
de contact) et des interactions régissant les contacts entre atomes (interaction de Van
der Waals, interactions électrostatiques, contacts hydrophobes, interactions
aromatiques, et chélation de métaux), de facon a toujours optimiser les structures des
2 partenaires en regard I'un de l'autre. Les logiciels de modélisation moléculaire
calculent alors I'énergie libre associée au complexe Ligand-Macromolécule*,

permettant d’attribuer un score a la simulation de docking.

Pour éviter une inspection trop longue de l'intégralité de sites de liaison de la
protéine, on impose généralement au logiciel de Modélisation Moléculaire un site
connu pour créer des liaisons avec des ligands (site catalytique, poche de liaison
élucidée par analyse cristallographique ou RMN...), dans lequel il restera a

positionner le(s) ligand(s).

Pour ce qui est du positionnement des ligands dans le site d’intérét de la

macromolécule, plusieurs approches sont possibles :

- Générer au préalable 'ensemble des conformeres possibles pour chaque
ligand et arrimer chacun des conformeres de facon rigide dans le site ;

- Autoriser le logiciel a appréhender les ligands de facon flexible, afin de
réaliser une sorte d’échantillonnage conformationnel au moment méme du
docking, pour ne mettre en évidence que les conformations les plus
avantageuses énergiquement et stériquement en regard du complexe
ligand-macromolécule.

Visuellement, le logiciel de modélisation moléculaire propose une

représentation tridimensionnelle du complexe Ligand-Macromolécule et permet au
manipulateur de juger a priori de la qualité de 'amarrage ou non (voir exemple

Figure 10).
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Figure 10. Représentation tridimensionnelle du complexe Batimastat_MT3-MMP (données de
coordonnées provenant du complexe PDB ID 1RM8). En vert : le Batimastat. La zone orangée
correspond a la surface moléculaire du site actif de MT3-MMP.

De la méme facon que l'analyse pharmacophorique, le « Docking score »
permet de classer les ligands entre eux selon la qualité de leur amarrage dans la
macromolécule. Cette fois-ci le docking score correspond a I'énergie libre du
complexe simulé, et plus celle-ci est faible, meilleur sera 'amarrage du ligand dans le

site choisi de la macromolécule.

Cette approche permet, contrairement a I'approche pharmacophorique, de
recueillir des données de compatibilité stérique sur les complexes ligand-protéine, et
ainsi d’écarter les ligands qui a priori seront trop volumineux ou trop rigides pour

prétendre a un développement comme candidat-médicament.

Analyse par Dynamique Moléculaire :

La Dynamique Moléculaire vise a simuler les mouvements des atomes au cours
du temps. Les mouvements atomiques correspondent a des vibrations autour d'un
minimum énergétique ou au passage d'un minimum a un autre minimum d’énergie.
Globalement, les logiciels de Modélisation Moléculaire considerent les atomes
comme une masse dont le mouvement est déterminé par '’ensemble des forces qui
s’exercent sur elle au cours du temps selon les lois de la mécanique classique

Newtonienne.

La dynamique moléculaire permet de générer une « trajectoire », qui
correspond a une succession de conformations moléculaires adoptées par le complexe
ligand-protéine. De la méme facon que les méthodes d’analyse précédentes, une
fonction de scoring permet de classer les conformations moléculaires les unes par

rapport aux autres en termes d’énergie libre.

La dynamique moléculaire est un apport supplémentaire (en plus du docking)

pour la compréhension de résultats expérimentaux.
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Pharmacomodulation assistée par Modélisation Moléculaire :

Les trois méthodes d’analyse en Modélisation Moléculaire (approche
pharmacophorique, approche par docking et approche par dynamique moléculaire)
donnent, avec des niveaux de précision croissant, des indications pour émettre des
hypotheses de pharmacomodulation. En effet, si un échafaudage moléculaire est a
premiere vue d’intérét, alors une observation fine des représentations 3D proposées
par le logiciel de modélisation moléculaire pourront permettre de proposer des
pharmacomodulations afin d’habiller ou de modifier ’habillage de I’échafaudage en

question.

La méthode de Perturbation de I'Energie Libre (FEP, Free Energy
Perturbation) permet une estimation de la variation d’énergie libre associée a un
complexe Ligand-Macromolécule avant et apres pharmacomodulation du ligand. Les
calculs d’énergie libre sont faits par des outils de dynamique moléculaire, qui
procédent a une mutation progressive d'une molécule initiale vers une molécule
modulée. D’'un point de vue pratique, la valeur de la variation d’énergie libre est
considérée selon sa position par rapport a la valeur au temps zéro. Une valeur
positive de variation d’énergie libre indiquera que la pharmacomodulation n’apporte
a priori pas de stabilité au complexe Ligand-Macromolécule. En revanche, une valeur
négative elle permettra une premiére confirmation d'une hypothése de

pharmacomodulation a priori favorable a la stabilité du complexe étudié.

Etablissement des Relations Structure-Activité :

Les propriétés physico-chimiques et structurales d'une molécule étant
déterminantes pour son comportement chimique, biologique et environnemental,
leur compréhension et leur modélisation sont donc d’'un intérét majeur. Grace au
criblage de chimiotheques virtuelles, des millions de composés potentiels pour
lesquels il n’y a pas de données expérimentales peuvent étre concus in silico. Bien que
ces composés soient encore hypothétiques, leurs propriétés ou leurs activités
biologiques peuvent étre modélisées sur la base de modeles fiables. Souvent, des
méthodes permettant d’estimer directement les propriétés d'un composé a partir de
sa structure n’existent pas. Cependant, des méthodes indirectes, passant par la
génération de modeles mathématiques reliant descripteurs moléculaires et propriétés
sont couramment employées. Les modeles mathématiques se basent sur les

descripteurs moléculaires de molécules connues associées a une propriété d’intérét,
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puis, par des procédés de régression linéaire, permettent d’extrapoler sur les
propriétés de molécules pour lesquelles les données expérimentales ne sont pas
disponibles. Ils permettent ainsi de procéder a une approche « Relation Structure-
Activité » (RSA), qui vise a établir une relation quantitative entre la structure

moléculaire d'un composé et son activité biologique selon ’équation suivante :

Activité = f (structure)

Equation 1. Principe appliqué dans l'approche "Relation Structure-Activité"

Cette approche repose sur le principe énoncé précédemment selon lequel des

structures chimiques similaires porteront des activités similaires.

Un logiciel utilisable gratuitement sur Internet, PASS (Prediction of Activity
Spectra for Substances) permet, a partir d'une structure chimique, d’obtenir des
prévisions d’activités biologiques (du domaine thérapeutique et toxicologique).84 En
effet, ce logiciel attribue a une structure chimique des probabilités d’activités sur
différentes cibles et permet d’estimer avant toute expérimentation de biologie des
affinités vis-a-vis de plusieurs cibles. Les algorithmes de calcul basent leurs données
sur un set de plus de 260 000 molécules pour lesquelles les activités biologiques sont
connues. Ce logiciel est consultable a Padresse suivante :

http://www.pharmaexpert.ru/passonline/predict.php.
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Contexte de la Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24
au Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de

Normandie

Depuis 2016, le CERMN, sous la direction du Pr. Dallemagne, ceuvre a
concevoir et synthétiser des inhibiteurs sélectifs de MMP-24/MT5-MMP. L’objectif
premier de ce projet a donc été de disposer d’information structurale concernant la
cible visée : MT5-MMP. Ceci a été 'objet d’'un stage de Master 2 réalisé en 2016 par

Mme Saidoun.

Pour contourner le manque d’information sur la structure tridimensionnelle
de MT5-MMP, Mme Saidoun a construit un modeéle tridimensionnel du site
catalytique de MT5-MMP. Pour ce faire, elle a réalisé des travaux de modélisation par
homologie de MT5-MMP avec une structure du site catalytique de MT3-MMP co-
cristallisée avec le Batimastat, inhibiteur de métalloprotéase matricielle (MMPi) a
large spectre (PDB ID : 1RM8) (voir Figure 11). Comme énoncé précédemment, la
structure tridimensionnelle des protéines est mieux conservée que leur séquence en
acides aminés.®3 Ce postulat permet, via des mutations ponctuelles en acides aminés
de protéines homologues, de disposer d'un modele tridimensionnel des structures
d’intérét. Les protéines n’étant pas des systemes immobiles dans le temps, elle a
réalisé des simulations de dynamiques moléculaires sur le modele pour disposer de

cing structures possibles du site actif de MT5-MMP.

Figure 11. A gauche : Modélisation 3D du site catalytique de MT3-MMP co-cristallisé avec le
Batimastat (PDB ID 1RM8). A droite : Modélisation par homologie de séquence de MT5-MMP a
partir de MT3-MMP et docking du site actif avec le Batimastat

Par la suite, Mme Saidoun a criblé la chimiotheque du CERMN (18 362
molécules au moment de son criblage) sur les modeles du site catalytique de MT5-
MMP. Apres un choix de hits virtuels basé sur les docking scores, la diversité
structurale (élucidée grace a une méthode de clustering) et une inspection visuelle
des poses de docking et des structures, 400 composés ont été envoyés a I’équipe du

Pr. Santiago Rivera de I'Institut de Neurophysiopathologie de Marseille pour une
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évaluation in vitro de l'activité des composés.” Cent composés ont été identifiés
comme capables d’inhiber au moins 20% de l'activité enzymatique de MT5-MMP.
Parmi ceux-ci, le composé SR1653, doué d'une capacité d’inhibition de I'activité de
MT5-MMP d’au-moins 35% a 100 nM, a été choisi comme hit car ses groupements
fonctionnels ne sont actuellement pas décrits dans la littérature comme des
groupements portés par les MMPi référencés. Il a été entrepris sur ce hit des travaux
de pharmacomodulations dont les modifications ont été guidées par Modélisation

Moléculaire.o

n Pour une explication bréve du test biologique in vitro mené, voir Annexe n°7 : Test de I’évaluation in
vitro de 'activité inhibitrice de MT5-MMP et MT1-MMP des composés synthétisés au CERMN.

o Pour une explication détaillée de la démarche entreprise au CERMN, se référer a la Partie III de ce
manuscrit.
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Partie Il

Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs

Conclusion et Perspectives de la Partie Il

La Chémoinformatique est un outil précieux pour les projets de Drug Design,
tant son étendue couvre de nombreuses étapes, précoces et plus tardives, du
développement de nouveaux médicaments, et tant son cofit et sa réalisation permet
une multitude d’expérimentation avec des moyens matériels moindres comparés a

d’autres domaines expérimentaux.

Son succes dans le domaine du Drug Design lui a permis d’étendre ses
applications a d’autres disciplines, notamment en agroalimentaire, cosmétologie et
plus largement en Chimie Analytique, placant désormais la Chémoinformatique au

rang d’outil indispensable a tout projet impliquant de la Chimie.

Concernant le projet de conception de ligands inhibiteurs de MMP-24/MT5-
MMP, la Chémoinformatique a permis de disposer d’informations structurales de la
cible avant méme que celles-ci ne soient disponibles expérimentalement. De plus,
comme présenté dans la Partie III de ce manuscrit, la Chémoinformatique, et plus
précisément la Modélisation Moléculaire, a permis de guider la suite de ce projet en

permettant d’orienter des études de pharmacomodulation.
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Partie Il

Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs
de MMP-24
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Partie IlI
Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24

Ce troisieme chapitre a pour but de relater un travail de Modélisation
Moléculaire réalisé au Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie (CERMN)P sous la direction du Pr. Dallemagne et du Pr. Bureau. Ce
travail a été I'objet de mon stage de Master 2 intégré au parcours Recherche de mes

études de Pharmacie et a fait partie du cursus « Conception du Médicament ».

Comme énoncé dans les chapitres précédents, ’enjeu présenté ici vise a
concevoir un nouveau ligand anti-Alzheimer inhibiteur d’une cible dont la structure
tridimensionnelle est aujourd’hui inconnue: la Métalloprotéase Matricielle
Transmembranaire MMP-24 ou MT5-MMP.

Ce travail de Chémoinformatique a été réalisé en collaboration avec la
plateforme Chimie Organique et Médicinale du CERMN et avec I'Institut de
Neurophysiopathologie de Marseille.

Voici le plan que suivra cette troisieme Partie :

Partie III — Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24

Projet « Inhibition de MMP-24 » entrepris au CERMN

Etude structurale du site catalytique de MMP-24

Etude des hypotheses de liaison au site catalytique
Méthodologie
Résultats

Limites des expérimentations menées
Hypotheses de liaison Ligand-Cible
Sélectivité des ligands pour MT5-MMP en regard de MT1-MMP
Etudes de Relations Structure-Activité

Conclusion et Perspectives de la Partie I11

p Site de '’équipe de Recherche du Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie :
http://cermn.unicaen.fr/
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Partie lll

Place de la Modélisation Moléculaire dans la

Conception de Nouveaux Principes Actifs

Glossaire des termes techniques employés dans la Partie Il
M

Meéthode PRCG : Méthode du Gradient Conjugué de Polak-Ribiére. Il s’agit d'une
méthode de minimisation de I'Energie de ligand se basant sur la méthode de
dérivation de Polak-Ribiere. Cest 'une des méthodes les plus efficace pour la
minimisation de I’Energie d'une molécule mais qui ne permet par de retrouver des

états de transition.

Méthode SMPC : Méthode Sytématique Pseudo-Monte Carlo. Méthode d’analyse
conformationnelle permettant d’explorer toutes les valeurs de torsion de liaisons,
méme pour les torsions inhabituelles. Il s’agit de la méthode la plus efficace pour les

petites molécules.
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Partie lll

Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24

Projet “Inhibition de MMP-24" entrepris au CERMN

L’objectif des expériences in silico menées dans ce projet a été de conjuguer
des données d’affinité in vitro et des données de simulations de dockings et de
dynamiques moléculaires afin de comprendre et d’expliquer 'affinité d'un dérivé vs
un autre dérivé, et de proposer des hypothéses de pharmacomodulation des ligands
pour s’orienter vers une conception rationnelle de nouveaux ligands inhibiteurs de

MMP-24.

Le schéma proposé en Figure 12 résume les différentes étapes de la démarche
entreprise au CERMN pour la conception de ligands inhibiteurs de MMP-24.
L’exposé suivant ne détaillera que la méthodologie employée en Chémoinformatique.
Ce projet faisant actuellement 'objet d'une these de doctorat, les molécules concues
sont encore sous le sceau de la confidentialité et ne peuvent étre montrées dans ce
manuscrit. De méme, les résultats biologiques associés aux structures des molécules

sont eux-aussi confidentiels et ne peuvent étre reportés dans ce manuscrit.

Chimiothéque du CERMN
18362 molécules

s N Criblage virtuel par ensemble
‘ti as docking. Cible : MMP-24
NTR A ©
Sélection de 400 molécules pour screening in vitro sur la base de :

Docking score + Diversité structurale

Evaluation in vitro de
m I’activité inhibitrice de
MMP-24 des composés

oo
\ y

-
HN

o
CF,
Hit
Inhibition in vitro MMP-24 : 35 a 50%

|

Proposition de
pharmacomodulations

'
Rdations, . ‘ Simulations in silico W
Structure-Activité L
) J
{ Tests in vitro } t— { Synthése

Figure 12. Démarche générale effectuée au CERMN pour la conception de ligands inhibiteurs de
MMP-24
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Etude structurale du site catalytique de MMP-24

Afin de mener un projet de structure-based drug design, il a été nécessaire de
mener une étude structurale de I’environnement du site actif, permettant ensuite de
mieux appréhender les interactions Ligand-Cible.8586 Celle-ci a permis de s’enquérir
de la structure primaire des sites de liaison possiblement envisageables pour les
ligands développés. Cela a mené a l'identification des poches de liaison proches du

zinc catalytique (voir Figure 13).

&
o3
Q@

& —
: Poche ST’
lie _—
v -z‘sl: Lol cvai \ Poches2 | &
N s Leu 'oche §2°
8BNS P 2 2
S e,
«bb » < backbone - val 303
) &)

MTS

Site catalytique et poches
d'intérét dans cette étude

Figure 13. Représentation schématique des résidus constituant les zones clés du site catalytique de
MMP-24

La nomenclature standard adoptée pour identifier les zones d’intérét d’un site
actif d’'une protéase tient de sa complémentarité avec son substrat. Le site actif de la
protéase est composé de sous-sites situés de chaque c6té du site catalytique de
I'enzyme. Chacun des sites du substrat interagissant avec les sous-sites de ’enzyme
est nommé « P » et est numéroté en miroir de la zone de clivage : P1, P2, P3... coté N-
terminal et P1’, P2’, P3’... c6té C-terminal. De la méme facon, chacun des sous-sites
est nommé « S » et est numéroté en miroir du substrat : S3, S2, S1, S1’, S2°, S3’...

(Voir schéma Figure 14).

Site de clivage
Substrat de la
protéase

C4té N-terminal - ‘ . '), ' ' “ C8té C-terminal

53

s ST 52
52

Site actif de la protéase 53

Figure 14. Schéma d'interaction protéase-substrat illustrant la nomenclature des zones d'interaction
clés

Ainsi, les zones clés identifiées et retenues pour cette étude sont :

- L’atome de Zinc catalytique, dont les propriétés électrostatiques font de lui un

atout pour le maintien de la liaison des ligands a la protéine ;87
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- La poche St1’, profonde, poche de choix dans la conception de MMPi de par sa
flexibilité et sa profondeur qui differe d'une MMP a une autre ;8889:90.23
- La poche S2’, tres exposée au solvant et peu profonde, pouvant tout de méme

engager des interactions clés avec des ligands.
Etude des hypotheses de liaison au site catalytique

Méthodologie

Etude des interactions Ligand-Cible par docking
Les études d’hypothese de liaison ont toutes commencé par des études de

docking.

Conformation de la cible :

Mme Saidoun avait, au cours de son stage, sélectionné 5 conformations
différentes de MT5-MMP (nommeées « n69 », « n140 », « n180 », « 208 », « N224 »)
suite a une étude de dynamique moléculaire. Ainsi, un travail préliminaire a consisté
a ne retenir qu’'une seule conformation de MT5-MMP pour les études ultérieures afin
de pouvoir comparer entre elles les différentes hypotheses émises. Pour ce faire, nous
avons comparé les fréquences d’apparition de chacune des conformations du site
catalytique de MT5-MMP lors de l'ensemble docking des ligands issus de la
chimiotheque du CERMN réalisé par Mme Saidoun et nous avons conservé la
conformation dont la fréquence d’utilisation est la plus élevée. Ainsi, la conformation
de MT5-MMP retenue pour toutes les analyses par docking est celle nommée
«n140 ». La conformation retenue correspond a une conformation ou la poche S1’
est la plus ouverte, permettant un plus grand nombre de pharmacomodulations. De
la méme facon avec MT1-MMP, la conformation retenue est celle nommée « n203 ».
(Voir Annexe n°9 : Choix d’'une conformation de MT5-MMP et MT1-MMP).

Conformation des ligands :

Les ligands sont, avant toute analyse, minimisés (avec le module de mécanique
moléculaire MacroModel de la suite Schrodinger®, champ de force OPLS_2005, sans
solvant et en méthode PRCG). Puis une analyse conformationnelle est lancée sur
chaque ligand minimisé afin de ne retenir que la conformation de plus basse énergie
potentielle (avec I'outil MacroModel également, champ de force OPLS_2005, sans
solvant et en méthode SPMC). Le paramétrage des ligands pour ’analyse par docking

est « flexible ».
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Précision de U'analyse :

Les analyses par docking sont lancées en standard precision.

Résultats

Hypothése de liaison Ligand-Cible n° 1

Zinc
catalytique

Poche $1’

Poche $2°

Figure 15. Représentations 3D et 2D - Hypothése de liaison n°1
(Orange -> Hit ; Bleu ciel -> Résidus du site catalytique ; Bleu -> Surface de liaison)

L’hypothese de liaison n°1, représentée sur la Figure 15, place I'oxime comme
Zinc Binding Group (ZBG) et montre la substitution possible du bicycle central
permettant de projeter un substituant vers la poche S1’. De plus, cette hypothése de
liaison montre que le carbone asymétrique portant le trifluoroacetamide peut ou non,

selon sa configuration, projeter ce groupement vers la poche S2’.

Cette hypothese de liaison a permis de suggérer la synthese d'une premiere
série de dérivés, soit celle du bicycle central substitué par un phényl, substitué ou non
(voir Figure 16). De plus, il a été mis en lumiere I'importance de la séparation des
énantiomeres R/S et des énantiomeres E/Z avant de procéder aux tests biologiques,

afin de préciser au mieux les études de Relations Structure-Activité.

HO. HO— HO.

e OO0,
HO—

N meo— H—
CF3

CF3
—
HO

Figure 16. Modifications structurales suggérées apres établissement de la premiere hypothése de
liaison
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Hypothése de liaison Ligand-Cible n°2

kf s
Zinc N\
catalytique

Poche S1’

Figure 17. Représentations 3D et 2D - Hypothése de liaison n°2
(Rose -> Hit ; Bleu ciel -> Résidus du site catalytique ; Bleu -> Surface de liaison)

L’hypothese de liaison n°2 représentée sur la Figure 17 place :

-  L’oxime comme ZBG ;
- Le trifluoroacétamide comme occupant la poche S1’;
- Le substituant phényl comme projetant vers la poche S2’.

De plus, cette hypotheése permet d’envisager un autre mode de chélation du
zinc que celui engagé par l'oxime seul. En effet, dans la pose de Docking*
présentée sur la droite de la Figure 17, on peut constater que le carbonyle porté
par le substituant trifluoroacétamide est a une distance compatible une chélation

bidentate du zinc (par 'oxygene du carbonyle et 'oxygene de 'oxime).

Cette hypothese de liaison a permis la synthese dune seconde famille de
dérivés, remplacant le trifluorométhyle par des dérivés variés pouvant occuper la

poche S1’ (voir Figure 18).

: = h HN—\ HN—\
l o :1*"' O Y O \ (@)
HN— H\N4§7 H\N4§> HNJ<_<
CF3;

Figure 18. Modifications structurales suggérées apres établissement de la deuxiéme hypothése de
liaison

Les 2 premieres hypotheses de liaison présentées mettent en avant la nécessité
de séparation énantiomérique des composés. En effet, les docking scores varient d’'un
énantiomere a un autre. Par exemple, le composé substitué par un phényl seul voit
son docking score passer de -6,7 a -5,5 si son carbone asymétrique passe de la
configuration R a la configuration S. Ceci s’explique par un changement de mode de

liaison a la cible :
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- Dans la configuration R, ce composé se lie a MT5-MMP selon 'hypothese de
liaison n°1 et engage des interactions avec les résidus de la poche S1’ par
I'intermédiaire de son phényl ;

- Dans la configuration S, ce composé se lie 8 MT5-MMP selon I’hypothese de
liaison n°2 et n’engage aucune interaction avec les résidus de la poche St’; la
perte d’interaction faisant chuter son docking score par rapport a son
énantiomere.

De la méme facon que pour les analyses de docking, les analyses par
dynamique moléculaire (données non présentées) favorisent, de par leur score, a
chaque fois 'hypothése de liaison n°1, dans laquelle un plus grand nombre
d’interactions ligand-cible sont retrouvées de par le remplissage de la poche St’
par le phényl. De méme, les analyses par simulation de perturbation de 1’énergie
libre (données non présentées) qui ont été lancées pour étudier I'influence des
modulations suggérées apres établissement de I'hypothése de liaison n°2 ont
montré des scores favorables a celles-ci si la liaison s’établissait selon I’hypothese

n°1.

Hypothése de liaison Ligand-Cible n°3

pnd

Zinc
catalytique

Poche 51’

Poche S2’ r

N\
\

Figure 19. Représentations 3D et 2D - Hypothese de liaison n°3
(Orange -> Hit ; Bleu ciel -> Résidus du site catalytique ; Bleu -> Surface de liaison)

L’hypothese de liaison n°3 représentée sur la Figure 19, place cette fois-ci le

carbonyle comme ZBG, I'oxime occupant la poche S2’ et le phényl dans la poche St’.

Ainsi, pour évaluer I'importance de la présence de 'oxime dans la chélation du
zing, il a été suggéré la synthese de dérivés substitués au niveau de 'oxime, mais

également d'un dérivé dépourvu d’oxime (voir Figure 20).
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Figure 20. Modifications structurales suggérées apres établissement de la 3¢me hypothése de liaison

Limites des expérimentations menées

Hypotheses de liaison Ligand-Cible

Les hypotheses de liaison Ligand-Cible présentées ci-apres ont toutes pris en
compte la chélation du zinc catalytique par tous les composés. En effet, la présence de
cet atome métallique dans le site actif de la protéine d’intérét est un élément clé car
ses propriétés électroniques permettent des liaisons électrostatiques tres fortes avec
les hypothétiques ligands. De plus, le composé choisi comme hit porte entre autres
une fonction oxime. Si celle-ci s'avérait capable de chélater le zinc, alors cela
permettrait de mettre en lumiére un nouveau groupe fonctionnel chélateur du zinc
(ZBG, Zinc Binding Group) jusqu’alors non répertorié.o»4 Cependant, cet atome de
zinc est présent dans toutes les autres MMP ainsi que dans toutes les autres
Métalloprotéases, plus généralement (tels que l'enzyme de conversion de
I’'Angiotensine).9227 11 faut alors étre conscient que cette chélation du zinc,
confortable pour la création de complexes Ligands-Macromolécules, risque
d'entrainer des problémes de manque de sélectivité. Cependant il s’agit ici d'un
développement précoce de nouveaux ligands, ainsi le but premier est d’obtenir un
début d’affinité pour la cible souhaitée, pour ensuite s’enquérir des éventuelles

affinités vis-a-vis d’autres cibles.

Sélectivités des ligands pour MT5-MMP en regard de MT1-MMP

Pour tenter de contourner le potentiel manque de sélectivité des ligands
développés, une étude menée en parallele des études d’interaction ligand-récepteur a
tenté d’identifier clairement les potentiels sites d’interaction pouvant étre atteints par
les ligands a proximité du zinc catalytique, et pouvant possiblement expliquer
certains résultats biologiques quant a une touche de sélectivité vis-a-vis MT5-MMP
en regard de MT1-MMP. Cependant, les modeles de MT5-MMP et MT1-MMP dont
nous disposons, tous deux batis par homologie avec MT3-MMP, voient certains de
leurs résidus artificiellement alignés. Ainsi, certaines informations structurales

pouvant étre cruciales sont possiblement perdues.63

4 Voir annexe n°8 : Les Zinc Binding Groups (ZBG) les plus fréquemment retrouvés.
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Contrairement a MT5-MMP, la PDB dispose d’informations
tridimensionnelles quant a la structure de MT1-MMP. Plusieurs entrées sont en effet
disponibles sur la structure 3D de MT1-MMP, toutes co-cristallisant le site actif avec
un TIMP (Inhibiteur Tissulaire des Métalloprotéases). Les TIMP, de structure
peptidique, sont peu comparables structuralement aux ligands concus dans ce projet.
De ce fait, la co-cristallisation MMP-TIMP induit des structures tridimensionnelles
de la protéase différentes de celles induites par une liaison de la protéase avec un
inhibiteur synthétique. Ainsi, lors de la modélisation de MT1-MMP par homologie
avec MT3-MMP cocristallisé avec le Batimastat, des informations quant a
Porientation de certains résidus de la poche S1’ de MT1-MMP semblent avoir été

modifiées.

De plus, les inhibiteurs sélectifs des MMP décrits (sélectifs notamment vis-a-
vis de MMP-13) sont des molécules de grande taille ne chélatant pas ’'atome de zinc
catalytique, peu comparables avec les molécules proposées dans cette étude. Ainsi
une seconde étude parallele est actuellement menée pour étudier un autre potentiel
site de liaison a MT5-MMP, s’affranchissant de la liaison au zinc catalytique et visant

a augmenter la taille des ligands potentiels.

Etudes de Relations Structure-Activité

Les tests in vitro menés sur les ligands développés au Centre de Recherche en
Neurobiologie et Neurophysiologie de Marseille ne sont pas des tests automatisés
permettant un screening rapide des composés (la durée du test est de 'ordre de 1
heure par composé) (pour explication du test in vitro mené, voir Annexe n°7y : Test de
I’évaluation in vitro de l'activité inhibitrice de MT5-MMP et MT1-MMP des composés
synthétisés). De plus, au-dela de la longue durée imposée par le test biologique, les
résultats se sont avérés difficilement répétables pour un méme composé, rendant les

hypotheses de Relations Structure-Activité peu robustes.
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Partie lll

Démarche de Conception de Ligands Inhibiteurs de MMP-24

Conclusion et Perspectives de la Partie Il

Ce travail de conception de composés assistée par la modélisation moléculaire

a permis de disposer d’un hit et de le pharmacomoduler au sein de plusieurs séries.

Les hypotheses de liaison ont toutes pris en compte une chélation de I'atome
de zinc catalytique. Des analyses in silico quant a une liaison ligand-cible dénuée de
chélation de I'atome de zinc sont en cours. De plus, des manipulations au CERMN
sont actuellement en cours pour une analyse spectroscopique suite a la mise en
présence des ligands synthétisés avec du zinc pour conclure sur la capacité ou non des

composés a chélater un atome de zinc.

Selon les résultats biologiques et analytiques qui suivront, les
pharmacomodulations ultérieures des composés suivront les hypotheses de liaison

associées aux meilleurs résultats d’inhibition et de chélation.

Ce travail a fait 'objet d’'une présentation par affiche lors d'un congres alliant
les g2¢mes Journées Franco-Belges de Chimie Thérapeutique et 26¢mes Rencontres
Internationales des Pharmacochimistes de I’Arc Atlantique a Asnelles-sur-Mer en

Juin 2018.r

r Une version miniature de I'affiche est consultable en annexe n°10 : Poster.
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Ce manuscrit a, au travers de ses deux premiers chapitres, explicité une
nouvelle famille de protéines d’intérét dans la Maladie d’Alzheimer, les
Métalloprotéases Matricielles Transmembranaires, et montré comment une nouvelle
cible médicamenteuse peut étre exploitée précocement en Chimie Thérapeutique
grace a loutil informatique. Il a dans son dernier chapitre illustré les propos
précédemment énoncés par ’exposé dune démarche concrete de développement
précoce de nouveaux principes actifs d’intéréet au Centre d’Etudes et de Recherche sur
le Médicament de Normandie (CERMN).

En effet, suite a l'identification d’'une nouvelle sécrétase impliquée dans la
Maladie d’Alzheimer, la MMP-24 ou MT5-MMP, différentes étapes de Drug Design

ont été menées au CERMN :

- Il a été construit un modele tridimensionnel de son site actif ;

- Ce modele a ensuite été exploité pour le criblage de la Chimiothéque du
CERMN et I'identification de nouveaux hits ;

- Puis ce modele a été utilisé a des fins de pharmacomodulation et d’exploration
des Relations Structure-Activité des différentes familles de composés

synthétisés.

Si ces nouvelles molécules concues et synthétisées s’avéraient efficaces in vitro,
alors ce développement précoce ouvrirait la voie de la suite du développement de
nouveaux médicaments, a savoir des premiers essais de formulation associés a des

tests in vivo.
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et MT1-MMP des composés synthétisés au CERMN

Annexe n°8 : Les Zinc Binding Groups (ZBG) les plus fréquemment retrouvés
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Annexe n°1 : Nomenclature des Enzymes

Document issu de I’ « ENZYME nomenclature database », mise a disposition par le SIB

(Swiss Institute of Bioinformatics ; Genéve, Suisse) et consultable sur le serveur ExpASY* sur

https://enzyme.expasy.org/ (date de consultation : 15/05/2019).

1. -. -.- Oxidoreductases.

1. 1. -.- Acting on the CH-OH group of donors.
1. 1. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 1. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1. 1. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 1. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 1. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 1. 9.- With a copper protein as acceptor.
1. 1.98.- With other, known, acceptors.
1. 1.99.- With other acceptors.

1. 2. -.- Acting on the aldehyde or oxo group of donors.
1. 2. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 2. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1. 2. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 2. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 2. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 2. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 2.98.- With other, known, acceptors.
1. 2.99.- With other acceptors.

1. 3. -.- Acting on the CH-CH group of donors.
1. 3. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 3. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1. 3. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 3. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 3. 5.- With a quinone or related compound as
acceptor.
1. 3. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 3. 8.- With a flavin as acceptor.
1. 3.98.- With other, known, acceptors.
1. 3.99.- With other acceptors.

1. 4. -.- Acting on the CH-NH(2) group of donors.
1. 4. 1.- with NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 4. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1. 4. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 4. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 4. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 4. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 4. 9.- With a copper protein as acceptor.
1. 4.98.- With other, known, acceptors.
1. 4.99.- With other acceptors.

1. 5. -.- Acting on the CH-NH group of donors.
1. 5. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 5. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 5. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 5. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 5. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 5. 8.- With a flavin as acceptor.
1. 5.98.- With other, known, acceptors.
1. 5.99.- With other acceptors.

1. 6. -.- Acting on NADH or NADPH.
1. 6. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 6. 2.- With a heme protein as acceptor.
1. 6. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 6. 4.- With a disulfide as acceptor.
1. 6. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 6. 6.- With a nitrogenous group as acceptor.
1. 6. 7.- With a iron-sulfur protein as acceptor.
1. 6. 8.- With a flavin as acceptor.
1. 6.99.- With other acceptors.

1. 7. -.- Acting on other nitrogenous compounds as donors.
1. 7. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1. 7. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1. 7. 3.- With oxygen as acceptor.
1. 7. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1. 7. 6.- With a nitrogenous group as acceptor.
1. 7. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 7. 9.- With a copper protein as acceptor.
1. 7.99.- With other acceptors.

1. 8. -.- Acting on a sulfur group of donors.
1. 8. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.

1. 8. 2.- With a cytochrome as acceptor.

1. 8. 3.- With oxygen as acceptor.

1. 8. 4.- With a disulfide as acceptor.

1. 8. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.

1. 8. 6.- With an nitrogenous group as acceptor.
1. 8. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1. 8.98.- With other, known, acceptors.

1. 8.99.- With other acceptors.

1.9. -.- Acting on a heme group of donors.

1. 9. 3.- With oxygen as acceptor.

1. 9. 6.- With a nitrogenous group as acceptor.
1. 9.98.- With other, known, acceptors.

1. 9.99.- With other acceptors.

1.10. -.- Acting on diphenols and related substances as

donors.

1.10. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.10. 2.- With a cytochrome as acceptor.

1.10. 3.- With oxygen as acceptor.

1.10. 5.- With a quinone or related compound
as acceptor.

1.10. 9.- With a copper protein as acceptor.
1.10.98.- With other, known, acceptors.
1.10.99.- With other acceptors.

1.11. -.- Acting on a peroxide as acceptor.

1.11. 1.- Peroxidases.
1.11. 2.- With H(2)O(2) as acceptor, one oxygen
atom of which is incorporated into the product.

1.12. -.- Acting on hydrogen as donors.

1.12. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.12. 2.- With a cytochrome as acceptor.

1.12. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.

1.12. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1.12.98.- With other, known, acceptors.
1.12.99.- With other acceptors.

1.13. -.- Acting on single donors with incorporation of

molecular oxygen (oxygenases). The oxygen
incorporated need not be derived from 0O(2).
1.13. 1.- With NADH or NADPH as one donor.
1.13.11.- With incorporation of two atoms of
oxygen.

1.13.12.- With incorporation of one atom of
oxygen (internal monooxygenases or internal
mixed function oxidases).

1.13.99.- Miscellaneous.

1.14. -.- Acting on paired donors, with incorporation or

reduction of molecular oxygen. The oxygen
incorporated need not be derived from 0(2).
1.14. 1.- With NADH or NADPH as one donor.
1.14. 2.- With ascorbate as one donor.

1.14. 3.- With reduced pteridine as one donor.
1.14.11.- With 2-oxoglutarate as one donor, and
incorporation of one atom each of oxygen into
both donors.

1.14.12.- With NADH or NADPH as one donor,
and incorporation of two atoms of oxygen into
one donor.

1.14.13.- With NADH or NADPH as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen.
1.14.14.- With reduced flavin or flavoprotein as
one donor, and incorporation of one atom of
oxygen.

1.14.15.- With reduced iron-sulfur protein as
one donor, and incorporation of one atom of
oxygen.

1.14.16.- With reduced pteridine as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen.
1.14.17.- With reduced ascorbate as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen.
1.14.18.- With another compound as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen.
1.14.19.- With oxidation of a pair of donors
resulting in the reduction of molecular oxygen
to two molecules of water.
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1.14.20.- With 2-oxoglutarate as one donor, and
the other dehydrogenated.
1.14.21.- With NADH or NADPH as one donor,
and the other dehydrogenated.
1.14.99.- Miscellaneous.
1.15. -.- Acting on superoxide as acceptor.
1.15. 1.- Acting on superoxide as acceptor.
1.16. -.- Oxidizing metal ions.
1.16. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.16. 3.- With oxygen as acceptor.
1.16. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1.16. 8.- With a flavin as acceptor.
1.16. 9.- With a copper protein as acceptor.
1.16.98.- With other known acceptors.
1.17. -.- Acting on CH or CH(2) groups.
1.17. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.17. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1.17. 3.- With oxygen as acceptor.
1.17. 4.- With a disulfide as acceptor.
1.17. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1.17. 7.- With an iron-sulfur protein as acceptor.
1.17. 8.- With a flavin as acceptor.
1.17.98.- With other, known, acceptors.
1.17.99.- With other acceptors.
1.18. -.- Acting on iron-sulfur proteins as donors.
1.18. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.18. 2.- With dinitrogen as acceptor.
1.18. 3.- With H(+) as acceptor.
1.18. 6.- With dinitrogen as acceptor.
1.18.96.- With other, known, acceptors.
1.18.99.- With H(+) as acceptor.
1.19. -.- Acting on reduced flavodoxin as donor.
1.19. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.19. 6.- With dinitrogen as acceptor.
1.20. -.- Acting on phosphorus or arsenic in donors.
1.20. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.20. 2.- With a cytochrome as acceptor.
1.20. 4.- With disulfide as acceptor.
1.20. 9.- With a copper protein as acceptor.
1.20.98.- With other, known acceptors.
1.20.99.- With other acceptors.
1.21. -.- Catalyzing the reaction X-H + Y-H = 'X-Y".
1.21. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.21. 3.- With oxygen as acceptor.
1.21. 4.- With a disulfide as acceptor.
1.21.98.- With other, known acceptors.
1.21.99.- With other acceptors.
1.22. -.- Acting on halogen in donors.
1.22. 1.- With NAD(+) or NADP(+) as acceptor.
1.23. -.- Reducing C-O-C group as acceptor.
1.23. 1.- With NADH or NADPH as donor.
1.23. 5.- With a quinone or similar compound as
acceptor.
1.97. -.- Other oxidoreductases.
1.97. 1.- Other oxidoreductases.
1.98. -.- Enzymes using H(2) as reductant.
1.98. 1.- Other oxidoreductases.
1.99. -.- Other enzymes using O(2) as oxidant.
1.99. 1.- Hydroxylases.
1.99. 2.- Oxygenases.

2. -, -.- Transferases.

2. 1. -.- Transferring one-carbon groups.
2. 1. 1.- Methyltransferases.
2. 1. 2.- Hydroxymethyl-, formyl- and related
transferases.
2. 1. 3.- Carboxy- and carbamoyltransferases.
2. 1. 4.- Amidinotransferases.
2. 1. 5.- Methylenetransferases.
2. 2. -.- Transferring aldehyde or ketonic groups.
2. 2. 1.- Transketol, and tr Idol.
2. 3. -.- Acyltransferases.
2. 3. 1.- Transferring groups other than amino-
acyl groups.
2. 3. 2.- Aminoacyltransferases.
2. 3. 3.- Acyl groups converted into alkyl groups
on transfer.
2. 4. -.- Glycosyltransferases.
2. 4. 1.- Hexosyltransferases.
2. 4. 2.- Pentosyltransferases.
2. 4.99.- Transferring other glycosyl groups.
2. 5. -.- Transferring alkyl or aryl groups, other than methyl
groups.

2. 5. 1.- Transferring alkyl or aryl groups, other
than methyl groups.

2. 6. -.- Transferring nitrogenous groups.
2. 6. 1.- Transaminases.
2. 6. 2.- Amidinotransferases.
2. 6. 3.- Oximinotransferases.
2. 6.99.- Transferring other nitrogenous groups.
2.7. -.- Transferring phosphorus-containing groups.
2. 7. 1.- Phosphotransferases with an alcohol
group as acceptor.
2. 7. 2.- Phosphotransferases with a carboxy
group as acceptor.
2. 7. 3.- Phosphotransferases with a nitrogenous
group as acceptor.
2.7. 4.- Phosphotransferases with a phosphate
group as acceptor.
2.7.5.- Phosphotransferases with regeneration
of donors, apparently catalyzing intramolecular
transfers.
2. 7. 6.- Diphosphotransferases.
2.7.7.- Nucleotidyltransferases.
2.7. 8.- Transferases for other substituted
phosphate groups.
2.7.9.- Phosphotransferases with paired
acceptors.
2. 7.10.- Protein-tyrosine kinases.
2. 7.11.- Protein-serine/threonine kinases.
2. 7.12.- Dual-specificity kinases (those acting on
Ser/Thr and Tyr residues).
2. 7.13.- Protein-histidine kinases.
2.7.14.- Protein-arginine kinases.
2.7.99.- Other protein kinases.

2. 8. -.- Transferring sulfur-containing groups.

2. 8. 1.- sulfurtransferases.

2. 8. 2.- Sulfotransferases.

2. 8. 3.- CoA-transferases.

2. 8. 4.- Transferring alkylthio groups.
2.9. -.- Transferring selenium-containing groups.

2.9. 1.- Selenotransferases.
2.10. -.- Transferring molybdenum- or tungsten-containing
groups.

2.10. 1.- Molybdenumtransferases or
tungstentransferases with sulfide groups as acceptors.

3. -. -.- Hydrolases.

3. 1. -.- Acting on ester bonds.

3. 1. 1.- Carboxylic ester hydrolases.
2.- Thiolester hydrolases.
3.- Phosphoric monoester hydrolases.
4.- Phosphoric diester hydrolases.
5.- Triphosphoric monoester hydrolases.
6.- Sulfuric ester hydrolases.
7.- Diphosphoric monoester hydrolases.
. 1. 8.- Phosphoric triester hydrolases.
3. 1.11.- Exodeoxyribonucleases producing 5'-
phosphomonoesters.
3. 1.12.- Exodeoxyribonucleases producing 3'-
phosphomonoesters.
3. 1.13.- Exoribonucleases producing 5'-
phosphomonoesters.
3. 1.14.- Exoribonucleases producing 3'-
phosphomonoesters.
3. 1.15.- Exonucleases active with either ribo- or
deoxyribonucleic acids and producing 5'-
phosphomonoesters.
3. 1.16.- Exonucleases active with either ribo- or
deoxyribonucleic acids and preducing 3'-
phosphomonoesters.
3. 1.21.- Endodeoxyribonucleases producing 5'-
phosphomonoesters.
3. 1.22.- Endodeoxyribonucleases producing
other than 5'-phosphomonoesters.
3. 1.23.- Site specific endodeoxyribonucleases:
cleavage is sequence specific.
3. 1.24.- Site specific endodeoxyribonucleases:
cleavage is not sequence specific.
3. 1.25.- Site-specific endodeoxyribonucleases
specific for altered bases.
3. 1.26.- Endoribonucleases producing 5'-
phosphomonoesters.
3. 1.27.- Endoribonucleases producing other
than 5'-phosphomonoesters.
3. 1.30.- Endoribonucleases active with either
ribo- or deoxyribonucleic acids and producing
5'-phosphomonoesters.
3. 1.31.- Endoribonucleases active with either
ribo- or deoxyribonucleic acids and producing
3'-phosphomonoesters.
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bonds.

3. 2. -.- Glycosylases.
3. 2. 1.- Glycosidases, i.e. enzymes hydrolyzing
O- and S-glycosyl compounds.
3. 2. 2.- Hydrolyzing N-glycosyl compounds.
3. 2. 3.- Hydrolyzing S-glycosyl compounds.
3. 3. -.- Acting on ether bonds.
3. 3. 1.- Thioether and trialkylsulfonium
hydrolases.
3. 3. 2.- Ether hydrolases.
3. 4. -.- Acting on peptide bonds (peptidases).
3. 4. 1.- alpha-Amino-acyl-peptide hydrolases.
3. 4. 2.- Peptidyl-amino-acid hydrolases.
3. 4. 3.- Dipeptide hydrolases.
3. 4. 4.- Peptidyl peptide hydrolases.
3. 4.11.- Aminopeptidases.
3. 4.12.- Peptidylamino-acid hydrolases or
acylamino-acid hydrolases.
3. 4.13.- Dipeptidases.
3. 4.14.- Dipeptidyl-peptidases and tripeptidyl-
peptidases.
. 4.15.- Peptidyl-dipeptidases.
4.16.- Serine-type carboxypeptidases.
4.17.- Metallocarboxypeptidases.
4.18.- Cysteine-type carboxypeptidases.
4.19.- Omega peptidases.
4.21.- Serine endopeptidases.
4.22.- Cysteine endopeptidases.
4.23.- Aspartic endopeptidases.
4.24.- Metalloendopeptidases.
4.25.- Threonine endopeptidases.
4.99.- Endopeptidases of unknown catalytic
mechanism.

w

W W W W w W W W W

3. 5. -.- Acting on carbon-nitrogen bonds, other than peptide

5. 1.- In linear amides.
5. 2.- In cyclic amides.
5. 3.- In linear amidines.
5. 4.- In cyclic amidines.
5. 5.- In nitriles.
. 5.99.- In other compounds.
3. 6. -.- Acting on acid anhydrides.
3. 6. 1.- In phosphorus-containing anhydrides.
3. 6. 2.- In sulfonyl-containing anhydrides.
3. 6. 3.- Acting on acid anhydrides; catalyzing
transmembrane movement of substances.
3. 6. 4.- Acting on ATP; involved in cellular and
subcellular movement.
3. 6. 5.- Acting on GTP; involved in cellular and
subcellular movement.
3. 7. -.- Acting on carbon-carbon bonds.
3. 7. 1.- In ketonic substances.
3. 8. -.- Acting on halide bonds.
3. 8. 1.- In C-halide compounds.
3. 8. 2.- In P-halide compounds.
3. 9. -.- Acting on phosphorus-nitrogen bonds.
3. 9. 1.- Acting on phosphorus-nitrogen bonds.
3.10. -.- Acting on sulfur-nitrogen bonds.
3.10. 1.- Acting on sulfur-nitrogen bonds.
3.11. -.- Acting on carbon-phosphorus bonds.
3.11. 1.- Acting on carbon-phosphorus bonds.
3.12. -.- Acting on sulfur-sulfur bonds.
3.12. 1.- Acting on sulfur-sulfur bonds.
3.13. -.- Acting on carbon-sulfur bonds.
3.13. 1.- Acting on carbon-sulfur bonds.

W w W

w

4, -, -.- Lyases.

4, 1. -.- Carbon-carbon lyases.

4. 1. 1.- Carboxy-lyases.

4.1. 2.- Aldehyde-lyases.

4. 1. 3.- Oxo-acid-lyases.

4.1.99.- Other carbon-carbon lyases.
4, 2. -.- Carbon-oxygen lyases.

4, 2. 1.- Hydro-lyases.

4, 2. 2.- Acting on polysaccharides.

4, 2. 3.- Acting on phosphates.

4. 2.99.- Other carbon-oxygen lyases.
4. 3. -.- Carbon-nitrogen lyases.

4. 3. 1.- Ammonia-lyases.

4, 3. 2.- Lyases acting on amides, amidines, etc.

4. 3. 3.- Amine-lyases.

4. 3.99.- Other carbon-nitrogen lyases.
4. 4. -.- Carbon-sulfur lyases.

4. 4. 1.- Carbon-sulfur lyases.
4. 5. -.- Carbon-halide lyases.

4. 5. 1.- Carbon-halide lyases.
4, 6. -.- Phosphorus-oxygen lyases.

4, 6. 1.- Phosphorus-oxygen lyases.
4,7. -.- Carbon-phosphorus lyases.

4, 7. 1.- Carbon-phosphorus lyases.
4.99. -.- Other lyases.

4.99. 1.- Other lyases.

5.-. -.- Isomerases.

5. 1. -.- Racemases and epimerases.
5. 1. 1.- Acting on amino acids and derivatives.
5. 1. 2.- Acting on hydroxy acids and derivatives.
5. 1. 3.- Acting on carbohydrates and
derivatives.
5. 1.99.- Acting on other compounds.
5. 2. -.- Cis-trans-isomerases.
5. 2. 1.- Cis-trans isomerases.
. 3. -.- Intramolecular oxidoreductases.
5. 3. 1.- Interconverting aldoses and ketoses.
5. 3. 2.- Interconverting keto- and enol-groups.
5. 3. 3.- Transposing C=C bonds.
5. 3. 4.- Transposing S-S bonds.
5. 3.99.- Other intramolecular oxidoreductases.
5. 4. -.- Intramolecular transferases.
5. 4. 1.- Transferring acyl groups.
5. 4. 2.- Phosphotransferases
(phosphomutases).
5. 4. 3.- Transferring amino groups.
5. 4. 4.- Transferring hydroxy groups.
5. 4.99.- Transferring other groups.
5. 5. -.- Intramolecular lyases.
5. 5. 1.- Intramolecular lyases.
5.99. -.- Other isomerases.
5.99. 1.- Other isomerases.

w

6. -. -.- Ligases.

6. 1. -.- Forming carbon-oxygen bonds.
6. 1. 1.- Ligases forming aminoacyl-tRNA and
related compounds.
6. 1. 2.- Acid--alcohol ligases (ester synthases).
6. 1. 3.- Cyclo-ligases.

6. 2. -.- Forming carbon-sulfur bonds.
6. 2. 1.- Acid--thiol ligases.

6. 3. -.- Forming carbon-nitrogen bonds.
6. 3. 1.- Acid--ammonia (or amine) ligases
(amide synthases).
6. 3. 2.- Acid--amino-acid ligases (peptide
synthases).
6. 3. 3.- Cyclo-ligases.
6. 3. 4.- Other carbon--nitrogen ligases.
6. 3. 5.- Carbon--nitrogen ligases with glutamine
as amido-N-donor.

6. 4. -.- Forming carbon-carbon bonds.
6. 4. 1.- Forming carbon-carbon bonds.

6. 5. -.- Forming phospharic ester bonds.
6. 5. 1.- Forming phosphoric ester bonds.

6. 6. -.- Forming nitrogen-metal bonds.
6. 6. 1.- Forming coordination complexes.

7.-.-.- Translocases.

7.1. -.- Catalysing the translocation of hydrons.
7.1.1.- Hydron translocation or charge
separation linked to oxidoreductase reactions.
7.1.2.- Hydron translocation linked to the
hydrolysis of a nucleoside triphosphate.
7.1.3.- Hydron translocation linked to the
hydrolysis of diphosphate.

7.2.-.- Catalysing the translocation of inorganic cations.
7.2.1.- Linked to oxidoreductase reactions.
7.2.2.- Linked to the hydrolysis of a
nucleoside triphosphate.
7.2.3.- Linked to the hydrolysis of
diphosphate.
7.2.4.- Linked to decarboxylation.

7.3. -.- Catalysing the translocation of inorganic anions and

their chelates.
7.3.2.- Linked to the hydrolysis of a
nucleoside triphosphate.

7. 4. -.- Catalysing the translocation amino acids and

peptides.
7.4.2.- Linked to the hydrolysis of a
nucleoside triphosphate.

7.5.-.- Catalysing the translocation carbohydrates and

their derivatives.
7.5.2.- Linked to the hydrolysis of a
nucleoside triphosphate.

7.6.-.- Catalysing the translocation of other compounds.
7.6.2.- Linked to the hydrolysis of a
nucleoside triphosphate.
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Annexe n° 2 : Liste des MMP identifiées a ce jour

Liste des MMP répertoriant I'identifiant Uniprot, un exemple d’identifiant Protein
Data Bank (PDB) si la structure a déja été élucidée, l'identifiant ChEMBL, la
dénomination alternative et 'EC number s’il a été défini. (Tableau créé a I'aide de la

publication de Kapoor C. et Al., 201693).

Dénomination | Numérotation Geéne UNI .
MMP alternative EC (Humain) Substrat PDBID PROT ChEMBL ID Organisme
S
- Interstitial gL—seleétisgl L-1B ’ CHEMBL20952 Homo
a 3.4.24.7 11922.2 ’ - 3SHI P03956 16; .
S collagenase proteoglycans, entactin, CHEMBL21114 sapiens
= ovostatin, MMP-2, MMP-
22
9
P33434  CHEMBL3095 Mus
musculus
CHEMBL10751 Rattus
72 kDa type IV . 1QlB P33436 75 norvegicus
& Gelatin, collagen IV-VI, X, .
% collagenase ; 3.4.24.24 16q12.2 elastin. fibronectin (catalytic
s Gelatinase A ¢ domain) CHEMBL20952
Hop Homo
P08253 CHEMBL333; sapiens
CHEMBL21113 s
21
Collagens (I11-V, IX),
gelatin, aggrecan,
perlecan, decorin,
G E:;;r;:éﬂ;ﬁg:/’ocsiiil:’ 2JT6 (cat (alults i Homo
a Stromelysin-1 3.4.24.17 11g22.2 . L ! . P08254 21; .
s entactin, plasminogen, domain) CHEMBL283 sapiens
= MBP, IL-1B,
MMP-2/TIMP-2,
MMP-7, MMP-8, MMP-9,
MMP-13
Collagens (1V, X), gelatin,
aggrecan, decorin,
fbronectin, laminin,
. elastin, casein,
) - . R Homo
o Matrilysin 3.4.24.23 11g22.22  transferrin, plasminogen, 1IMMP P09237 CHEMBL4073 .
S MBP sapiens
s )
B4-integrin, MMP-1,
MMP-2, MMP-9, and
MMP-9/TIMP-1
088766 CHEMBL2312 no?j;t‘:zus
@ Neutrophil Collagens (I-111, V, VII, VIII, g
% el 3.4.24.34 11g22.2 X), gi!z:)tln, agtg.recan, 1JH1 CHEMBL20952 Homo
b= foronectin P22894 16; sanions
CHEMBLA4588 .
CHEMBL20952 Homo
P14780 16 ; -
CHEMBL321 s
92 kDa type IV Collagens (IV, V, VII, X,
& collagenase ; XIV), gelatin, entactin, Rattus
%’ 92 kDa 3.4.24.35 20g13.12 aggrecan, elastin, 1GKC PR LR norvegicus
s gelatinase ; fbronectin, osteonectin,
Gelatinase B plasminogen, MBP, IL-1B P52176 ~ CHEMBL5846  Bos taurus
P41245 CHEMBL2214 Mus
musculus
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=) Collagens (I11-V), gelatin, Homo
a Stromelysin-2 3.4.24.22 11g22.2 casein, aggrecan, elastin, 1Q3A P09238 CHEMBL4270 .
% MMP-1, MMP-8 sapiens
P24347  CHEMBL2867 Homo
o sapiens
a Stromelysin-3 11g22.23 1HVS5 (rat)
> Mus
= Q02853 CHEMBL3412
musculus
p79227 CHEMBL19328 Oryct.olagus
99 cuniculus
Mus
Collagen IV, gelatin, P34960 CHEMBL2594 musculus
elastin, casein,
o Macrophage fbronectin, vitronectin Homo
a metalloelastas 3.4.24.65 11q22.2 L L ¢ 1JK3 P39900 CHEMBL4393 .
s e laminin, entactin, MBP, sapiens
= fibrinogen, fibrin, and
plasminogen Q63341 CHEMBL5506 Rattus
norvegicus
AOXARS CHEMBL19329 Ca.ryls.
00 familiaris
077656  CHEMBL5327 Bos taurus
P23097 CHEMBL4944  hauus
norvegicus
Collagens (I-IV, IX, X, XIV),
™ gelatin, plasminogen, CHEMBL36383 Mus
o P33435
o Collagenase-3 11g22.2 aggrecan, perlecan, SUWK 50 musculus
% fibronectin, osteonectin,
MMP-9 CHEMBL20952
16; H
P45452 CHEMBL21114 o'mo
sapiens
22;
CHEMBL280
Collagens (I-111), gelatin,
< o ot s
a MT1-MMP 3.4.24.80 14q11.2 o L (catalytic  P50281 CHEMBL3869 X
s laminin, vitronectin, ; sapiens
. domain)
> entactin, proteoglycans,
MMP-2, MMP-13
: Fibronectin, entactin, Homo
% n MT2-MMP 16921 laminin, aggrecan, P51511 CHEMBL2963 .
= sapiens
S perlecan, MMP-2
. Collagen ll1, gelatin, 1RM8 Homo
= MT3-MMP 8021.3 casein, fbronectin, (catalytic  P51512  CHEMBL2200 .
P f sapiens
S MMP-2 domain)
g~ MTMMP 1224.33 QOULZ9  CHEMBL2937  1oM°
— sapiens
=
Matrix
[e)} .
= metalloprotein CHEMBL19382 Homo
% ase RAS! ; 12g13.2 Type | collagen Q99542 14 saplens
= MMP-18
. . Amelogenin, aggrecan CHEMBL19382 Homo
o '’ 'y
§ o Enamelysin 11922.2 COMP 060882 26 saplens
g5 MIsMWP 20q11.22 __Fibronectin, butnot Q9Y5R2  CHEMBL5050 Homo
g i collagen type | or laminin sapiens
%l n MTG-MN.IP; 16913.3 Progelatinase QINPA2 CHEMBL17551 Ho.mo
g ~ Leukolysine 03 sapiens
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MMP-

26

Matrilysin-2 ;
Endometase

Collagen 1V, fbronectin,

11q15.4 fbrinogen, gelatin, a QINRE1  CHEMBLA4707 Homo
) o sapiens
(1)-proteinase inhibitor
Collagénases Gélatinases
Matrylisine

Transmembranaires

Stromélysines

Autres
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Annexe n° 3

Roles des MMP

neurodégénératives

dans les

maladies

Document issu de la publication de Brkic et Al. 2015 « Friends or Foes Matrix

Metalloproteinases and Their Multifaceted Roles in Neurodegenerative Diseases ».10

TasLe 2: Overview of the role of different MMPs in neurodegenerative diseases.

Neurodegenerative MMPs

Increased MMP-9 expression substantia nigra

di 3 Role of MMPs Model system
lisease involved
MMP-1 Increased in AD patients Patients
Decreased MMP-2 activity and low MMP-9 levels after stimulation with Ap oligomers In vitro (primary astrocytes)
MMP-2 1 d MMP-2 and proinfl cytokine levels in the brain In vivo (APP/PSI mice)
Induced upon interaction of Af and RAGE In vitro (brain endothelial cells)
MMP-2 and MTI-MMP expression observed in reactive astrocytes around plaques In vitro and in vivo (Tg-SwDI and Tg2576 mice)
Incrused expresslon upon stimulation with AS,_,, In vitro (astrocyte and mixed hippocampal cultures)
in mi lia after stimulation with AB, _,, In vitro (microglial cell line Ra2)
Involved in synapuc plasticity In vivo (rats)
MMP-3 Significantly upregulated plasma and levels correlate with CSF Patients (plasma and CSF)
Ability to degrade AS In vitro (APP-CHO cells )
Increased expression In vivo (icv injection of AB oligomers)
Increased BCSFB permeability In vivo (icv injection of A oligomers)
Alzheimer’s disease Stmng expressnon in microglia, astrocytes, and endothelial cells in the brain In vitro (primary cultured dopaminergic neurons)
AD from d Patients (CSF)
Cogpnitive nmpmmem Patient samples
Elevated serum MMP-9 levels Patient samples
Degrades A fibrils in vitro and AB plaques in ex vivo brain slices In vitro and ex vivo (APP/PS1 and APPsw mice)
MMP-9 Expression dcfccted in neuronal cytoplasm, neurofibrillary tangles, amyloid plaques, Patients (postrsorten brein tissue)
and vascular tissue
Detected in astrocytes when treated with soluble and fibrillar AB,_,, and AB,_i In vitro (primary astrocytes)
MMP-9 can cleave AB,_,, In vitro (isolates from patients brains)
Involved in synaplic plasticity In vivo (rats)
Increased in h upon i b injection In vivo (mice)
Regulator of NMDA receplor In vitro (hippocampal neurons)
BBB disruption, activation of CypA/MMP-9 in pericytes Patients (CSF)
MMP-12 Increase in microglia In vitro (microglial cell line Ra2)
MMP-13  Increase in microglia In vitro (microglial cell line Ra2)
MMP-2 Detected in astrocytes and microglia Patients
Activates microglia In vitro (PCI12 cells)
MMP-3 dependent ERK signal pathway activation in microglia Patients (postmortem brain tissue)
Induces dopaminergic neuron cell death in mesencephalic neuron-glia mixed culture B e silwed cul
of wild-type In vitro (neuron-glia mixed culture)
- e In vitro (primary mesencephalic cultures from
MMP-3 Induce production of NO in microglia NADPH oxidase null or wild-type mice)
" In vitro (primary cultured dopaminergic neurons of
Parkinson’s disease MMP-3 secretion by neurons wild-lyps and }v}MP—} knnckzul) "
Proteolysis of a-synudlein In vitro (human dopaminergic neuroblastoma
(SK-N-BE) cell line)
Invivo
Increased MMP-9 activity in striatum and substantia nigra after MPTP treatment (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) mouse model of PD)
MMP-9 MMP-9 was primarily localized in neurons Patients (postmortem brain tissue)

In vivo (mouse and monkey models of
I-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahyd P
yl-4-pl

(MPTP-) induced PD) )

Neurodegenerative MMPs

lateral sclerosis

Dysregulated activity with disease progression
Low levels of MMP-9 in CSF

di . Role of MMPs Model system
lisease involved
MMP-2 To evaluate ALS disease progression Patients (serum)
Increased BBB permeability Patients
MMP-3 Contributes to motor neuronal cell death In vivo (G93A SODI mice)
Amyotrophic Upregulates neuronal TNF and FasL expression and activation In vivo (G93A SODI mice)

In vivo (mutant SODI transgenic mice)
Patients (CSF)

Increased levels of MMP-9 in serum along with TIMP-1 and TIMP-2

MMP-9
Elevated in skin and CSF Patients (skin and CSF)
MT-MMP-1/MMP-9 as a marker to distinguish ALS patients from healthy individuals Patients (serum)
Genetic risk factor for ALS Patients (peripheral blood leukocytes)
MMP-10  Cleaves huntingtin In vitro (striatal cell culture expressing mutant Htt)
Increased MMP-9 expression Patients (postmortem brain tissue)
MMP-9 & N S oa o
" . . In vivo (3-nitropropionic acid animal model of the
Huntington disease Increased MMP-9 expression disease)
MMP-14  Knockdown of MMP-14 reduces toxicity In vitro (striatal cell culture) expressing mutant Htt)
MMP-23  Knockdown of MMP-23 reduces toxicity In vitro (striatal cell culture expressing mutant Htt)
Expression in macrophages, and weak expression in astrocytes near necrotic lesions Patients (active lesion sites of postmortem brain
MMP-1 " samples)
Increased mRNA levels Patients (monocytes)
MMP-2 p in ph and weak in astrocytes near necrotic lesions ::::;::)(acuvc Jesion sites of postiuartas brain
" - " Patients (active lesion sites of postmortem brain
MMP-3 Expression in endothelial cells samples)
Increased mRNA levels Patients (monocytes)
Multiple sclerosis " Patients (active lesion sites of postmortem brain
™9 p! MMP-7 Secreted by activated macrophages samples)
Increased mRNA levels Patients (monocytes)
Secreted by blood vessels Patients (active lesion sites of postmortem brain
samples)
Increased mRNA levels Patients (monocytes)
E A ha d weak jon in ast tic1 Patients (active lesion sites of postmortem brain
MMP-9 xpression in macrophages and weak expression in astrocytes near necrotic lesions samples)
Secreted by T-cells and macrophages, contributes to tissue damage surrounding lesion ::::::::)(CSF samples from both RRMS and PPMS

Patients (serum)

AP, B-amyloid; AD A.lzheumers disease; ALS, amyulruphuc lateral sclerosis; APP, amyloid precursor protein; BBB, blood-brain barrier; BCSFB, blood-CSF barrier; CSE, cerebrospinal fluid; Cyp A, cyclophilin A;

EAE, experi encephal

ERK, extracellular signal-regulated kinases; FasL, Fas ligand; icv, intracerebroventricular; MMP, matrix metalloproteinase; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,;

6-

tetrahydropyridine; NO, nitric oxide; PS, presenilin-; NMDA, N-methyl-D-aspartate; PPMS, primary progressive multiple sclerosis; RAGE, receptor for advanced glycation end products; RRMS, relapsing-
remitting multiple sclerosis; SOD, superoxide dismutase; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinases; TNF, tumor necrosis factor.
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Annexe n°

d’Alzheimer

Voies de signalisation liées a la MA, décrites en 2016 et mises a disposition sur la base

KEGG Pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) et

de données

consultable sur genome.jp/kegg/pathway.html
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Annexe n° 6 : Recommandations Vidal® pour la prise en charge

de la Maladie d’Alzheimers

Maladie d'Alzheimer

Maladie d'Alzheimer
(diagnostic clinique + examens parsciiniquss)

de la sévérité de la

o

X
par le Mini-Mental State Examination de Folstein (MMSE)

(voir Evaluation)
v L2 v
Forme légére Forme modérée Forme sévére
MMSE > 20 10 < MMSE <20 MMSE < 10
Prise en charge non
sociale at
A 4
[ Décision ou non d'un (avis spécialisé “
LY
Prise en charge médicamenteuse

(voir "Vers une nouvelle prise en charge”) :
des bl

Pas de
médicamenteux

" eviou traitement des comorbidités
§ re :

etiou

Prise en charge

h 4

écifique de la o

[ si
== =)

=

- Inhibiteur de la
Inhibiteyr de la i Mémantine
cholinestérase mémantine

Evaluation aprés titration (ou & 6 mois en l'absence de titration)
des trai & dela i i

o [ |
v Changement de .
|:~ Aoy | — o]
ol L § P —

Suivi par le médecin traitant au minimum tous les 3 mois,
et suivi pluridisciplinaire au minimum tous les 6 mois

Aprés 1 an,

réunion de concertation pluridisciplinaire avec l'aidant, et si possible le patient.
pour décider de la suite de la prise en charge

1 - Evaluation de la sévérité de la maladie

Elle est basée sur le Mini-Mental State Examination de
Folstein (MMSE). Voir Evaluation.

2 - Mesures non pharmacologiques

Elles visent a préserver le plus longtemps possible
l'autonomie du patient : aménagement de l'environnement,
stimulation cognitive, prise en charge comportementale.

Des mesures non pharmacologiques sont également utilisées
de fagon préférentielle pour prévenir ou traiter les troubles
psychocomportementaux induits par la maladie : activité
motrice, sensorielle, langage, etc.

3 - Traitement médicamenteux

Traitement spécifique : il doit étre décidé par un neurologue,
gériatre ou psychiatre. L'ordonnance initiale, valable 1 an,
peut étre renouvelée par le généraliste. Apres une nouvelle
réévaluation en 2016, la HAS a estimé que du fait d'un
intérét tres limité, ces médicaments n'avaient plus de place
dans la stratégie thérapeutique (voir « Vers une nouvelle
prise en charge sans médicaments spécifiques »).

Traitement symptomatique : des psychotropes peuvent étre
prescrits de fagcon ponctuelle pour traiter certains troubles
psychologiques ou comportementaux induits par la maladie
(dépression, anxiété, etc.).

Traitement des comorbidités : il peut faire réenvisager la
prescription des traitements spécifiques et symptomatiques
de la maladie d'Alzheimer en fonction des interactions
attendues et du rapport bénéfice/risque.

4 - Forme l1égere (MMSE > 20)

Un inhibiteur de l'acétylcholinestérase peut étre utilisé :
donépézil, galantamine ou rivastigmine, sans critére de
choix entre I'un ou l'autre.

5 - Forme modérée (MMSE entre 10 et 20)

Un inhibiteur de I'acétylcholinestérase (sans privilégier I'un
ou l'autre) ou la mémantine peuvent étre utilisés, sans critere
de choix.

Il n'y a pas d'argument pour recommander une bithérapie.

6 - Forme sévére (MMSE < 10)

Seule la mémantine dispose d'une AMM, mais son bénéfice
clinique attendu est trés limité.

s D’apres le site https://www.vidal.fr/recommandations/1530/alzheimer maladie d/prise_en charge/ (consulté le

18/12/18)
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Annexe n°

7 : Test de ’évaluation

in vitro de Ll activité

inhibitrice de MT5-MMP et MT1-MMP des composés synthétisés

au CERMN

Dans le cadre du projet « Conception et Synthese de ligands inhibiteurs de

MT5-MMP », une collaboration a été entreprise avec I’équipe du Dr. Santiago Rivera

du Centre de Recherche en Neurobiologie et Neurophysiologie de Marseille (UMR

7286). Tandis que le CERMN gere la conception et la syntheése de ligands, 'URM
7286 elle est en charge des tests in vitro d’inhibition de MT1 et MT5-MMP.

Les tests d’inhibition menés sont des tests enzymatiques de fluorescence.

Principe : Mesure dune vitesse d'apparition de fluorescence.

= Test réalisé en plaque 96 puits avec :
o Protéase recombinante (ici domaine catalytique de MT1 ou MT5-

MMP) ;

o Substrat fluorogénique intrinsequement quenché 5 uM ;

o Ligands;
= Incubation 15 min, 37°C.

Matériel utilisé :

- Ligands, synthétisés au CERMN (1 - 50 - 100 nM) »
- Protéase recombinante commerciale (Enzo BioLabs®) (2 nM) @i"’ }
- Substrat fluorogénique quenché Abz-peptidyl-EDDnp (5 uM) ae 1

substrate

Ni,—|P2

acti

P1{* IPT P2’ COOH

cleavage site

S2 S$1 s1' §2'
protease

ve site

Ortho-aminobenzoic acid

NH.

/' V)—c—pept

E

Intramolecularly quenched fluorescent
substrate Abz-peptidyl-EDDnp

C= peptidyl —CH— CH—NH NO,

EDDnp NO,
ethylenediamine 2,4- dinitrophenyl

i et
£, 17300 M lem

idyl=NH=CH,~ CNZ—NM—<3—NQ2

NO,

Interprétation des résultats : Comparaison vitesse d’apparition de fluorescence entre

controle et ligands

= Estimation des pourcentages d’inhibition par protéase et par ligand.

Puits contréle :

tismn e
Mesure vitesse
d’apparition de
fluorescence basale

tismn
Ligand inhibiteur:
N vitesse d'apparition
de fluorescence

e.,

t

tismn

Ligand non inhibiteur : e ‘
Apparition de fluorescence

Légende

4 Substrat fluorogénique
Protéase 4

Puits 4
4 Ligand 3 tester

Substrat clivé
fluorescent

Fluorescence mesurée

Evaluation de lI'inhibition enzymatique de
fluorescence

0 5 1P] 3 T

~—Enzyme & Substrat dont la fluorescence est intrinséquement quenchée
——Enzyme & Substrat dont la fluorescence est

Substrat dont la fluorescence est intrinséquement quenchée

1
1
1
1
1
v

30 /
20
10

intrinséquement quenchée & Ligand a tester

Diminution de
fluorescence,
quantifiable

4
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Annexe n°8:

fréquemment retrouveés

Les Zinc Binding Groups

(ZBG)

les plus

Liste des ZBG telle qu'établie dans la publication suivante : Kawai K., Nagata N.

« Metal-ligand interactions: An analysis of zinc binding groups using the Protein

Data Bank ».9t

Table 1
Frequently found ZBGs.

ZBG

Ligand example

Targeted protein and the number of entries

Carboxylate (249 ligands)

Sulfonamide (147)

Hydroxamate (132)

Phosphonate/phosphate (132)

Imidazole (60)

Thiol (52)

Diol (49)

Carbamate (41)

©\/\i Ao
mn

_Zn
(0]

N

D\ O

v

H S Zn

p—Zn

\

N
(o]
5tin (1982)°
@\;%N\_)J\N/\/O
o) -

i j’\ o 6cpa (1990)°
07 "N N Yg\o °©
o

= zn O

3ca2 (1989)°

.z
@N " imrc (1994)°
1ja0 (1996)
Zn/S 0

Zn
1dqgs (1998)*

N [e]
Oﬁ’/'\/\/\NJI\O’ Zn 1eyw (2000)

wans
h

Aminopeptidase (20), Thermolysin (14), MMP (14), Lactamase (13),
Others (incl. CA) (188)

CA (146), Beta lactamase (1)

MMP (50), HDAC (14), TACE (10), Aldolase (8), Others (incl. CA) (50)

Carboxypeptidase (25), Thermolysin (11), PMM/PGM® (10), PDE (9),
Others (incl. CA and MMP) (77)

Farnesyltransferase (16), Glutaminyl cyclase (8), Antibody fragment (5),

Histidinol dehydrogenase (3), Others (23)

Beta lactamase (6), Thermolysin (6), Carboxypeptidase (5), CA (4),
Others (incl. MMP) (31)

Mannosidase (37), Dehydroquinate synthase (5), Aldolase (3),
Isomerase (1), Others (3)

Dihydroorotase (15), Phosphotriesterase (7), Isoaspartyl dipeptidase (5),

Adenine deaminase (1), Others (13)

? The earliest deposited structure is described with 4-character PDB ID. Deposition year is shown in parenthesis.
® Phosphomannomutase/Phosphoglucomutase.
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A

o ! (0}
Zn” \N/\n/ ~
A

reverse-hydroxamate type
7tin (1983)

o™
S
NN ©

sulfoxide
1bto (1996)

¢ 2z
k/B‘O/ n

boronic acid
1cp6 (1999)

(e}
oMy Po

Zn O \@

N-hydroxyurea
1hee (2000)

/@
N
N
~
o 1o o
b \;f
(e} \
Zn

hydantoin
310v (2009)

Fig. 5. Other ZBGs obtained from the ZBG database. The earliest deposited structure is described with PDB ID. Deposition year is shown in parenthesis.
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Annexe n°9: Choix d’une conformation de MT5-MMP et MT1-

MMP

Fréquence d’apparition des conformations de MT5-MMP lors de I'ensemble docking

de la chimiotheque du CERMN (nombre de composés utilisés n=10 000) :

. Nombre
Conformation | ID .
d’apparition

1 n_69 2440
2 n_140 3679
3 n_180 1894
4 n_208 511

5 n_224 1476

Nombre d'utilisation des conformations de
MT5-MMP lors de l'ensemble docking

En_69 mn_140 mn_180 mn_208 mn_224

Fréquence d’apparition des conformations de MT1-MMP lors de I'’ensemble docking
de la base de données ChEMBL des ligands de MT1-MMP (nombre de composés

n=3 518).
. Nombre
Conformation = ID .
d’apparition

1 n_2 233

2 n_57 898

3 n_74 418

4 n_132 758

5 n_203 1211

Nombre d'utilisation des conformations de MT1-
MMP lors de l'ensemble docking

En_2 mn_57 mn_74 mn_132 mn_203
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Annexe n°10 : Poster

Présenté lors des 32¢mes Journées Franco-Belges de Chimie Thérapeutique et 26¢mes

Rencontres Internationales des Pharmacochimistes de I’Arc Atlantique a Asnelles-

sur-Mer lors des 13-14-15 Juin 2018.

Historically, p-amyloid (AP) plaques and neurofibrillary tangles have been largely assocxated wnh the
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Introduction

(Aix Marseille

n-secretase / MMP-24
- is supposed to be a trans-

development of Alzheimer’s Disease (AD) through the amyloid de hypott A new t

of the amyloid precursor protein (APP), the n-secretase pathway, was revealed in 2015! as a target of mterest
for AD treatment. Actually, the cleavage of APP leads to the secretion of neurotoxic peptides in the
h.lp]:‘ommpus1 an area for long-term memory In this context, a research program was launched at the CERMN
in order to d novel 1 i i

Objectives

Currently, no information is reported for selective or non-selective ligands of MMP-24. The main objective of
this project is to discover MMP-24 ligands from our in-house chemical library by applying a structure-based
virtual screening protocol. To this aim. we constructed original 3D homology models of the enzyme. Following
the selection of the initial hits, pharmacomodulations will be proposed in order to understand structure-activity
relationships (SAR) and to take a first step towards first leads for this target.

Structure-based virtual screening

Homology model of MMP-24 2= X
Built using homology protein MMP-16 catalytic Selection of 400 ®
domain [PDB ID 1RMS] virtual hits

(2% situilarity’ between MMPLG sud MMP Y- ) iy screening of the CERMN chemical

ithe conception of potential MMP-24
| inhibitor drugs.

membrane matrix metalloproteinase
(MT-MMP). In the central nervous
system, the  n-secretase  might
correspond to the MMP-24 (or MTS5-
MMP).

The MMP-24 protein is only expressed
in the brain? and its knockout inhibition
shows a curative interest in AD in vivo
models®#. However, MMP-24 structural
data are still unavailable and this delays

1
| Quantifiable
1 fluorescence
o o
1
\ Bicylio
icys
o
— a4
1 Lo
Hit
" 82 structures are able to

inhibit up to 35% of MMP-
24 activity in vitro.

In vitro test of the 400 selected potential Scaffold 1 was selected for

further studies.

and visual inspection.

Docking (Glide), molecular dynamics (D

mode hypotheses. In the next months, in vifro evaluations will confirm or reject these
hypotheses, thus leading to new insights into the SAR of MMP-24 inhibitors.

project (MT5-MMP « Dec = with,

catalytic domains) with Prime Homology é

Modeling workflow (20154 release of library

Schrodinger). By ensemble docking using Glide® (Schrodinger suite) hits

On this picture, MMP-24 is complexed to Batimastar, Precision : high throughput virtual screening. Hit By ic inhibition 1
a broad-spectrum MMP inhibitor selection based on docking score, structural diversity, assessment

Hit pharmacomodulations assisted by molecular modeling studies

d, 50 ns, MM-GBSA) and free-energy perturbation (Desmond, FEP) simulations were carried out in order
to guide the pharmacomodulations around scaffold 1. All the following binding mode hypotheses involve the chelation of the catalytic zinc (red sphere).

oH From
. ,OH N” compound 1
Hypothesis #1 N
- Oxime group as a zinc binding group Synthesis of
-> Tetravalent zinc heteroaromatic
- Tnfluoroacetamide located in the S2” pocket F,  substituted
- Potential substituant located in the S1° 1 derivatives
pocket
Hypothe_sis #2 N N
- Oxime group as a zinc bmdmgvgtoup Synthesis of
-> Tetravalent or pentavalent zinc Bicyelle 0 L —
- Po.tennul substituant located in the S2’ pocket derivatives
- Trifluoroacetamide located at the S1° pocket
¢ eaiy
Hypothesis #3 0 Sy""‘eslis of
- Trifluoroacetamide as a zinc binding group ;,c dox,‘fne'_ess_
-> Tetravalent zinc :im :m R
- Potential substituant located in the S1° » T S
5 pocket ﬂxefit::ponvance
- Oxime group located in the S2 pocket ‘ Of the oxume
Sl group in the
zinc chelation
Conclusion and perspectives .
T‘he reponejd . studies 1d'entxf£ed‘ 8'2 hits for MMP-24 inhibition. The "Willem, M et al., Nature 2015 (526), 443447 -
ions of a | series is on-going based on three binding *Liano E. et al., Cancer Research 1999 (59), 2570-2576 ;

*Baranger, K. etal,, Cell. Mol. Life Sci. 2016 (73), 217-236 ;
“Baranger, K. et al., Front, Mol. Neurosci., 2017 (9), 163
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