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Résumé
Notre étude s’est concentrée sur l'inhibition d des MT1-MMP avec comme finalité la restriction de

la croissance feetale pour interrompre le développement gestatif. Dans ce sense nous avons procéder a
étudier les effets inhibiteurs des sous structures de la molécules NSC405020 sur le domaine HPX de la
MT1-MMP.

En utilisant des techniques in silico notamment le docking moléculaire, nous avons pu identifier la
molécule CID 43232702 comme celle présentant les meilleures propriété pharmacocinétique et la
meilleure énergie de liaison (-7.3 kcal /mol) parmi 787 sous structure de la molécule NSC405020. En
consequent cette molécule peut étre proposée solution contraceptive pour des cas de grossesses non
désirées.

Mots clés : Restriction de la croissance feetale , MT1-MMP , docking moléculaire.

Abstract

Our study focused on the inhibition of MT1-MMP with the aim of restricting fetal growth and
interrupting gestational development. To this end, we studied the inhibitory effects of sub-structures of
the NSC405020 molecule on the HPX domain of MT1-MMP.

Using in silico techniques, in particular molecular docking, we were able to identify the CID 43232702
molecule as having the best pharmacokinetic properties and the best binding energy (-7.3 kcal/mol)
among 787 sub-structures of the NSC405020 molecule. This molecule can therefore be proposed as a

contraceptive solution for cases of unwanted pregnancy.

Key words: Fetal growth restriction, MT1-MMP, molecular docking.



INTRODUCTION

La restriction de la croissance feetale (RCF) est un état pathologique caractérisé par une croissance
feetale altérée qui est souvent associée a des complications pouvant étre fatales. Cette pathologie survient
entre 5 a 10 % des grossesses (Nardozza et al., 2017) et plusieurs facteurs genétiques (Abuzzahab et al.,
2003) et ou environnementaux peuvent en étre de cause.

Sur le plan clinique, I'étiologie peut étre répartie entre causes feetales, placentaires ou maternelles.
Cependant, il est plus plausible de parler de chevauchement de causes dans le cas de la RCF.
L'insuffisance placentaire semble étre un facteur déterminant (Chaddha et al., 2004). Elle se traduit par un
approvisionnement insuffisant du feetus et, par conséquent, par une croissance foetale insuffisante. Les
répercussions pouvant étre bilatérales, cette maladie présente aussi bien un réel risque de malformation
congénitales ou méme de mortinatalité pour le feetus, que de pré éclampsie et de diabéte gestationnel pour
la mére.

Les Métalloprotéinases (MMP) sont des enzymes protéolytiques qui participent activement a la
régulation de l'activité cellulaire en dégradant des composants clés de la matrice extracellulaire (MEC),
tels que le collagene et la fibronectine (Visse & Nagase, 2003). Cette famille d'enzymes est ainsi
impliquée dans la modulation de nombreux processus biologiques et cellulaire tels que 1I’embryogenése et
I’angiogenése. Les MT-MMP sont caractérisées par un acide aminé hydrophobe a I'extrémité C-terminale
qui peut pénétrer dans la membrane cellulaire et agir comme un domaine transmembranaire fixant les
enzymes sur la membrane cellulaire (Bjgrn et al., 2000). Leur structure est composée de plusieurs
domaines fonctionnels, notamment un domaine catalytique pouvant cliver les liaisons peptidiques des
substrats de la matrice extra cellulaire. Parmi les MMP on retrouve les Métalloprotéinase matriciel de
type membranaire MT-MMP, qui sont des enzymes protéolytiques transmembranaires exprimée dans
différentes cellules y compris les cellules trophoblastiques qui sont responsables de la formation du
placenta et de la croissance feetale.

La régulation de 1’activité des MMP par les TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) est un
mécanisme clé pour maintenir I'intégrité de la matrice extracellulaire. Les TIMP sont des protéines qui
inhibent l'activité des MMP en se liant aux sites actifs de ces derniers ce qui empéche leur interaction
avec les substrats de la MEC et donc empéche leur action protéolytique (Brew et al., 2000)

La MEC utérine humaine étant principalement constituée de collagene de types I et 111, I'équilibre
entre l'activité de dégradation des collagénases MT1- MMP, -13 et de leurs inhibiteurs tissulaires TIMP-1
et -2 est nécessaire (Ohuchi et al., 1997). Par conséquent, si le ratio MMP/TIMP est détérioré, le
renouvellement du collagene de type | et 111 est altéré. Cela peut conduire a une réduction de la pression
de perfusion sanguine utérine, a des anomalies vasculaires et a un remodelage anormal de la MEC utérine
au niveau de l'interface materno-feetale (Lim, 1997). Ces processus conduisent a un dépot excessif de

collagene, qui peut affecter le remodelage de l'artere spiralée utérine et constituer un facteur important
3



dans la pathogenése de la pré-éclampsie et une restriction feetale par la suite. Ces processus conduisent a
un dép6t excessif de collagene, qui peut affecter le remodelage de I'artére spiralée utérine et constituer un
facteur important dans la pathogenese de la pré-éclampsie et une restriction feetale par la suite.

L'invasion des trophoblastes au cours des premiéres semaines de grossesse détermine de fagon
cruciale I'issue et le succes de la grossesse, car une invasion peu profonde est associée a une perte de
grossesse précoce, a une restriction de la croissance feetale et a une pré-éclampsie (Kaufmann et al.,
2003).Dans la présente étude, il a été démontré que les processus clés de la fonction du trophoblaste c'est-
a-dire la migration, la prolifération et la fusion dépendent de I'activité MT1-MMP (Hiden et al., 2013) ,
ainsi une étude réalisé sur des cas de RCF a démontré une différence négative de concentration en MT1-
MMP chez les placentas de cas de RCF par rapport aux placentas contréles d’un age gestationnel
similaire (Hiden et al., 2013, )

Compte tenu de son importance dans la migration cellulaire et la croissance tumorale, de
nombreuses tentatives ont été menées pour mettre au point des inhibiteurs sélectifs de la MT1-MMP
(Cathcart & Cao, 2015). Néanmoins il est particulierement délicat d'obtenir la spécificité requise avec des
inhibiteurs de petit poids moléculaire et, jusqu'a présent, les progres ont été limités en raison de la grande
homologie du domaine catalytique des membres de la famille des MMP.

Une variante de la stratégie d'inhibition de la MT1-MMP pourrait porter sur le domaine de
I'hnémopexine (HPX), qui est moins conservé parmi les MMP que le site catalytique et qui s'est révélé
indispensable a ’homodimérisation de la MT1-MMP (Tochowicz et al., 2011).

Plusieurs études réalisées in vitro et sur des modéles animaux ont présenté des résultats concluants
et on pu établir que les molécules qui se lient au domaine HPX et qui préviennent la dimerisation
diminuent de maniére significative la taille des tumeurs et inhibent I’invasion cellulaire médiée par les
MMP (Zarrabi et al., 2011) (Remacle et al., 2012).

Une étude a proposé une petite molécule (NSC405020) ciblant le domaine HPX de la MT1-
MMP, et son effet anti-tumorale s’est révélé efficace suite a des démonstrations in vivo (Remacle et al.,
2012).

La perspective de notre recherche réside a étudier les sous structures de cette molécule pouvant
éventuellement inhiber le domaine HPX de la MT1-MMP .

MATERIEL ET METHODE

La structure tridimensionnelle de la MT1-MMP a été récupéré a partir de bases de données Protein
Data Bank (PDB) (identifiant PDB: 3C7X), et ne présentait aucune mutation ni partie non résolue.
La protéine a été ensuite préparée en utilisant le logiciel UCSF Chiméra. Ainsi les résidus non

standards et les molécules d’eau sont éliminés. Une autre fonctionnalit¢ DockPrep a servi a ajouter des



atomes d’hydrogene et des charges a la structure de notre protéine, ceci sert & la préparer au screening
moléculaire.

Des ligands potentiels ciblant le domaine de I'hémopexine de la MT1-MMP ont également été
identifiés a partir de la base de données PUBCHEM en effectuant une recherche par similarité de
structure a une molécule qui a prouvé son efficacité quant a 1’inhibition du domaine HPX de la MT1-
MMP par I’équipe de Remacle (2012) et qui enregistré dans la base de données PUBCHEM sous
I’identifiant (CID : 346721). Une liste de 787 sous structure de cette molécule a été préparé en filtrant les
résultats de la recherche primaire (masse molaire <450 G/MOL ; complexity <400 ; XLogP <5) et
téléchargé sous format sdf. Ces molécules ont été ensuite traitées par 1’outil Open Babel afin de minimiser
leurs énergies et les enregistrer sous format pdbqt pour les préparé a 1’éventuel screening.

Le criblage a été réalisé sur le programme PyRx ou la structure cristallisée de la protéine MT1-
MMP a été mise en interaction avec les 787 molécules préparées au préalable, ceci pour désigner les
molécules s’impliquant dans des interactions avec notre protéine d’intérét. Les résultats ont été ensuite
ordonnés  selon  leurs énergies de liaison et
leurs RMSD. Les ligands avec les 9 meilleures

énergies de liaisons ont été dockés par le logiciel

Chimera.
Figure 1 Strucuture cristallographique du domaine HPX de la MT1
MMP (PDB : 3C7X).
RESULTATS



Apres une premiére étape de criblage par le logiciel PyRx ou 787 molécules ont été filtré au
préalable et ont été mis en contact avec la structure du domaine HPX (id PDB : 3C7X), les résultats vont
étre englobé dans un tableau présentant les énergies de liaisons (AG) et les RMSD de chaque pose.
Ensuite les ligands présentant les 9 meilleures AG ont subi individuellement une seconde étape de

docking moléculaire sur le logiciel Chimera, et les résultats de cette étape sont résumés dans le tableau 1.

Tableau 1 résultats docking sur chimera des 9 ligands présentant les meilleurs 4G

Ligands Formule Poids moleculaire AG
(g/mol) (-kcal /mol)
24396680 C16H15CI2NO 308,2 -7,3
43232702 C16H16CI2N20 323,2 -7,3
68847354 C16H15CI2NO 308,2 -7,3
896323 C14H10CI2FNO 298,1 -7
57571683 C1sH12CI2FNO 312,2 -6,8
828500 C1sH12CI.FNO 312,2 -6,6
346735 C14H1:CI2NO 280,1 -6,4
45739028 C1sH13CI2NO 294,2 -6,4
346721 C12H15CI2NO 260,16 -5,1

Les résultats du docking par Chimera présentent les molécules C1D24396980 et C1D43232702
comme ayant les meilleures énergies de liaisons (-7,3 kcal /mol) . Les liaisons établies entre les différents
ligands et la protéine ont été étudié a travers le logiciel Biovia Discovery. Les ligands qui ont démontrés
les meilleures énergies de liaison apreés le passage par le logiciel Chimera ont été choisis pour cette étude.
Les diagrammes A, B, C, D, E de la figure 2 démontrent par des diagrammes 2D les différentes types
d’interactions entre le domaine HPX et les ligands.

Pour CID24396980 on remarque la présence de deux liaisons hydrogénes (ARG 330 ; GLY 331)
dont une avec un acide aminée (ARG330) qui est documenté comme interagissant notre molécule initiale
(Remacle et al., 2012), ainsi que des liaisons hydrophobique Pi-anion, alkyle et Pi-alkyle avec différents
acides aminés de la protéine. La molécules CID43232702 a son tour établie 3 liaisons hydrogéne
(Phe430 ; Met468 ; Ser466 ; Leu419), 2 liaisons Pi-alkyl dont une avec 1’acide aminé Met422 reconnu
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Figure 2 Diagrammes 2D d'interaction entre les différents ligands et le domaine HPX
24396680 (A) , 43232702 (B) , 68847354 (C) , 896323 (D) , 346721 (E)

Table 2 interactions entre ligands avec les meilleures energies de liaisons et la PROT

Composés

Types liaisons

Acide aminés

CID 24396980

Conventional Hydrogen Bond

Arg330 ; Gly331

Pi-Anion Glu 373
Alkyl Leud19
Pi-Alkyl Phe420
CID 43232702 Salt Bridge Glu3d73

Conventional Hydrogen Bond

Phe430 ; Met468 ; Ser466

Carbon Hydrogen Bond

Leu419

Pi-Alkyl

Phe420 ; Met422

CID 68847354

Conventional Hydrogen Bond

Gly 331

Alkyl

Met422 : Leud19




Pi-Alkyl

Phe420 ;: Met422

CID 896323 Conventional Hydrogen Bond Arg330 ; Gly331 ; Phe420
Pi-Anion Glu373
Pi-Alkyl Phe420 ; Met422
CID 346721 Pi-Anion Glu 373
Alkyl Met328
Pi-Alkyl Met422

Les profils pharmacocinétiques des 4 ligands sont exposés dans le tableau 3

Table 3 propriétés ADME des analogues présentant les meilleures AG.

Molecules AG | LogP mw Csp3 Ws TPSA NROTB
24396980 -7,3 4,71 308,20 0,19 -4,90 29,10 4
43232702 -7,3 3,32 323,22 0,19 -4,03 55,12 5
68847354 -7,3 4,78 308,20 0,19 -4,88 29,10 5
896323 -7,0 7,05 298,14 0,07 -4,44 29,10 4
346721 -51 4,89 260,16 0.42 -4,48 29,10 5

MW : Molecular weight ; Csp3 : Fraction Csp3 ; Ws : Waer solubility ; TPSA : Toplogical Polar Surface
Area ; NROTB : Nomber of rotatable bonds ; LogP : Log( Coct/Ceau)
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Toutes la molécule présente des valeurs pharmacocinétiques semblables et donc des profils
pharmacologiques quasiment identiques. Néanmoins on remarque des valeurs éloignées de la moyenne
acceptée pour la 4eme molécule (CID : 896323) (LogP 7.05 >5), (Csp3 0.07 <0.25). La deuxieme
molécule (CID : 43232702) est prédite comme présentant le meilleur profil pharmacocinétique, et par la
suite démontre le plus de chances pour étre commercialisée dans le marché. La figure 3 illustre un

ensemble de caractéristiques de la molécule CID 43232702.

CONCLUSION Figure 3 diagramme de biodisponibilité de la molécule
ClD43232702

Dans le but d’établir une contraception moléculaire en provoquant une restriction du
développement feetale par I’inhibition de la MT1-MMP et & travers une série de simulations moléculaires,
nous avons évaluer I’affinité de 787 molécules vis-a-vis de la MT1-MMP.

La molécule CID 43232702 présente des résultats intéressants tant au niveau pharmacocinétique
de par sa grande solubilité et polarité, qu’au nombre de liaison établies avec le domaine hemopexine de la
MT1-MMP.ces résultats nous permettent de prédire 1’efficacité d’une éventuelle utilisation de cette
molécule pour induire une restriction de la croissance feetale. Des recherches supplémentaires pourraient
valider nos résultats et évaluer la possibilité¢ d’une utilisation plus répandue de cette méthode de

contraception.

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU
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