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Abstract: Currently, the design of new molecules in
silico constitutes an alternative approach that presents
a lot of interest in drug development. In our work we
have proposed a series of twenty molecules (M1-
M20) analogues of diclofenac, a non-steroidal anti-
inflammatory drug has a therapeutic effect by the non-
selective inhibition of cyclooxygenases (COX1 and
COX2 preferentially), also an anti-cancer effect by
microtubular  destabilization which has been
demonstrated in recent studies, it is commonly used
in the world, however it has marked undesirable
effects as well as gastric ulcer and disorders at renal
and hepatic level. A molecular docking has been
performed for molecules of our series using Auto-
Dock Vina software to design new inhibitors with
more affinity towards COX2, and the CB DOCK?2
online server to reveal the affinity to microtubules.
The evaluation of docking energies and ligand
interactions with COX2 (4m11) and microtubules
(722P) and subsequent prediction of
pharmacokinetic, physicochemical and toxicological
properties through the ADMETSAR 3.0 server,
allowed us to propose for synthesis the molecules
M12 and M7 having the best affinities towards
COX2, and predicted to be less toxic than diclofenac,
likewise, the proposal of the molecule M3 having
shown a high affinity towards microtubules with
reduced toxicity, which can therefore offer several
advantages in anticancer therapy.

Résumé : Actuellement, la conception de nouvelles
molécules in silico constitue une approche alternative qui
présente beaucoup d’intérét dans le développement des
médicaments. Dans notre travail on a proposé une série
de vingt molécules (M1-M20) analogues du diclofénac,
un médicament anti inflammatoire non stéroidien qui
présente une efficacité thérapeutique par I’inhibition non
sélective des cyclooxygénases (COX1 et COX2
préférentiellement), aussi un effet anti cancéreux par
déstabilisation des microtubules qui a été démontré par
des études récentes. Il est couramment utilisé dans le
monde, cependant il présente des effets indésirables
marqués citant I’ulcére gastrique et des troubles rénaux et
hépatiques. Un Docking moléculaire a été réalisé pour les
molécules de la série en utilisant le logiciel Auto-Dock
Vina afin de concevoir de nouveaux inhibiteurs avec plus
d’affinité¢ envers les COX2, et le serveur en ligne CB
DOCK?2 pour révéler I’affinité envers les microtubules.
L’évaluation des énergies d’amarrage et des interactions
des ligands envers la COX2 (4M11) et les microtubules
(7Z2P) et par la suite la prédiction des propriétés
pharmacocinétiques, physicochimiques et toxicologiques
par 'intermédiaire du serveur ADMETSAR 3.0, nous ont
permis de proposer pour la synthése les molécules M12
et M7 possedants les meilleures affinités envers la
COX2, et prédites moins toxiques que le diclofénac, de
méme, la proposition de la molécule M3 ayant montré
une affinité élevée envers les microtubules avec toxicité
réduite, ce qui peut donc offrir plusieurs avantages dans
la thérapie anticancéreuse.






1. Introduction

Le corps humain est un complexe remarquable et unique, parfaitement organisé, constitué d’un
ensemble de tissus et de cellules qui collaborent pour assurer les fonctions spécifiques pour
maintenir la vie (1). Parmi ces fonctions, on cite 1’inflammation et la douleur. L'inflammation est
une fonction physiologique par laquelle I'organisme affronte plusieurs agents microbiens, infectieux,
chimiques et de nombreux autres stimulus (2). Quant a la douleur, ¢’est un systéme qui alerte le corps
qu’une lésion tissulaire s’est produite. Plusieurs actions et structures biologiques sont impliquées,
principalement l'activation de I'enzyme cyclooxygénase 2 (COX2) (3). Bien qu’elle soit un mécanisme
de protection, il a été prouvé qu’elle joue un role primordial dans une grande variété de maladies
comme le diabéte, les maladies pulmonaires, neurologiques et le cancer (4). A la fin du XIXéme siecle,
le pathologiste allemand Rudolf Virchow a établi le lien clinique entre la survenue d’un cancer et le
processus inflammatoire (5). Lorsque I'inflammation devient chronique ou dure trop longtemps voir
des années, elle peut savérer nocive et entraine des dommages a I'ADN. Environ 20 % des cancers

sont liés a des infections chroniques (6).

Le cancer est une multiplication anarchique des cellules qui se situent localement puis migrent par voie
lymphatique et sanguine pour former des métastases qui envahissent des organes vitaux en causant
leur dysfonctionnement (7, 8). Selon les statistiques annoncées en 2022 par I’OMS, 20 millions de
nouveaux cas et 9,7 millions de déces par le cancer (9). Pour la méme année, Global Cancer
Observatory (GCO) en Algérie estimait un total de 64713 nouveaux cas de cancer et 35778 déces. Les
cas les plus fréquents sont le cancer du poumon (14.7 % chez les hommes) et le cancer du sein (41.3
% chez les femmes) (10).

Les nouveaux traitements des cancers coutent de plus en plus chers, pourtant leurs bénéfices
thérapeutiques par rapport aux anciens est modeste selon une étude publiée dans European journal Of
Cancer (11).

Le projet de recherche international Repurposing Drugs in Oncology REDO a pour but de chercher
des médicaments déja disponibles et largement utilisés qui présenteraient des propriétés

anticancéreuses (12).

Des études ont montré que 1’utilisation des anti-inflammatoires non stéroidiens est efficace pour
réduire le risque de mortalité induit par plusieurs cancers, la surexpression de la COX2 et des
prostaglandines E2 dans plusieurs cancers a justifié les travaux de recherche du role des antiCOX2

dans la prévention du cancer (13).



Parmi les molécules anti-inflammatoires non stéroidiens ayant prouvé un intérét dans les différents

types de cancers, nous citons le diclofénac.

Le diclofénac est un médicament anti-inflammatoire non stéroidien dérivé de I'acide phénylacétique
du groupe des acides arylcarboxyliques (14). 1l est prescrit dans le traitement de la douleur de la
polyarthrite rhumatoide, d’autres troubles musculosquelettiques, la migraine, la fievre et de la douleur
postopératoire (15). Il est maintenant disponible a 1’échelle mondiale et existe sous des formes peu
couteuses. En plus de son puissant effet anti inflammatoire, Des preuves cliniques ont prouvé son réle
dans différents types de cancers (16). Le diclofénac inhibe la progression mitotique en déstabilisant
les microtubules, induit une toxicité cellulaire en augmentant la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) et en altérant le flux autophagique (17). Cependant, Il présente des effets indésirables
cruciaux cardiovasculaires, rénales, hépatiques et des Iésions gastro-intestinales qui surviennent en

raison de la présence d'un groupe carboxylique (COOH) (18).

Comme c’est concluable de I’ensemble des études et des données, le diclofénac présente une place
primordiale dans le traitement de I’inflammation, ses propriétés anticancéreuses prouvées le rendent
encore plus précieux. Mais malheureusement, ses effets indésirables marques comme les lésions
gastro-intestinales et les atteintes néphrologiques rendent son utilisation problématique. C’est 1a que
s’introduit 1’objectif principal de notre présent travail, qui consiste au développement in silico d’une
série d’analogues structuraux du diclofénac et 1’évaluation de leurs énergies d’interaction envers la
COX2 et les microtubules qui sera suivi par une étude prédictive des propriétés physico-chimiques,
pharmacocinétiques et de leur toxicité, pour aboutir a la fin & la proposition de nouvelles molécules

qui présenteront moins d'effets indésirables et un effet anticancéreux amélioreé.
2. Matériel et methodes

Le docking moléculaire nécessite la préparation préalable des ligands et des récepteurs biologiques.
Cela donc impose la récolte des structures 3D des ligands et le téléchargement des récepteurs a partir

de la protéine data bank et leurs enregistrements ou leurs conversions en fichiers PDB (20).

e Lescibles

Dans notre travail, les deux cibles qui sont prises en considération sont la COX2 et les microtubules.
La structure cristalline de chacune de ces dernieres a été téléchargée a partir de la banque de protéines
RCSB (https://www.rcsb.org/) :



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/phenylacetic%20acid
https://www.rcsb.org/

-La COX2 sous le code 4M11 en format pdb a une résolution de 2.45 A. (Figure 1)

-Les microtubules sous le code 7Z2P en format pdb a une résolution de 2.00 A. (Figure 2)

Figure 1 : Structure tridimensionnelle du Figure 2 : Structure tridimensionnelle du
complexe cyclo-oxygénase-2 murin avec complexe tubuline-nocodazole 7Z2P.
le méloxicam 4M11.

e Lesligands

En effectuant des modifications sur différents groupements de la structure chimique du diclofénac
(Figure 3), une série d’analogues structurels (M1-M20) a été proposée. Les molécules proposées,
représentées dans le tableau ci-dessous (tableau I) ont été dessinées a 1’aide du logiciel ChemDraw
Ultra 8.0 (21), la conversion en 3D et la minimisation de 1’énergie (MM2) ont été réalisées avec

Chem3D Ultra 8.0 puis enregistrées sous format PDB (22).

OH Cl

COOH X
NH
NH Cl

(o] Cl X1 X2 X3

diclofenac
Acide 2-[2-(2,6-dichloroanilino) phényl] acétique

Figure 3 : Structure chimique de I’acide 2-[2-(2,6-dichloroanilino) phényl] acétique avec les sites
des différentes modifications (X1, X2, X3).



Tableau | : Représentation structurelle des ligands proposés et des modifications effectuées sur

différents groupements.

Molécules Nomenclature X1 X2 X3

M1 Acide 2-(2-(2,6-dichlorophénylthio) / S /
phényl) acétique

M2 Acide 2-(2-(2,6-dichlorophénoxy) phényl) / 0 /
acétique

M3 Acide 2-(2-(2,6-difluorophénylamino) / / = |
phényl) acétique N

M4 Acide 2-(2-(2,4,6-trifluorophénylthio) / S i
phényl) acétique FQ

M5 Acide 2-(2-(1H-indéne-5-ylsélanyl) / Se
phényl) acétique

M6 Acide 2-(2-(1-(2,6-dichlorophényl) / /
pipéridin-4-yl) phényl) acétique AN

m7 Acide 2-(2-(4-(2,6-dichlorophényl) / ﬁN/ /
pipérazin-1-yl) phényl) acétique /N\)

M8 Acide 2-(2-(1H-indéne-5-ylthio) phényl) / S
acétique

M9 | Acide 3-(2,6- ¢ / /
dichlorophénylaminophényl) )
méthanesulfinique




M10 Acide 3-(4-(2,6-dichlorophénylamino) / /
pyridin-2-yl) propanoique \ / on
0
M11 Acide 2-(2-(1H-indéne-5-yloxy) phényl) / 0
acétique
mM12 Acide 2-(2-(benzo[d]thiazol-6-ylamino) / /
phényl) acétique l
=
Mi3 Acide 2-(2-(benzo[d]thiazol-6-ylthio) / S
phényl) acétique l
=
M14 2,6-dichloro-N-(2-((éthylsulfonyl) Ve / /
méthyl) phényl) benzénamine @
m15 N-(2-((éthylsulfonyl) méthyl) phényl) Vs /
benzo[d]thiazol-5-amine 6 l
=
M16 Acide 2-(2-(4-(2,6-dichlorophényl) -1H- / Xy /
pyrazol-1-yl) phényl) acétique \ N/
mM17 Acide 2-(2-(4-(2,6-dichlorophényl) -1H- / N\N /
1,2,3-triazol-1-yl) phényl) acétique \Q’ /
N
mi18 4-(2,6-dichlorophényl) -1-(2- Vb N /

((méthylsulfonyl) méthyl) phényl) -1H-
1,2,3-triazole




)

M19 2-(2,6-dichlorophényl) -4-(2- Vb y
((méthylsulfonyl) méthyl) phényl) '
pyrazolo [1,5-f] pyrimidine

M20 3-(2,6-dichlorophényl) -1-(3-(2- o 4 /
oxopropyl) phényl) pyrrolidine-2,5-dione /ﬁ\
0

/é
\_
~

2.1 Protocole du Docking moléculaire
Au moyen du logiciel BIOVIA Discovery Studio, le nettoyage des deux cibles a été réalisé en leurs
retirant les molécules d’eau et les ligands ancrés, le docking moléculaire a été ensuite réalisé.
2.1.1 Docking de la COX2 avec les ligands proposés
A T’aide du logiciel Auto Dock Tools 1.5.7, les étapes suivantes ont été effectuées :
2.1.1.1 Préparation de la macromolécule par :
-Importation de la macromolécule sous format pdb ;
-Additions des atomes d’hydrogenes polaires et les charges dites de Kollman ;
-Enregistrement sous format pdbgt (23,24).
2.1.1.2 Préparation des ligands par :
-Importation de chaque ligand sous format pdb ;
-ldentification des ligands ;
-Enregistrement sous format pdbqt (23,24).
2.1.1.3 Insertion de chaque molécule de la série dans COX2 :

-Détermination des dimensions du Grid Box comme suit : 40 A° pour le nombre des points pour

toutes les dimensions X, Y et Z, et un espacement a défaut de 0.375;
Le centre de la boite du Grid Box est fixé a [X = 5.315, Y =48.07, Z =72.752]. Ce sont les valeurs

approximatives du ligand co-cristallisé (méloxicam) dans le site actif de notre cible (22) ;
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-Enregistrement des cordonnées du Grid Box dans un fichier sous format grid.txt ;

-Création d’un fichier texte qui regroupe toutes les informations nécessaires pour le docking nommé

config.txt ;

-Lancement du docking par AutoDock Vina via la commande CMD (25,26) et puis les résultats sont

sauvegardes dans un fichier log.txt.
2.1.2 Docking des microtubules avec les ligands proposés

Le site de liaison du diclofénac dans les microtubules n’est pas connu. Sur ce, nous avons eu recours
au doking aveugle (27). L’outil utilisé dans ce but est le serveur en ligne spécialisé dans le docking
aveugle et basé sur AutoDock Vina : CB-DOCK 2 (Figure 4), disponible gratuitement sur le site
Web : (https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/index.php) (28).

Pour effectuer I’amarrage, il suffit d’y accéder, importer la cible nettoyée et du ligand sous format

PDB, lancer le docking. Les résultats seront remis sur un lien.

e Validation du protocole du docking

La validation du logiciel et du protocole est la premiére étape a réaliser. Pour cela, nous avons eu
recours au redocking : ¢’est le repositionnement du ligand co-cristallisé dans son site d'interaction a

partir du complexe récepteur-ligand duquel il a été extrait.

Le ligand co-cristallisee méloxicam a été extrait du complexe 4M11 puis un docking a été lancé. Le
calcul du RMSD a été ensuite effectué entre le méloxicam initialement ancré dans le site actif et celui
re-docké a I’aide du logiciel BIOVIA Discovery.

e Validation du logiciel CB-DOCK?2

Comme pour le logiciel AutoDock Tools, un redocking du ligand initialement ancré (nocodazole) a
été effectué. Ensuite une analyse visuelle en superposant le ligand amarré sur le ligand initialement

co-cristallisé a I’aide de BIOVIA Discovery a été effectué.
2.2 Prédiction in silico des paramétres ADMET

Aujourd’hui, la caractérisation d'un composé en fonction de ses propriétés physico-chimiques,
pharmacocinétiques et toxicité a travers le corps humain devient un élément indispensable dans les

protocoles de conception de médicaments. Dans notre étude, le serveur web ADMET SAR 3.0 a été


https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/index.php

utilisé pour prédire les propriétés physico-chimiques, pharmacocinétiques et la toxicité pour les

molécules proposées ensuite les comparer avec le diclofénac utilisé comme référence (29).
3. Résultats

3.1 Validation du protocole de docking moléculaire

3.1.1 Validation du protocole de docking moléculaire par AutoDock Vina

La conformation du ligand redocké avec la cible 4M11 était superposable avec celle ancrée dans le

site actif comme c’est illustré dans la figure 4 ci-dessous.

Le calcul du RMSD a donné une valeur de 0,3066 A.

A1l Atom RMSD to meloxicam 2

Name Reference RMSD (A)
output_model_0 1 meloxicam 2 0.3066

Figure 4 : Superposition de la conformation du ligand redocké obtenu par AutoDock Vina (en bleu) avec le

ligand expérimental de la 4M11 (en violet).

3.1.2 Validation du protocole de docking moléculaire par CB-DOCK?2

Le redocking du nocodazole dans le complexe 7Z2P apres son extraction nous a donné les résultats
suivants :

-Une énergie de liaison du ligand avec le récepteur de -11.7 kcal / mol.

-Superposition de la conformation du ligand re-amarré avec sa conformation initiale expérimentale
(Figure 5)
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Figure 5 : Superposition de la conformation du ligand re-amarré obtenu par AutoDock Vina (en jaune) avec
le ligand expérimental de la 7Z2P (en violet).

3.2 Visualisation des interactions

Les interactions ligand-protéine, les distances faites a 1’aide du logiciel BIOVIA Discovery et les

énergies d’amarrage des molécules proposées ainsi que la référence et les acides aminés du site actif

4M11 et 7Z2P sont respectivement représentées dans les tableaux Il et I11.

Tableau Il : Energies d’amarrage et les acides aminés et les types de liaisons obtenues pour les
molécules proposées au niveau du site actif de 4M11.

Molécules | Acides aminés Type de liaisons + distances (A) Affinité
Diclofénac | ALA 527 H-Bond d=2.85 -7.6
(Référence) Pi-Sigma d=3.97
VAL 349 Pi-Alkyl d=4.57
SER 530 Amide-Pi stacked d=5.32
ILE 345 Pi-Alkyl d=5.27
LEU 531 Pi-Sigma d=3.89
M1 ALA 527 H-Bond d=2.72 9.3
Pi-Alkyl d=4.02
VAL 349 Pi-Alkyl d=3.41/4.72
ILE 345 Pi-Alkyl d=3.90
LEU 531 Pi-Sigma d=3.96
M2 ALA 527 Pi-Sigma d=3.77 -8.4
VAL 349 Pi-Sigma d=3.45
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.33
M3 ALA 527 H-Bond d=2.95 8.1
Pi-Alkyl d=4.05
ARG 120 H-Bond d=2.07/2.31
SER 530 H-Bond d=2.62
VAL 349 Pi-Alkyl d=4.53/5.28
ILE 345 Pi-Alkyl d=4.93
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.63
M4 ALA 527 Pi-Alkyl d=4.06 9.1
SER 530 H-Bond d=2.17
ARG 120 H-Bond d=1.81/2.23
VAL 523 C-H Bond d=3.05
VAL 349 Pi-Alkyl d=4.82




M5* ALA 527 Pi-Alkyl d=4.38/4.49
ARG 120 H-Bond d=2.06 9.4
Pi-Alkyl d=5.30
VAL 349 Pi-Alkyl d=4.98
LEU 531 Pi-Alkyl d=5.05
M6 ALA 527 Pi-Alkyl d=4.00/5.29/5.45
ARG 120 Pi-Alkyl d=4.57 -9.0
VAL 523 Pi-Alkyl d=5.47
VAL 349 Alkyl d=3.99
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.27
M7 ALA 527 H-Bond d=3.64
Alkyl d=3.77
ARG 120 Pi-Alkyl d=5.24 94
TYR 385 H-Bond d=1.82
VAL 523 Pi-Alkyl d=4.79
VAL 349 Alkyl d=4.19
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.63
M8* ALA 527 Pi-Alkyl d=4.26/4.56 -10.1
ARG 120 H-Bond d=2.01
Pi-Alkyl d=5.25
VAL 349 Pi-Alkyl d=5.00
LEU 531 Pi-Alkyl d=5.10
M9 ALA 527 H-Bond d=2.75 9.4
Pi-Sigma d=3.67
TYR 385 H-Bond d=2.36
VAL 349 Pi-Sigma d=3.70
LEU 531 Pi-Sigma d=3.97
ILE 345 Pi-Alkyl d=5.46
M10 ALA 527 Pi-Sigma d=3.63 -8.0
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.32
VAL 349 Pi-Sigma d=3.75
TYR 385 H-Bond d=2.08
SER 530 C-H Bond d=3.53
M11 ALA 527 Pi-Alkyl d=4.33/4.60 -9.3
ARG 120 H-Bond d=1.95
VAL 349 Pi-Alkyl d=4.85/4.91
LEU 531 Pi-Alkyl d=5.31
M12 ALA 527 Pi-Alkyl d=4.07/4.49 -8.7
ARG 120 H-Bond d=2.06/2.09
VAL 523 Pi-Alkyl d=5.31
TYR 385 H-Bond d=2.88
VAL 349 Pi-Alkyl d=5.21/5.38
LEU 531 Pi-Alkyl d=5.02
M13* ALA 527 Pi-Alkyl d=4.12/4.22
ARG 120 H-Bond d=2.00 -9.3
Pi-Alkyl d=4.71
Donor-Donor d=1.58
VAL 523 Pi-Alkyl d=5.25
VAL 349 Pi-Alkyl d=5.16
SER 530 H-Bond d=2.97
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.98
M14 ALA 527 H-Bond d=2.63 -7.8
Pi-Sigma d=3.82
VAL 349 Pi-Sigma d=3.46
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ARG 120 H-Bond d=2.04/2.19
SER 530 Amide-Pi stacked d=5.52
ILE 345 Pi-Alkyl d=4.78
LEU 531 Pi-Alkyl d=4.60
M15 ALA 527 Pi-Sigma d=3.77 -8.6
Pi-Alkyl d=4.24
ARG 120 Pi-Alkyl d=5.07
VAL 523 Pi-Alkyl d=5.48
VAL 349 Pi-Alkyl d=5.22
SER 530 H-Bond d=2.82
M16 Pas d’AA en commun 9.7
M17 ALA 527 Pi-Alkyl d=4.02/5.25 9.6
ARG 120 Pi-Alkyl d=4.77
Pi-Donor d=2.69
LEU 531 Pi-Alkyl d=5.03
M18 ARG 120 H-Bond d=2.38 9.1
Pi-Alkyl d=4.90
Pi-Cation d=4.30
M19 Pas d’AA en commun -8.4
M20 Pas d’AA en commun -8.3

* : Molécules présentant des liaisons défavorables qui déstabilisent le complexe protéine-ligand : M5, M8
et M13

m Diclofénac  m M1 m M2 m M3
m M4 m M5 m M6 m M7
m M8 m M9 m M10 mM11

2 mM12 mM13 mM14 mM15

>
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Figure 6 : Représentation graphique des énergies d’amarrage du diclofénac et des molécules
proposées envers les COX 2.
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Figure 7 : Types d’interactions en 2D et 3D, de diclofénac et quelques molécules avec la cible 4M11

visualisées par BIOVIA Discovery.

Tableau 111 : Energies d’amarrage et les acides aminés et les types de liaisons obtenues pour les

molécules proposées au niveau du site actif de 7Z2P.

Molécules | Acides aminés Type de liaisons + distances (A) Affinité
Diclofénac | ALA 12 Pi-Sigma d=3.49 -7.5
(Référence) VAL 177 H-Bond d=2.40
ASN 206 H-Bond d=2.97
TYR 224 H-Bond d=3.04/3.24
Pi-Donor d=3.82
M1 VAL 177 H-Bond d=2.33 -7.9
ASN 206 H-Bond d=3.00
M2 ALA 12 Pi-Alkyl d=5.29 75
M3 ALA 12 Pi-Sigma d=3.41 -8.0
TYR 224 H-Bond d=3.00
Pi-Donor d=3.80
VAL 177 H-Bond d=2.31
ASN 206 H-Bond d=3.01
M4 ALA 12 Pi-Sigma d=3.38 92
Pi-Alkyl d=5.44
ASN 206 H-Bond d=3.14
TYR 224 Pi-Donor d=3.82
M5 ALA 12 Pi-Sigma d=3.41 8.2
Pi-Donor d=4.10
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TYR 224 H-Bond d=2.93
Pi-Stacked d=3.94
ASN 206 H-Bond d=3.02
M6 ALA 12 Alkyl d=5.32 -8.6
Pi-Alkyl d=5.35
TYR 224 Pi-Donor d=3.55
M7 VAL 177 C-H Bond d=3.30 -8.3
M8* ALA 12 Pi-Sigma d=3.40 93
Pi-Alkyl d=5.34
TYR 224 H-Bond d=2.98
Pi-Donor d=3.80
ASN 206 H-Bond d=3.12
M9 ALA 12 Alkyl d=3.70 -8.3
Pi-Alkyl d=4.39
TYR 224 Pi-Alkyl d=4.24
Pi-Donor d=4.05
M10* ALA 12 Pi-Alkyl d=4.29 -8.3
Alkyl d=3.78
TYR 224 Pi-Donor d=4.19
Pi-Alkyl d=4.01
M11* ALA 12 Pi-Sigma d=3.40 9.2
Pi-Alkyl d=5.26
TYR 224 H-Bond d=2.79
ASN 206 H-Bond d=3.05
M12 ALA 12 Pi-Sigma d=3.46 -8.2
TYR 224 H-Bond d=3.39
Pi-Donor d=3.83
ASN 206 H-Bond d=3.03
M13* ALA 12 Pi-Sigma d=3.49 9.0
TYR 224 Pi-Donor d=3.84
ASN 206 Donor-Donor d=2.36
M14 ALA 12 Pi-Alkyl d=4.17 -7.9
Alkyl d=3.70
TYR 224 Pi-Stacked d=5.65
Pi-Alkyl d=3.79
M15 ALA 12 Pi-Alkyl d=5.22 -8.8
Pi-Sigma d=3.35
TYR 224 H-Bond d=2.79
H-Bond d=3.20
H-Bond d=2.62
Pi-Stacked d=3.95
ASN 206 H-Bond d=2.81
M16 ALA 12 Pi-Alkyl d=4.14 97
Alkyl d=3.88
TYR 224 Pi-Alkyl d=3.90
Pi-Donor d=4.18
M17 ALA 12 H-Bond d=3.05 -8.4
TYR 224 Pi-Donor d=3.89
M18 TYR 224 H-Bond d=3.06 -8.5
M19 ALA 12 H-Bond d=3.19 -10.2
Pi-Alkyl d=4.06
Pi-Sigma d=3.59
Alkyl d=4.08
TYR 224 Pi-Stacked d=4.09
Pi-Alkyl d=4.22
M20 ALA 12 Pi-Sigma d=3.51 -89
H-Bond d=3.29

* . Les molécules qui ont présenté des liaisons défavorables sont : M8, M10, M11 et M13
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Figure 8 : Représentation graphique des énergies d’amarrage du diclofénac et des molécules
proposées envers les microtubules.
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Figure 9 : Différents types d’interactions en 2D et 3D, de diclofénac et quelques molécules avec la
cible 7Z2P obtenue par BIOVIA Discovery.
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3.3 Prédiction des proprietés ADME/Toxicité in silico

Tableau IV : Résultats de la prédiction in silico par ADMET SAR 3.0 des propriétés physico-
chimiques, pharmacocinétiques des molécules proposées ayant des meilleures affinités et
interactions.

Parametres Référence M1 M3 M4 M5 M7 M9 M12 M15

PM(g/mol) 296.15 313.21 263.24 298.29 329.26 365.26 316.21 313.21 298.29

Log S -4.51 -4.22 -3.44 -3.33 -4.33 -5.05 -4.19 -4.37 -3.89

Log P 4,91 4.45 3.81 3.47 4.20 4,17 3.8 3.47 3.23

Lipinski Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

Veber Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

Perméabilité Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

CaCo2

pKa 3.69 3.77 3.79 3.64 4.68 3.99 -0.69 4,51 1.68

HAI 96.8 96.5 97 96.8 98.2 97.6 94.9 98.7 97.9

(Absorption

%)

Substrat p- Non Non Non Non Non Non Non Non Non

glycoprotein

Inhibition p- Non Non Non Non Non Non Non Non Oui

Glycoprotein

Perméabilité Non Non Non Non Oui Non Non Non Non

BHE (0.635) (0.704) (0.700) (0.713) (0.842) (0.326) (0.695) (0.646) (0.927)

Localisation Mitochon | Mitochon | Mitocho | Mitochon | Mitochon | Mitocho | Mitochon | Mitochon | Lysoso

drie drie ndrie drie drie ndrie drie drie me

CYP1A2 Oui Non Non Non Oui Non Oui Oui Oui

Inhibition

CYP2C19 Non Non Non Non Non Non Oui Non Oui

Inhibition

CYP2C9 Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Non Non

Substrat

CYP2C9 Oui Non Non Non Non Oui Oui Non Oui

inhibition

CYP2D6 Non Non Non Non Non Non Non Non Non

Substrat

CYP2D6 Non Non Non Non Non Non Non Non Oui

inhibition

CYP3A4 Non Non Non Non Non Oui Oui Non Oui

Substrat

CYP3A4 Non Non Non Non Non Non Non Non Oui

Inhibition

Inhibition Oui Non Non Non Oui Non Oui Non Oui

hERG

Hépatotoxici Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

té (0.686) (0.593) (0.618) (0.615) (0.567) (0.876) (0.712) (0.776) (0.661)

Néphrotoxici Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui

té

Test AMES Non Non Non Non Non Non Non Non Non
(0.149) (0.14) (0.133) (0.079) (0.137) (0.318) (0.438) (0.447) (0.452)

Carcinogénic Non Non Non Non Non Non Non Non Non

ité

4. Discussion

4.1 Docking moléculaire

4.1.1 Calcul du RMSD
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L’analyse visuelle a montré que la conformation du ligand redocké avec la cible 4M11 était
parfaitement superposable avec celle initialement ancrée dans le site actif avec une valeur du RMSD
de 0.3066 A, largement inférieure a la valeur seuil 2 A (30). Ainsi que la conformation obtenue par
CB Dock? était aussi superposable avec le ligand co-cristallisé comme le montre la figure 5, avec
une énergie de liaison de -11.7 kcal/mol indiquant que notre protocole est fiable et qu'il est

applicable pour le reste de cette étude.
4.1.2 Modifications structurelles

Les modifications proposées sur la structure du diclofénac ont été faites en tenant compte de sa relation
structure-activité, en introduisant des éléments et des groupements fonctionnels dans différentes

positions afin d’améliorer I’affinité envers les cibles étudiées (cox2 et microtubules).

La substitution de I’azote en position X2 par certains chalcogeénes nucléophiles : soufre, oxygene,
sélénium comme présentés dans les molécules M1, M2 et M5 a donné une augmentation de 1’affinité
notamment en ajoutant un indene en position X3 au sein des molécules M5, M8 et M11 ce qui forme
des molécules structurellement plus volumineuses et donc plus sélectives pour la COX2, cette derniére
est caractérisée par une taille plus grande de son site actif par rapport a la COX1, comprenant les acides
aminés VAL 523, LEU 503, ARG 513 qui forme une poche hydrophile latérale (Figure 10) (31). Aussi
des études récentes ont révélé que le Sélénium a un effet protecteur contre la toxicité de benzene (32)

et des propriétés anticancéreuses importantes (33).

((0) ¢ COX1
A NN
=]
Nz
HN—{@
) MH
* *
HaC\|/CH3
Val
523
=
HN HMN
e ] ~—[ w20 |
% % : Poche latérale hydrophile & : Erranglement
AA : acide arachidonique AA - acide arachidonigue

Figure 10 : Comparaison entre les acides aminées de site actif de COX2 et COX1.
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Le remplacement du chlore par le fluor qui est plus électronégatif engendre un encombrement stérique

(34) plus marque et par consequence les molécules M3 et M4 sont plus sélectives pour la COX2.

La recherche dans la littérature scientifique nous a permis d’introduire des hétérocycles en position
X2 dans les molécules M6 et M7. La pipéridine est présente dans plusieurs classes des produits
pharmaceutiques, ainsi que dans les alcaloides, elle a montré des effets analgésiques, anti-
inflammatoires et anti tumorales prouves par des études publiées (35). La pipérazine aussi est utile
pour ses caractéristiques structurales et conformationnelles et présente un potentiel effet anti-

inflammatoire et analgésique (36).

En se basant sur des groupements qui ont été largement étudiés pour leur sélectivité envers les COX2
(37), nous avons ajouté des hétérocycles a cing chainons : thiazole, pyrazole, et triazole pour
augmenter 1’affinité pour la cible. Le benzothiazole, introduit dans la molécule M12 présente des effets
remarquables contre des lignées cellulaires cancéreuses comme celles du col de 1’utérus (les cellules
Hela), et contre certains types de tumeurs (38), le changement de 1’azote par le soufre avec
I’introduction de benzothiazole dans la molécule M13 a donné une affinité plus importante pour les

deux cibles étudiées.

Le pyrazole ; introduit dans la position X2 de la molécule M16 ; est un groupement actif présent dans
de nombreux AINS comme le célecoxib qui a montré une sélectivité pour les COX2, et d’apres les
données de recherche, le pyrazole et ses dérivés ont montré diverses propriétés anticancéreuses en
interactions avec certaines cibles, notamment la tubuline (39,40) ce qui explique 1’amélioration de
sélectivité envers la COX2 et les microtubules. Récemment, des chercheurs ont trouvé des inhibiteurs
sélectifs de COX2 a base de triazole (41), pour cela I’introduction de triazole en position X2 dans la
molécule M17 a montré une augmentation significative de 1’affinité principalement en remplagant

I’acide carboxylique par un méthylsulfonyl.

En tenant compte des molécules connues comme ayant des activités inhibitrices plus marquées envers
la COX2 (42), nous avons remarqué 1’utilisation courante des groupements sulfonyles, cela explique
le remplacement de ’acide carboxylique par des dérivés sulfoniques dans les molécules M9, M14,
M15, M18 et M19.

La combinaison de deux hétérocycles pyrazole et pyrimidine dans la molécule M19 est marquéee dans
le domaine de la recherche scientifique en raison de leurs multiples impactes thérapeutique, elle est
importante dans la génération d’inhibiteurs potentiels contres plusieurs cibles (43,44), aussi présente

des effets anticancéreux et utilisé contre le cancer gastrique (45). L’utilisation de pyrrolidine-2.5-dione

17



au niveau de la molécule M20 a montré une activité inhibitrice de COX2 et considéré comme agent

anti-inflammatoire contre plusieurs cibles comme la 5-lipoxygénase (5-LOX), et la COX1 (46).
4.1.3 Affinité et Interactions

Plus I’énergie d’amarrage est faible, plus cette derniére présente une affinité élevée envers les cibles
(47). Selon le tableau 1, les molécules proposées ont présenté des énergies de liaison allant de -7.8
kcal/mol jusqu’a -10.1 kcal/mol, et qui sont toutes améliorées comparées avec le diclofénac qui a
donné avec le méme protocole une valeur de -7.6 kcal/mol, la molécule M8 en particulier a présenté
1’énergie la plus basse (-10.1kcal/mol). Et selon le tableau 11 les énergies de liaison sont toutes dans
I’intervalle de -7,9 jusqu’a -10,2 kcal/mol, sauf la M2 qui a présenté une énergie égale a celle du

diclofénac (-7.5 kcal/mol), la M19 a donné la valeur la plus basse (-10.2 kcal/mol).

Les acides aminés qui forment le site actif des COX2 selon les références sont : SER 530, ARG 120,
VAL 523, TYR 385 et ARG 513 (48). La visualisation 2D et 3D par BIOVIA DISCOVERY des
interactions du diclofénac avec la cible a révélé des liaisons avec les acides aminés suivants : ALA
527, VAL 349, SER 530, ILE 345, LEU 531. Tandis que pour les microtubules, les acides aminés mis
en jeu dans I’'interaction sont : ALA 12, VAL 177, ASN 206, TYR 224.

Les interactions sont classées selon la distance entre les résidus de la cible et le groupement fonctionnel
du ligand formant cette liaison, celles comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont des interactions fortes, entre
3.1 A et 3.55 A sont moyennes et au-dela de 3.55 A sont faibles (49).

Selon les études publiées, les liaisons hydrogénes sont trés intéressantes pour I’augmentation de

I’affinité du ligand envers la protéine réceptrice (50).

Pour les COX2 (4M11), le diclofénac a présenté une seule liaison hydrogene forte avec ALA 527
(d=2.85 A), alors que la molécule M3 a donné quatre liaisons hydrogénes fortes avec : ARG 120 (d=
2.07 A, d=2.31 A), SER 530 (d=2.62 A) et ALA 527 (d=2.95 A), tandis que les molécules M4, M12
et M14 ont montré trois liaisons hydrogénes fortes, lamolécule M4 avec : ARG 120 (d=1.81 A, d=2.23
A), et SER 530 (d=2.17 A), M12 avec : ARG 120 (d=2.06 A, d= 2.09 A), et TYR 385 (d=2.88 A°),
M14 avec : ARG 120 (d=2.04 A, d=2.19 A), et ALA 527 (d=2.63 A). En outre les molécules M9 et
M13 ont présenté deux liaisons hydrogéne fortes, M9 avec : TYR 385 (d=2.36 A) et ALA 527 (d=2.75
A), M13 avec : ARG 120 (d=2.00 A) et SER 530 (d=2.97 A), ainsi la molécule M7 a montré une
liaison hydrogene forte avec TYR 385 (d=1.82 A) et une autre liaison faible avec ALA 527 (d=3.64
A), tandis que les molécules M1, M5, M8, M10, M11, M15 et M18 ont toutes présenté une seule
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liaison hydrogene forte. Cependant les molécules M5, M8 et M13 ont toutes présenté une liaison

défavorable qui déstabilise le complexe forme ligand/récepteur.

En tenant compte des énergies de liaisons et des acides aminés en commun avec le site actif des COX2,
les molécules qui présentent les meilleures interactions avec le site actif sont respectivement : M3,
M4, M12, M9 et M7.

Pour les microtubules (7Z2P), le diclofénac a présenté trois liaisons hydrogene fortes avec VAL 177
(d=2.40 A), ASN 206 (d=2.97 A) et TYR 224 (d=3.04 A). Chacune des molécules M15 et M3 ont
montré trois liaisons hydrogéne fortes : M15avec TYR 224 (d=2.62 A, d=2.79 A) et ASN 206 (d=2.81
A), M3 avec VAL 177 (d=2.31 A), TYR 224 (d=3.00 A), et ASN 206 (d=3.01 A), les molécules M1,
M5 et M11 ont démontré deux liaisons hydrogéne fortes, M1 avec VAL177(d=2.33 A), et ASN206
(d=3.00 A), M5 avec TYR 224 (d=2.93 A), et ASN 206(d=3.02 A), M11 avec TYR 224 (d=2.79 A),
et ASN 206 (d=3.05 A), par contre les molécules M8 et M12 ont présenté deux liaisons hydrogéne
une forte et I’autre moyenne, M8 avec TYR 224 (d=2.98 A) et ASN 206 (d=3.12 A), M12 avec ASN
206 (d=3.03 A), et TYR 224 (d=3.39 A). En outre les molécules M4, M17, M18, M19 et M20 ont
donné une seule liaison hydrogene. Tandis que les molécules M8, M10, M11 et M13 ont présenté des

liaisons défavorables.

En tenant compte des résultats obtenus, les molécules qui présentent les meilleures interactions envers
les microtubules sont respectivement : M15, M3, M5, M1 et M12.

ILADMET

I1 est essentiel qu’un bon candidat médicament ait un bon profil ADMET. Dans ce contexte et pour
compléter notre étude nous avons évalué certaines propriétés pharmacocinétiques et physico-
chimiques ainsi que la toxicité des molécules qui ont présenté les meilleures interactions envers les

COX2 et les microtubules.

L’étude ADMET a été effectuée sur les molécules suivantes : Diclofénac (la référence), M1, M3, M4,
M5, M7, M9, M12 et M15.

Les résultats obtenus a 1’aide du serveur ADMET SAR 3.0 ont montré une absorption intestinale
humaine (HIA) supérieur a 90% pour toutes les molécules évaluées. Ce qui leurs permet d’atteindre le

site d’action avec une trés bonne perméabilité intestinale a travers les cellules CaCo-2 sachant que
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toutes les protéines d'efflux, les protéines de transport et les enzymes de conjugaison de phase Il sont

exprimées dans ces cellules (51).

Comme le montre le tableau IV, toutes les molécules sont non substrats de la p-glycoprotéine, aussi
non inhibitrices de cette derniére mis a part la molécule M15. A noter que l'inhibition de la p-
glycoprotéine peut interférer avec la perméabilité, I'absorption et la rétention des médicaments (52), et
que I’induction de la p-glycoprotéine est a 1’origine de la réduction de la biodisponibilité du

médicament (53).

Concernant le passage a travers la barriére hémato-encéphalique (BHE), il est prédit que la molécule
M5 peut passer a travers la BHE contrairement aux autres molécules qui ont montré des valeurs en
dehors de I’intervalle [0.73-0.91] (54).

Les iso enzymes du CYP450 (CYP1A2, CYP3A4, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6) sont importantes
pour environ 90 % des réactions metaboliques oxydatives, plus elles sont inhibées, plus les interactions
médicamenteuses avec de nombreux autres meédicaments sont impliquées (55). Dans notre étude, les
résultats montrent que toutes les molécules ont été prévues comme inhibitrices de CYP1A2 sauf les
molécules M1, M3, M5 et M7. Par ailleurs la molécule M9 et M15 sont prédites comme inhibitrices
de CYP2CP et CYP2C19. Tandis que la molécule M15 présente un effet inhibiteur potentiel envers
toutes les iso formes du CYP450, cependant le diclofénac exerce un effet inhibiteur sur CYP1A2 et
CYP2C9 (56).

Concernant la toxicité, les molécules évaluées ont été prédites comme hépatotoxiques et
néphrotoxiques, ces effets sont également présentés par la molécule de référence (57,58) a I’exception
de la molécule M4 qui n’est pas néphrotoxique. Pour évaluer la toxicité gastrique nous avons eu
recours aux valeurs de pka, les molécules M4, M9 et M15 ont présenté un pka inférieur a celui du
diclofénac, tandis qu’il est plus élevé par rapport a ce dernier pour le reste. Il est a noter que plus le

pka est bas, plus la toxicité gastrique augmente. (59)

Il s’avere que toutes les molécules ainsi que le diclofénac n’ont aucun effet ni mutageéne ni cancérigéne,
cela suggere qu’ils ne sont pas susceptibles d’induire des changements dans le matériel génétique (60).
Nous avons également noté un risque d’inhibition du gene hERG par les molécules M5, M9, M15 et
le diclofénac. En revanche les molécules M1, M3, M4, M7 et M12 n’exercent pas d’effet inhibiteur
pour ce gene. A noter que I’inhibition de ce géne provoque des arythmies cardiaques ce qui pourrait

entrainer une cardiotoxicité (61).
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Les résultats obtenus révelent que toutes les molécules prédites respectent parfaitement les lois de
Lipinski et VVeber, leur poids moléculaire est inferieur a 500 g/mol avec un log p inférieur a 5 indiquant

qu’elles peuvent étre administrées par voie orale sans poser de problémes chez I’homme (62).

5. Conclusion

L’objectif de notre travail était de proposer de nouvelles molécules inhibitrices des COX2 et
déstabilisantes des microtubules a moindre effets indésirables, et prédiction in silico de leur efficacité
dans le traitement de I’inflammation et du cancer. Dans ce but, nous avons proposé une série
d’analogues du diclofénac, un AINS efficace prouvé possédant un effet anticancéreux. Puis, nous
avons effectué un docking moléculaire pour les ligands afin d’évaluer leur affinité et prédire les
interactions envers les deux cibles a savoir (cox2 et microtubules). Les résultats montrent que les
molécules M3, M4, M12, M9 et M7 présentent les meilleures affinités et interactions envers les
COX2, et que les molécules M15, M3, M5, M1 et M12 présentent les meilleures affinités et
interactions envers les microtubules en comparant les résultats obtenus a ceux du diclofénac. Quant
aux propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques évaluées par ADMET SAR
3.0, toutes ces molécules présentent une bonne absorption par voie orale selon les régles de Lipinski
et Veber. La plupart d’entre elles sont prédites non inhibitrices de la majorité¢ des isoformes du
CYP450, ce qui diminue le risque d’interaction avec d’autres médicaments. Les molécules M1, M3,
M5, M7 et M12 sont prédites moins gastrotoxiques par rapport au diclofénac, alors que toutes les
molécules sont prédites néphrotoxiques y compris le diclofénac mis a part la molécule M4. Le
diclofénac présente une cardiotoxicité (63), tandis que les molécules M1, M3, M4, M7 et M12 ne la
présentent pas selon les résultats obtenus in silico. En revanche, toutes les molécules sont prédites

hépatotoxiques, et non cancérigenes et non mutagenes.

Les résultats obtenus de cette étude sont satisfaisants et peuvent étre exploité pour la conception de
nouvelles molécules anti-inflammatoires et anticancéreuses. Les molécules M12 et M7 ont
spécifiquement présenté les meilleurs résultats d’affinités et du profil ADME et moins de toxicité
gastrique par rapport au diclofénac, aussi sont non carditoxiques contrairement au diclofénac. D’autre
part, la molécule M3 a montré une affinité plus élevée avec prédiction de réduction d’effets
indésirables par rapport au diclofénac. Nous proposons la synthese de ces trois molécules et la

poursuite de ce travail par des études expérimentales in vitro.
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