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INTRODICTION GENERALE

Le cancer correspond a la multiplication anarchique de cellules anormales qui échappent
au mécanisme de contrble cellulaire. Ces cellules proliferent pour former une masse
tissulaire appelée tumeur qui envahit les tissus normaux avoisinant ; d’ou la malinilité;
l'accroissement de I'espérance de vie et I’augmentation de I’exposition a des éléments
cancérogeénes (tabac, aliments riches, polluants chimiques...), le cancer est devenu I’une des
premieres causes de mortalité [1]. La chimiothérapie occupe une place importante dans le

traitement clinique des cancers.

La cause du cancer implique de multiples voies. Les protéines Kkinases, plus
particulierement, représentent une des plus grandes familles de protéines, ce sont des
enzymes comptant plus de 500 membres dans le génome humain. Quatre de ces
protéines kinases (PK) sont impliquées dans la plupart des voies de transduction du
signal régulant le fonctionnement cellulaire sous tous ses aspects. La plupart des
cancers sont associés au déreglement de protéines Kinases, tels que des mutations
génétiques qui conduisent a une surexpression ou a une activation constitutive de ces
protéines. Elles sont également impliquées dans autres pathologies.

Les kinases sont des enzymes de groupes des transférases, catalysant les
réactions de phosphorylation par I’ajout d’un ion phosphate, provenant du nucleotide
adénosine triphosphate (ATP), sur une molécule cible appelée substrat, qui peut étre une
protéine, un acide nucléique, un lipide, un sucre ou méme une autre kinase [2].

Le monde de la recherche pharmaceutique optimise constamment toutes les
étapes de son processus de découverte et de mise au point de médicaments. La
chemoinformatique est un outil de choix pour diminuer le temps et le colt de
développement d’un medicament.[3] La bioinformatique apporte elle aussi sa
contribution a I’étude des interactions protéine-ligand par des méthodes comme

« Dynamique moléculaire» [4] et « protéine-Ligand docking ». [5]

Le docking moléculaire est une méthode qui prédit la conformation (position et orientation
relatives) la plus favorable de deux molécules en interaction et formant un complexe stable.
La connaissance de cette conformation préférentielle permet par la suite I’estimation de la
force d’association (affinité de liaison) entre ces deux molécules. [6]

au cours de la recherche et du développement des nouveaux médicaments, il faut tenir
compte de tous les processus que le nouveau médicament ( dans une formulation spécifique

) subira apres administration aux patients. La discipline qui étudie les processus d’ADME
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est la Pharmacocinétique : elle s’occupe de décrire le devenir d’un médicament au cours du
, & Tra- vers le suivi de sa concentration dans 1’organisme, depuis son administration
jusqu’a son élimination [7] .

Le principal objectif de ce travail est lutilisation des méthodes de criblage
virtuel telle que le docking moléculaire  pour la conception des nouvelles molécules
bioactives et I’étude de leurs interactions avec protéine kinase B et une série de
inhibiteurs, suivi par une filtration en utilisant les propriétés ADMET.

Notre travail est divisé en trois chapitres.
Le premier chapitre présente un apercu général sur le Cancer, et la protéine kinase B
Le deuxiéme chapitre nous détaillons sur les différentes méthodes de criblage virtuel
(Docking moléculaire, ADMET).
Le troisieme chapitre est consacré a la méthodologie du travail réalisé dans cette mémoire,
aux résultats obtenus et a leurs discussions

Enfin une conclusion générale résume I’ensemble du travail réalisé.
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CHAPITRE I GENERALITE SUR LE CANCER

1. Introduction

Le cancer représente un probleme majeur de santé publique. Il constitue la

premiére Cause de mortalit¢ dans le monde entier. Plusieurs facteurs sont
responsables de cette maladie, parmi lesquelles on trouve l'utilisation des produits

chimiques dans plusieurs domaines. La majorité de ces produits chimiques ont des

propriétés carcinogénes ou toxiques, donc était considéré comme une maladie aigué

[8].

Le nombre de décés en France provoqués par le cancer croit constamment
(150000 en 2000, contre 125000 en 1980), parallelement a I’accroissement de
I’espérance de vie (les cancers touchant principalement, et avec une gravité accrue, les
personnes les plus agees). Cette augmentation est toutefois moins importante que celle
du nombre de cas diagnostiques (278000 contre 170000) [9], qui traduit aussi bien les
progres de la médecine anti-cancer que les efforts de santé publique principalement
axés sur la prévention et le dépistage. Le cancer n’est pas seulement un axe crucial de
santé publique, c’est également un probléme social. [10, 11] Cela peut principalement
s’expliquer du fait que la vision populaire du cancer se décline et se déforme bien en

dehors de la réalité médicale.
2. Définition

L’organisation Mondiale de Santé¢ attribue au cancer la définition suivante :
« Cancer est un terme général appliqué a un groupe de plus d’une centaine des
maladies qui peuvent toucher n’importe quelle partie de 1’organisme. L’une des
caractéristiques du cancer est la prolifération rapide des cellules anormales qui, au-
dela de leur délimitation normale, peuvent envahir des parties du corps adjacentes et

semer dans d’autres organes formant ce qu’on appelle des métastases. » [12]

Le cancer correspond a la prolifération non contrdlée de cellules dites
malignes, en raison de certains caracteres anormaux. La prolifération peut rester
localisée (tumeur) ou se propager dans dautres sites, soit par voie lymphatique
(envahissement ganglionnaire), soit par voie sanguine (métastases).Le cancer est une
maladie de 'ADN. Certains génes présentent des anomalies existant déja dans l'ceuf
initial pour les rares cancers héréditaires et apparaissant sur certaines cellules au cours

de la vie pour les nombreux cancers acquis. Ceci signifie que des genes de structure

3
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normale au départ se sont modifiés. Le cancer est di a des anomalies génétiques
touchant une cellule. Au moins deux modifications et souvent davantage, en général

quatre, sont nécessaires pour que la cellule devienne maligne[13].

3. Les caractéristiques

La cellule cancéreuse va au cours de son développement acquérir une série de
capacités que ne possédent pas les cellules normales. En 2000, R. Weinberg et D.
Hanahan ont suggéré que I’apparition de cellules cancéreuses passe par ’acquisition
d’au moins six propriétés [14]:

- Indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération : Normalement, les
cellules ne se divisent que lorsqu'elles regcoivent un stimulus particulier mais dans les
tumeurs, les cellules n’ont plus besoin de ce signal a cause de I’expression accrue et

continue des genes de la prolifération cellulaire.
- Insensibilité aux signaux inhibiteurs de la prolifération cellulaire.

- Abolition de I’apoptose ou mort cellulaire programmée. En cas de stress ou
d’anomalie ne pouvant pas étre éliminée, une cellule normale se suicide en utilisant
I’apoptose. Les cellules tumorales ont inactivé tous ces mécanismes pour mieux

survivre.

- Capacité proliférative illimitée : le nombre usuel de divisions cellulaires pour une
cellule humaine est de 50 a 60, aprés quoi elle cesse de pouvoir se diviser. Les
cellules tumorales continuent de se diviser sans limite visible grace a I’activité de la
télomérase qui est fortement active dans toutes les cellules cancéreuses. Les cellules

deviennent immortelles.

- Capacité de susciter I’angiogenése. Les cellules tumorales (et la tumeur) ont un
besoin important en oxygéne et en nutriments pour survivre. Elles vont donc stimuler

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’alimenter la tumeur.

- Acquisition d’un pouvoir invasif. Les cellules tumorales sont capables de passer a
I’intérieur d’un vaisseau sanguin afin d’étre transportées dans un autre organe ou elles

vont générer une seconde tumeur

La variabilit¢ des mutations retrouvée dans les cellules cancéreuses fait que 1’on

retrouve une grande hétérogénéité de tumeurs d’un individu a ’autre, méme au sein
4
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d’un méme type histologique, mais aussi une diversité des sites de développement [15],
ce qui rend les traitements du cancer difficiles. Cependant, il existe des propriétés
communes que 1’on peut généraliser aux cellules cancéreuses. Hanahan et Weinberg
[16] ont proposé un modele avec 10 caractéristiques fondamentales attribués aux

cellules cancéreuses.

Autosuffisance en Insensibilité aux
facteurs de signaux
croissance antiprolifératifs

Evasion a la
réponse immune
anti-tumorale

Reprogrammation
du métabolisme
énergétique

Potentiel de
réplication
illimité

Instabilités Induction de
génomiques et
mutations

Induction de Potentiel
Fangiogenése métastatique et
d’invasion tissulaire

Figure 1.1 : Les caractéristiques d’une cellule cancéreuse [16].

4. Les etapes de cancérisation

Différentes étapes ont été identifieces dans le développement d'un cancer
I'initiation, la promotion et la progression. Dans un premier temps, il se produit une
Iésion majeure au niveau de I'ADN d'une cellule ; il en résulte une transformation de cette
cellule. Dans un second temps, la cellule transformée se développe et prolifere en formant
un groupe de cellules transformées identiques. Enfin, dans un troisieme temps, la cellule
acquiert les caractéristiques d'une cellule cancéreuse : elle se multiplie de facon
anarchique, en perdant en partie son caractére différencié (son identité liée au tissu auquel
elle appartenait). L'évolution se fait d'abord localement, puis peut s'étendre via le sang et

la lymphe a d'autres endroits du corps ou se forment les metastases[17].

Initiation Promotion Progression
Chimie \
Virus —7
Cellule Cellule Lésion Tumeur
normale Inktiée précancéreuse maligne

Figure 1.2. les étapes de cancerogénese
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5. La classification des cancers

Les cancers sont classés en fonction de leur origine. Ainsi on définit trois

principaux types de cancers :

- Les carcinomes qui sont des tumeurs de 1’épithélium ou de la peau. Ils peuvent étre
classés en deux principales catégories : les adénocarcinomes qui se développent dans
un organe ou une glande et les carcinomes a cellules squameuses dont 1’origine est
I’épithélium squameux. Ce sont les formes de cancer les plus fréquentes qui

représentent 90% des cancers.

- Les sarcomes : ces tumeurs prennent leur origine dans I’os, le cartilage, les tissus
adipeux, les muscles, les vaisseaux sanguins ou dans d’autres tissus conjonctifs. Ils
représentent moins de 1 % des nouveaux cancers. Ils sont plus souvent observés chez
les enfants et les jeunes adultes. On distingue deux types de sarcomes, selon qu’ils se
développent dans les tissus conjonctifs communs (fibrosarcome, liposarcome,
Iéiomyosarcome, rhabdomyosarcome, angiosarcome, glomangiosarcome, sarcome
synovial, tumeurs stromales gastro-intestinales) ou dans les tissus spécialisés tels que

I’0s (ostéosarcomes, chondrosarcomes, sarcome d’Ewing).

- Les cancers hématopoiétiques comprennent les cancers des cellules sanguines (les
leucémies) et les tumeurs du systeme lymphatique (les lymphomes hodgkiniens ou
non- hodgkiniens) [18].

La classification des cancers selon 1’organe touché est la plus connue. Les plus fréquents sont

- Le cancer du poumon

- Le cancer du sein

- Le cancer du colon

- Le cancer du foie

- Le cancer du pancréas

- Le cancer du sang ou leucémie

- Le cancer de la moelle osseuse ou myélome multiple

- Le cancer des vaisseaux sanguins ou sarcome de Kaposi

- Lymphomes maladie de Hodgkin et lymphomes non-hodgkinien . [19]
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6. Les Symptdmes

6.1 Anxiété et dépression

Il est bien reconnu que la détresse psychologique est une consequence
fréquente du cancer. De multiples études ont été réalisées dans le but d’évaluer la
prévalence des symptdmes dépressifs et anxieux chez les patients atteints de cancer.
Une humeur dépressive, une perte d’intérét envers les activités plaisantes, un
sentiment de culpabilité ainsi que des difficultés de concentration font partie des
symptomes retrouvés chez les patients souffrant d’un trouble dépressif. Les troubles
anxieux, quant a eux, référent notamment a des inquiétudes, de I’agitation, de
I’irritabilité, ainsi que de la tension musculaire. Pour ces deux types de difficultés
psychologiques, il est possible de présenter quelques symptomes de fagcon ponctuelle
et d’intensité variable. Or, lorsqu’un individu rapporte plusieurs de ces symptomes de
fagon persistante, et une altération du fonctionnement ou une souffrance marquée

concomitante, un trouble tel que défini dans le DSM-IV est probablement présent [20]

6.2 Insomnie

L’insomnie compte également parmi les problémes les plus fréquemment
rapportés par les personnes atteintes de cancer [21]. L’insomnie peut référer a des
difficultés a s’endormir lors du coucher, a rester endormi pendant la nuit ou a se
réveiller trop tét le matin sans retrouver sommeil. Elle peut également se manifester
sous forme de plaintes d’un sommeil non réparateur et peut étre accompagnée d’une
altération du fonctionnement (ex., fatigue, perturbations de I’humeur, performance
diminuée) ou d’une détresse marquée . Bien que I’insomnie puisse survenir de fagon
indépendante (insomnie primaire), elle peut également se développer au cours d’un
autre trouble du sommeil (ex., apnée) ou d’un trouble psychopathologique (ex.,
dépression, anxiété) ou étre liée aux effets physiques d’une substance (ex., caféine) ou
d’une affection médicale (ex., cancer). Ces situations référent alors a de I’insomnie

comorbide.
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6.3 Fatigue
Parmi les différentes difficultés associées au cancer, plusieurs auteurs
affirment que la fatigue est le symptdme le plus freqguemment rapporté ([22]. ; [23]).
Ce symptome se définit comme étant subjectif et multidimensionnel, avec des
manifestations physiques (ex., manque d’énergie), cognitives (ex., difficultés de
concentration) et affectives (ex., diminution de la motivation;( [24]; [25][26]). La
fatigue peut également affecter le processus thérapeutique, dans 1’optique ou elle peut
diminuer ’adhérence des patients aux traitements oncologiques [25]. Plusieurs études
ont montré que la fatigue liée au cancer s’avere plus prévalente que celle retrouvée
dans la population en général ([27]; [28]).
6.4 Douleur
La douleur est un phénomene multidimensionnel impliquant, entre autres, des
facteurs physiques (ex., localisation, fréquence, sévérité), psychologiques (ex.,
symptdmes depressifs ou anxieux liés a la douleur), cognitifs (ex., signification de la
douleur, croyances par rapport a la gestion de celle-ci) et sociaux [29] .La recension
des écrits de Breitbart, Park et Katz (2010) souligne que la douleur associée au cancer
est souvent sous-diagnostiquée et que des symptomes douloureux mal 15 gérés sont
un facteur de risque majeur pour les idéations suicidaires et les passages a I’acte chez

les patients atteints de cancer.

7.Les facteurs de risqueé
Un cancer n’est jamais le résultat d’une cause unique. Il faut un ensemble de
facteurs, qui plus est, susceptibles d’interagir entre eux, pour que la maladic se

développe. Un certain nombre de ces facteurs, externes et internes, ont été identifiés.
7.1 Les facteurs externs

Ils sont liés a l'environnement (rayonnements, virus, produits industriels...)
ou au mode de vie (tabac, alcool, alimentation...). On a ainsi des preuves que les
agressions répétées de I’ADN des cellules par certains produits chimiques, comme le
tabac, ou par des rayonnements (d’origine nucléaire ou solaire) favorisent I’apparition
de cellules cancéreuses. Des virus et des bactéries peuvent aussi €tre a 1’origine de
certains cancers comme celui du col de ’utérus reli¢ au papillomavirus humain, celui
du foie relié au virus de I’hépatite B ou encore celui de I’estomac relié a la bactérie
Helicobacter pylori. En agissant sur ces facteurs externes (en ne fumant pas, en

limitant sa consommation d’alcool, en évitant de s’exposer trop au soleil, en ayant une
8
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alimentation saine et, lorsqu’il existe un vaccin adapté, en se faisant vacciner contre

les virus a risque), on estime que 40% des cancers pourraient étre évités .

7.2 Les facteurs internes
On peut citer parmi eux I’age et I’hérédité :

1. Le vieillissement joue en effet un réle fondamental. Méme si les cancers peuvent
apparaitre a tout age, ils sont beaucoup plus fréquents a partir de 60 ans. Cela est dQ
au cumul des agressions externes subies par les cellules et, probablement, a la
moindre efficacité des mécanismes de réparation de I’ADN chez les personnes agées.
L hérédité peut également jouer un role. Certaines personnes ont plus de risques de
développer un cancer que les autres parce que, a leur naissance, elles portent déja des
mutations dans un ou plusieurs de leurs genes, des mutations heritées de leurs
parents et présentes dans toutes leurs cellules.

2. Tout se passe alors, comme si les cellules de ces personnes avaient déja franchies
plusieurs étapes pouvant conduire au processus de cancérisation. De fait, un nombre
moins important de mutations acquises ultérieurement, lors du développement ou de

la vie adulte, est alors nécessaires pour générer ce processus.
8. Les Traitements

Un systeme de stadification basé¢ sur la taille de la tumeur, I’étendue de
I’envahissement ganglionnaire et la présence de métastases a distance permet de
classer la plupart des cancers. Les options thérapeutiques sont d’ailleurs en partie
basées sur le stade. En ce sens, un traitement dit local est généralement envisagé
pour les cancers débutants (c.- a-d., in situ, stade I), un traitement dit locorégional
pour les cancers plus avancés (c.-a-d., stades Il et Ill) et un traitement de type
palliatif (c.-a-d., prolongeant la durée de survie en traitant les symptémes liés au
cancer mais sans visée curative) pour les cancers avec métastases ou avanceés (c.-a-d.,
stade 1V). Outre le stade, le type de cancer, certains marqueurs biochimiques ainsi
que I’age et I’état de santé général du patient sont évidemment a considérer lors de la
décision quant au(x) traitement(s) oncologique(s) choisi(s) [30] . La chirurgie, la

radiothérapie et la chimiothérapie .
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8.1 La chirurgie

La chirurgie, qui permet d’enlever une tumeur localisée mais également de
poser ou de confirmerun diagnostic, d’activit¢é minimale ont été, par ailleurs, fixés
pour la chirurgie des cancers du sein, des cancers digestifs, urologiques, thoraciques,
gynécologiques, ORL et maxillo-faciales. Ce dispositif vise a assurer a toutes les
personnes malades une prise en charge de qualité sur I’ensemble du territoire. La
chirurgie a pour objectif de retirer la tumeur et d’évaluer sa gravité et son étendue.
Les ganglions proches de la tumeur sont immédiatement analysés. Les techniques
chirurgicales étant de moins en moins invasives, ’intervention préserve de plus en
plus la partie atteinte en n’enlevant que la tumeur. Toutefois, cette pratique n’est
possible que dans certaines localisations spécifiques et parfois ne permet pas de retirer
toutes les cellules malades. Pour des petites tumeurs bien localisées, la coeliochirurgie
par exemple permet d’effectuer de petites ouvertures et d’entrainer moins de
complications post opératoires. Une simple ablation peut suffire pour certains cancers,
comme celui de la peau évoluant lentement. Une intervention chirurgicale est le plus
souvent suivie d’autres traitements comme la chimiothérapie ou la radiothérapie afin

de prévenir les récidives et 1’apparition ou le développement des métastases.

8.2 La radiothérapie

Permet de détruire les cellules cancéreuses en les irradiant et en modifiant le
patrimoine génétique des cellules, les empéchant ainsi de se développer. Elle peut étre

utilisée seule ou associée a la chirurgie et a la chimiothérapie.

La dose délivrée doit pouvoir provoquer des lésions suffisamment importantes de
I’ADN des cellules cancéreuses pour qu’elles ne puissent pas les réparer. Comme la
chirurgie, la radiothérapie a un inconvénient majeur qui provient de la difficulté a
traiter des tumeurs localisées a des endroits difficiles d’acces sans endommager les
organes qui les entourent. Elle ne se congoit, pour étre performante et sire, que dans

un environnement technique trés important. Cet équipement comprend :
- Un scanner, pour bien repérer le volume tumoral et les organes critiques,

- Un conformateur, qui permet le tracé des contours cutanés dans des plans

transverses ou sagittaux,

10
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- Un simulateur, appareil de radiodiagnostic qui permet le centrage des faisceaux; il
simule 1’appareil de traitement en permettant de voir ce qui sera irradié par chaque

faisceau,

- Un systéeme informatique, pour faire la dosimétrie, c'est a dire visualiser la

distribution spatiale de la dose et calculer les temps de traitement[31] .

8.3 Lachimiothérapie

La chimiothérapie consiste en une multitude de médicaments qui arrétent la
croissance des cellules cancéreuses ou les détruisent. Puisque ces médicaments sont
injectés par voie orale ou intraveineuse et se diffusent dans pratiquement tout le corps,
I’effet de la chimiothérapie est systémique (c.-a-d., général), comparativement a la
radiothérapie et a la chirurgie, qui ont un effet local. Toutefois, a I'instar de la
radiothérapie, la chimiothérapie peut étre offerte comme traitement adjuvant a la chirurgie
afin de supprimer un résidu de cellules cancéreuses ou de diminuer le taux de récidive. Ce
traitement anticancéreux est administré a des intervalles de trois ou quatre semaines (qu’on
appelle « cycles ») sur une période approximative de six mois[32]. L’hormonothérapie est
envisagée lorsque le cancer est dit hormonodépendant, ce qui signifie que les cellules
cancéreuses dépendent des hormones pour proliférer, comme dans le cas de la majorité des
cancers du sein et de la prostate. Pour empécher la production d’hormones, il est possible
de procéder a une résection des organes reproducteurs (ex., testicules ou ovaires) ou

d’offrir une hormonothérapie pharmacologique ([33]; [34]).

11
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9. PKB(AKT)
9.1 Définition

Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent la phosphorylation de
substrats a partir d’adénosine triphosphate (ATP). L’ajout d’un groupement phosphate
aux protéines constitue une modification importante puisqu’elle induit souvent
’activation ou I’inactivation du substrat, influencant ainsi de multiples mécanismes
cellulaires [35]. Il existe plus de 500 kinases chez I’humain et elles jouent un role
critique dans la régulation des signaux de transduction cellulaires. Ainsi, des
mutations modifiant ’expression ou la fonction des protéines kinases causent une
altération dans ’activation des voies de signalisations intracellulaires, et ceci constitue
un mécanisme critique dans le développement de pathologies chez I’humain[36].

9.2 Structure et fonctions

La protéine AKT, appelée aussi protéine PKB (Protein Kinase B), est une
sérine/thréonine kinase constituée d’un domaine PH amino terminal, d’'un domaine
catalytique central et d’un petit domaine régulateur contenant un motif hydrophobe en
extrémité carboxyterminale. Chez les mammiféres, il existe trois isoformes d’AKT
(AKT1, AKT2 et AKT3) hautement conservées (plus de 80 % d’homologie de
séquence), codées par trois chromosomes différents, le chromosome 14932 pour
AKT1, le 19913 pour AKT2 et le 1g44 pour AKT3 [37].
AKT1 est I'isoforme présente dans la majorité des tissus tandis que AKT2 sera
I’isoforme préférentiellement exprimée dans les tissus sensibles a I'insuline (tissus
gras, muscle squelettique) et AKT3, dans le cerveau et les testicules[38] .
Les trois isoformes partagent un site catalytique similaire avec plus de 80 kinases qui
elles-mémes sont régulées par des seconds messagers comme le calcium ou les
phosphoinositides et qui sont aussi impliquées dans des voies de signalisation de la
croissance cellulaire.
Le domaine PH d’AKT joue un role essentiel dans la translocation de la protéine vers
la membrane plasmique puisqu’il a pour fonction d’interagir avec les produits de la
membrane lipidiqgue comme le PIP3 produit par la PI3K. Des études biochimiques ont
révélé que ce domaine PH peut se fixer, avec la méme affinité, sur le PIP2 et le PIP3
[39].

12
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Le domaine kinase posséde une haute similarité avec d’autres kinases comme la PKA et PKC
(Protein Kinase A et C), les « Ribosomal protein S6 Kinase » p70S6K et p90RSK [40].Ce
domaine possede également un résidu thréonine en position 308,hautement conservé chez les
mammiferes, dont la phosphorylation est nécessaire pour I’activation de la protéine AKT. La
région hydrophobique possede aussi un résidu conservé, une sérine en position 473, dont la

phosphorylation est nécessaire pour 1’activation compléte d’AKT [41].

§ Y315Y328
T Hm 51245246 T312 e
axt [JTE = ™
PH Linker Catalytic Reg. tail
Chr Homology (%)
(14q32)Akt1/Akt2: 80 46 90 66
(19q13)Akt2/Akt3: 76 17 87 70
(1g44) AKt3/Akt1: 84 40 88 76

Figure 1.3 : Représentation de la structure d’AKT [42]

9.3 Role de PKB

Les protéine-kinases sont des composants majeurs des voies de signalisation qui
permettent aux cellules de répondre de maniére adaptée a leur environnement. La
phosphorylation des protéines représente un mecanisme de régulation contrdlant pratiquement
tous les aspects de la vie cellulaire [43]. Cette réaction covalente est assurée par les protéines
kinases, qui participent, au sein des réseaux, a l'intégration de signaux essentiels pour le contréle
de la division, de la différenciation et de la mort des cellules [44]. Les protéines kinases régulent
I’activité transcriptionnelle, I'apoptose, laprogression dans le cycle cellulaire et la prolifération,
les réarrangements du cytosquelette, la différenciation, la mobilité cellulaire, etc [45].

Les Kinases catalysent la réaction suivante :

Mg ATP - + R-OH => R-OP0O32" + Mg ADP + H*

Selon la nature du groupement phosphorylé sur la protéine (R-OH), ces enzymes sont
classées en proteines sérine/thréonine kinases et en protéines tyrosine kinases. L'étude du
génome humain a conduit a l'identification de 518 genes de protéine kinase qui correspondent a
environ 2% du génome humain. La famille des protéines kinases, incluant 385 sérine/thréonine
kinases, 90 tyrosine kinases et 43 protéines proches des tyrosines kinases. Elle est, en taille, la

seconde famille d'enzyme apres celle des protéases .

13
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En raison de leur grande diversité d'actions, les protéines kinases doivent étre
rigoureusement régulées : l'activité aberrante de ces enzymes génére des maladies comme le
cancer ou le diabéte, mais aussi a des dysfonctionnements nerveux, cardiovasculaire,
inflammatoires ou auto-immunitaires [46].

Il a été prouvé que la surexpression d'Aktl joue un role anti-apoptotique dans de nombreuses
cellules types [47]. Trois isoformes, a savoir Aktl, Akt2 et Akt3.

La famille des kinases Akt et chacune d’elles montre des schémas d’expression des tissus
normaux et tumoraux [48]. Comme une isoforme de la famille Akt, On observe que Aktl est
inddment exprimé dans un large éventail de cancers humains, y compris les cancers du sein et
des ovaires [49]. De plus, un régulateur négatif critique d'Aktl, appelé Phosphatase et
homologue de tensine (PTEN), est avaient tendance a étre perdus ou mutés dans ces cancers
[50]. Par conséquent, I'inhibition d'Aktl a été reconnue comme une stratégie convaincante pour

le traitement du cancer avec de plus en plus d'attentions y sont focalisées [51].
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CHAPITRE I ASPECTS THEORIQUES ET METHODOLOGIQUES

1. Drug —discovery

1. 1. Histoire de la découverte du médicament

La transmission des savoirs ancestraux médicinaux, est depuis toujours un facteur déterminant
de la découverte et de l'utilisation des médicaments. La publication rapide et mondiale des
résultats scientifiques ont largement contribué aux nombreux succes de la recherche moderne de
médicaments [52], pendant longtemps, principalement d'origine végétale aussi minérale et
animale, étaient utilisées. Ces substances étaient sélectionnées par I'observation empirique de leurs
effets sur le cours des maladies. De méme, certaines substances naturelles traditionnelles sont
toujours utilisées pour leurs vertus thérapeutiques [53].

Le processus de R&D de découverte de nouveaux médicaments, ou « drug -discovery », est
extrémement long et codteux et regroupe I'ensemble des étapes aboutissant a la mise sur le marche
du nouveau médicament Ainsi, le temps s'écoulant entre la premiere étape, correspondant au choix
d'une cible thérapeutique adéquate et pertinente, et la derniére étape qu'est la mise sur le marché
d'un médicament [54].

A chaque étape, les procédés utilises doivent donc étre optimises pour tenter de réduire le colt et
la longueur des étapes, mais aussi en vue d'obtenir les molécules les plus actives possibles et les

plus susceptibles d'aboutir a un médicament.

el gl Identificati Génération et test pré- Tests
cible de hit optimisation lini lini
thérapeutique on de ns des leads climque cliniques

Figure 11.1: Etapes du processus de recherche et de développement des médicaments.
1.2. Les etapes de processus de recherche
1.2.1 Choix d’une cible thérapeutique
Un médicament est défini par ses « propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies».
Le processus de découverte d'un nouveau médicament doit donc débuter par:
¢ la définition d'une maladie pour efficace.
 l'identification d'une cible biologique potentielle et la validation de sa pertinence.
Criteres sont a prendre en compte pour définir le potentiel d'une entité biologique a devenir une

bonne cible pour un médicament : son efficacite, sa sécurité [55].
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1.2.2. Identification de hits
Une fois la cible identifiée et validée, I’étape suivante est logiquement de tenter de moduler ses
effets pour le processus pathologique, et ceci par interaction avec des molécules. Des composés
capables de tels effets sont appelés des touches ou « hits ». La recherche de hits se fait par criblage
(ou « screening ») de larges banques de composés aussi appelées « chimiothéques », soit in vitro,

le plus souvent grace aux techniques d’HTS, soit in silico par criblage virtuel sur ordinateur.

1.2.3. Génération et optimisation des leads
Cette étape nécessite l'intervention des chimistes médicinaux qui vont tenter a partir des hits
précédemment identifiés, d'obtenir de nouvelles molécules que I'on qualifiera de tétes de séries ou
« leads ».
Les leads : sont des composés qui sont plus actifs et plus sélectifs que les hits dont ils sont issus,

tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques optimales [56].

Pour obtenir ces leads, de vastes études de relation structure-activité (RSA) sont menees en faisant
varier les structures chimiques des hits en gardant leurs squelettes de bases. Lors de ces études, les
informations (activité, sélectivite, propriétés physico-chimiques,...) des composés nouvellement
synthétisés sont comparés a celles des hits et permettent de guider la sélection de nouveaux leads
[57]. Les approches bioinformatiques ont été developpées pour assister ces études, les meilleurs
leads seront ensuite optimisés en prenant garde de conserver les propriétés favorables d'activité et
« drug-like » tout en tentant d’améliorer 1'affinité, la sélectivité ainsi que la perméabilité.

1.2.4. Tests preé-cliniques et cliniques

Le réle d'un chimiste au cours du processus R&D se limite dans les étapes précédemment
décrites a identifier des medicaments candidats susceptibles de devenir un jour un médicament
commercialisé [58]. Une fois les candidats identifiés, place aux tests précliniques et cliniques qui
représentent les étapes les plus longues et les plus cofiteuses, afin d’évaluer l'efficacité, la
sélectivité et la sGreté de ces candidats. Les tests précliniques s'effectuent sur les animaux, in vivo,
pour assurer une analyse du métabolisme, de I'absorption et de la distribution du médicament et
permettre également d'obtenir plus d'informations toxicologiques dans le but de prédire ces effets
secondaires et déterminer les dosages adequats pour les essais cliniques. De nos jours, pour
épargner des vies animales, ces tests sont réalisés in vitro en remplacant les modeles animaux par

des cellules humaines dérivant de différents tissus et organes [59]. Cette étape est tres importante
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puisque la poursuite ou non du développement des composeés et leur entrée en phase clinique sont
décidées a cette étape. Cette décision représente pour I'équipe de R&D une double prise de risque
aux vues du grand co(t financier de telles études mais aussi et surtout de la grande responsabilité
incombée puisque les candidats médicaments vont étre testés a I'échelle humaine. Les tests a
échelle humaine appelés «tests cliniques», constituent I'étape la plus critique et la plus longue de
tout processus de R&D. Cette étape se passe en plusieurs phases en évaluant I'efficacité du
candidat médicament chez I'homme, ainsi que sa pharmacocinétique et sa sécurité d'emploi pour
une éventuelle mise du médicament sur le marché. Dans une premiére phase, les tests sont
effectués sur un faible nombre de volontaires sains pour s'assurer de la sécurité du médicament
candidat en recherchant les effets secondaires qui apparaissent lors de I'administration croissante
du candidat médicament et pour déterminer la dose minimale active et la dose maximale tolérable.
Cette phase n'est pas autorisee quand il s'agit de molécules anticancéreuses et antibiotiques. Dans
ces cas, les chercheurs passent directement a la phase Il. Réalisée sur un groupe de patients
malades pour évaluer I'efficacité (la biodisponibilité) du candidat, cette phase permet de
déterminer la posologie du traitement et d'ajuster les dosages a prescrire en fonction des réponses
obtenues des patients. Les premiers effets secondaires du medicament peuvent étre également
déterminés lors de cette phase, et si les effets secondaires sont trop importants le processus R&D
est suspendu definitivement a cette phase. Par conséquent, seul un tiers des essais cliniques
accedent a la phase Ill. Celle-ci s’effectue sur une large population de malades et consiste a
évaluer le potentiel thérapeutique réel du candidat medicament et établir le rapport
bénéfices/risques. Les résultats sont ensuite comparés avec ceux d'un traitement de référence pour
valider et confirmer l'efficacité du médicament [60]. A la fin de ces trois phases, toutes les
informations et les résultats obtenus sont rassemblées dans un dossier déposé pour obtenir une
Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), et seul un candidat médicament sur dix enteront en
phase clinique obtient une AMM et est commercialisé. Une fois le médicament commercialise,
une derniére phase IV débute et des tests de surveillance ou de pharmacovigilance sont mis en
ceuvre. Le médicament administré a une large population pour révéler les effets secondaires
(indésirables ou non) apparaissant plus tard dans la prise du médicament et inexplorés lors des

phases précédentes pour garantir aux patients une plus grande sécurité d'utilisation [59].

2. Méthodes de criblages in silico

Le criblage virtuel, analogue in silico de I'HTS, peut schématiqguement étre assimilé a un
entonnoir dans lequel on verse un grand nombre de composés, constituant la chimiothéques a

cribler, pour obtenir, a I'aide d'un algorithme de criblage, un plus faible nombre de composés qui
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seront ensuite testés expérimentalement. Le r6le des méthodes de criblage est donc d'éliminer les
composés supposés inactifs ou les molécules indésirables tout en priorisant les composeés les plus
susceptibles d'étre actifs [61].

Les méthodes basées sur la structure (ou « structure-based »), évaluent la capacité des ligands a
établir des interactions avec le site de liaison etudie pour sélectionner les molécules capables de se
lier a la cible. Les méthodes basées sur les ligands (ou « ligand-based ») peuvent pour leur part
étre mises en ceuvre lorsque les valeurs d'activité pour la cible étudiée d'un ensemble de ligands

sont disponibles. [62]
Les relations structure-activité de ces molécules sont alors analysées pour découvrir de
nouveaux composés susceptibles d'étre actifs [63]. Lorsque ces deux types de données sont

disponibles simultanément, les méthodes « ligand-based » et « structure-based » peuvent toutes

deux étre utilisées 1'une a la suite de 1’autre. (Figure I1. 2)

Méthodes de criblage virteul

«in silico »au cours du
processus R&D

 Méthode«
~ligand-
 based»

Méthode

«structure-
based»

i Pharmac
Pharmac R3- Design :
l ophore \l QSAR Il‘ novo Il Docklngl l ophore \

recherche
similarité

Figure 11 2: Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et « structure-based »

2.1. Criblage virtuel « ligand-based »

Un criblage virtuel « ligand-based » peut étre réalisable, si au moins un ligand de la cible étudiée
est déja connu. L'hypothése que les molécules similaires vont avoir tendance a présenter des

profils d'activités tres proches a similaires, est le principe de base de toute les méthodes « ligand-
based ». Ce type de criblage trés populaire est employé au cours de la phase d’identification de
nouveaux hits et les phases d’optimisation des hits et des leads. Qui permet de rationaliser les
processus de découverte de nouveaux composés, lorsque des données sont disponibles sur un ou

plusieurs ligands actifs de référence.
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2.2.  Criblage virtuel « structure-based »
Le criblage virtuel « structure-based » est basé sur la structure de la cible en évaluent la
capacité des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner les

molécules capables de se lier a cette cible [64].

Lorsque la structure 3D de la cible biologique d’intérét est disponible, des méthodes dites basées
sur la structure peuvent étre employées. Il existe deux types de méthodes expérimentales pour
obtenir la structure 3D d’une cible : la cristallographie aux rayons X et la résonnance magnétique
nucléaire (RMN). Comme leur nom I’indique, ces méthodes utilisent la structure de la cible pour
découvrir de nouveaux composeés actifs. Pour cela, différentes approches peuvent étre employées
: la construction de modeles pharmacophoriques basés sur la structure, I’établissement de modéles
RD-QSAR, la conception de novo (ou de novo design) et les méthodes de docking qui sont les

plus populaires. Toutes ces techniques nécessitent I’identification préalable du site de liaison.
3. Docking moléculaire

3.1. Définition

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en oeuvre, moins cher et plus
rapide. Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent
avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin

d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée.

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe formé de
deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des conformations

favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [65].
3.2. Principe du docking

Le processus de docking moléculaire consiste a faire interagir un ligand avec le récepteur

(généralement de nature protéique). La technique de docking comprend quatre étapes principales.

19



CHAPITRE 11 ASPECTS THEORIQUES ET METHODOLOGIQUES

% g 3 ;_hwmyonsx g RMN A ;_AModéIisationr__ -
g ayons X L g
E g _*_
2
a3
g
S &
w >
g_ﬁ
£8
2
g
T8
¥s
oW

Figure 11.3: Etapes typiques d'un docking.

3.2.1. Détermination des structures

Cette étape préliminaire du docking moléculaire est réalisée pour déterminer les structures
moléculaires misent en jeu (le récepteur et le ligand). Ces structures sont obtenues en faisant appel
a trois méthodes d’analyse (la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie
électronique et la cristallographie par rayons X). Ces méthodes expérimentales permettent
aujourd’hui de déterminer la structure des protéines [66].

3.2.2. Préparation des structures
La préparation du récepteur en vue du docking ne peut étre réalisée qu’une fois les structures mises
en jeu sont identifiés [67]. Il indispensable de suivre les étapes ci-dessous pendant la préparation du

récepteur qui sera utilisé pour le traitement du docking.

3.2.3. Docking moléculaire

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking est une méthode qui calcule
l'orientation préférée d'une molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées pour former un

complexe stable [68].

20



CHAPITRE I ASPECTS THEORIQUES ET METHODOLOGIQUES

C’est-a-dire ’Echantillonnage de I’espace des configurations du complexe ligand-récepteur. La
complexité de ce probléme est fonction de plusieurs paramétres tels que : le nombre de degrés de
liberté obtenus pour la translation et la rotation vis-a-vis des conformations de départ possibles du
ligand. Dans notre cas nous avons choisi le « Molegro Virtual Docker (MDL) » comme logiciel
pour la modélisation. Ce dernier il présente une plate-forme intégrée pour prédire - protéine ligand
interactions qui permet de gérer tous les aspects du processus daccueil la préparation des
molécules, la détermination des potentiels sites des liaisons de la protéine cible, et la prévision des

modes de liaison des ligands [69], On peut distinguer deux niveaux de docking :

« Le docking rigide est bien sir le plus simple et demeure encore souvent employé pour

I’amarrage protéine-protéine.

» Le docking flexible, traite la flexibilité des deux molécules, mais la flexibilité permise est
limitée, simplifiée par des modéles. Afin d’éviter des calculs, que les machines ne peuvent

résoudre ou seulement dans des temps bien trop importants [67].

3.2.4. Prédiction et evaluation
Une fois les parameétres du docking moléculaire sont établis, le programme passe a 1’étape de
prédiction et d’évaluation. Celle-Ci permet la mise au point des modes d’interactions potentiels.

Cette étape est réalisee comme suit:

3.3. Algorithme de docking

En principe, un algorithme de docking doit étre capable de générer les modes de liaison
attendus pour des ligands. Pour cela, il est nécessaire que I’algorithme d’une recherche
conformationnelle puisse explorer I’espace conformationnelle possible, de fagon efficace et
exhaustive. L’aptitude d’un algorithme a trouver ’emplacement correct du ligand par rapport a
son récepteur est habituellement déterminée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou
RMSD (Root-Mean-Square Deviation) du modéle concu par le logiciel avec les cordonnés
cartésiennes (Xpose, ypose, zpose) et ceci vis-a-vis les cordonnés cartésiennes de la structure du

cristal (x cristal, y cristal, z cristal). L'écart RMSD est donné par I'équation suivante:

- n
RMSD = J%Z(Xcristal - Xpose)2 + (YCristal - Ypose)z + (Zcristal - Zpose)2 Eq 1
i=1
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La valeur admise est une différence maximale de deux angstroms au-dela de laquelle la
prédiction est considérée comme non adéquate [70]. En général, les erreurs de Docking sont dues

a un échantillonnage insuffisant ou a une fonction de score inadéquate.

3.4. Fonctions de score

La fonction de score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de I’énergic libre
résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I’association sous forme de

complexe. Le principe thermodynamique est le suivant (Eq. 2) [71].

AG = AGcomplexe — AGligand — AGprotiene Eq. 2

L’¢établissement d’une bonne fonction de score est un important probléeme du docking. Il arrive
souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit pas la forme native attendue.
Ceci peut étre da au fait que le complexe natif n’est pas forcément celui qui présente la plus
grande surface d’acces, ou encore le plus grand nombre de liaisons hydrogeéne disponibles. Pour
cela il existe différents types de fonctions de score selon les critéres sur lesquels celles-ci sont
basées. L’affinit¢ chimique peut étre calculée par I’énergie libre de Gibbs AGI/ pour une

température T [72] .(Eq .3)

AGIl = —RTlnKeq Eq.3

Avec : R est la constante des gaz parfaits et Keq est la constante d’équilibre. Ces fonctions de

score sont géenéralement classées en quatre familles:

e les fonctions de score basées sur un champ de force.
e les fonctions de score empiriques.

e Les fonctions de score type knowledge-based
e les fonctions de score consensus.
3.4.1. Fonctions de score basées sur un champ de force
Les fonctions de score basées sur un champ de force calculent, par mécanique moléculaire,

I’énergie d’interaction du complexe et I’énergie interne du ligand. fait appel au champ de force de
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Tripos, et Auto Dock [73] a celui d’AMBER. Les interactions entre récepteur et ligand
comprennent souvent des termes de VVander Waals et électrostatiques [74].

3.4.2. Fonctions de score empiriques

Les fonctions de score empiriques sont utilisées pour interpréter I’énergie d’interaction d’un
complexe récepteur-ligand a partir d’une équation de sommation d’interactions chimiques
localisées [75] .Ce type de fonction est basé sur la régression multiple pour ajuster les coefficients
de fonctions selon la physique du systéme. Ajustement a partir d'un jeu de données de complexes
récepteurs-ligands avec des affinités mesurées [76]. Les fonctions de score empiriques contiennent
usuellement des termes décrivant les interactions ioniques, interactions hydrophobiques, les ponts
ou liaisons hydrogene et les interactions engendrées par le changement d’entropie. La plupart des
logiciels de docking utilise ce type de fonction a cause de son efficacité de point de vue rapidité et
précision. Cependant, leur principal inconvénient est leur forte dépendance aux données de

paramétre calibration [77].

3.4.3. Les fonctions de score type knowledge-based

Ces fonctions proviennent de I’analyse des structures tridimensionnelles de complexes ligand-
proteine déterminés expérimentalement. Des régles définissant la géometrie préférentielle des
interactions sont déduites de ces structures grace a des moyens statistiques [78].
Ces fonctions statistiques, dépendent de leurs groupes d’apprentissage, elles ne peuvent modéliser
que les interactions qui existent dans leurs bases de données expérimentales. Par conséquent, avec
ce type de fonctions, il est difficile de modéliser les interactions qui ne dévient pas trop de leur
modéle. L’un des potentiels les plus simples est le PLP (Piecewise Linear Potential). 1l est basé sur
quatre types d’atomes et prend en compte les interactions stériques et les ponts hydrogenes. Les
distances interatomiques sont prises en compte en dessous de 5 A [79].
Les fonctions de score type knowledge-based ont été utilisées avec succes dans des études
d'amarrage de différentes cibles protéiques et ont montré une certaine amélioration dans la
prédiction des modes de liaison corrects et le classement des complexes protéine-ligand par

rapport aux fonctions de notation empiriques et celles basées sur le champ de force [80].

3.4.4. Fonctions de score consensus
L’idée principale de ces fonctions est combiner les informations obtenues a partir des differents
scores obtenus et qui sont insuffisant des autres. Plusieurs études ont montré que les énergies

libres des complexes sont performées par ces fonctions, ainsi les interactions protéine-ligand
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mieux que les fonctions individuelles. Un exemple de fonction de score consensus est X-CSCORE
qui combine un PMF, et ChemScore. Le tableau suivant récapitule les avantages et les

désavantage des différentes fonctions de score [81].

3.5. Les logiciels de docking
Les logiciels les plus fréquemment cités dans la littérature sont : AutoDock, GOLD, FlexX,
DOCK. Un logiciel de docking moléculaire est bon si et seulement si sa fonction de score est

bonne.

3.5.1. Auto Dock
Auto Dock emploi les méthodes Monte-Carlo, le Recuit Simulé et l'algorithme génétique
Lamarckien (LGA) pour créer un ensemble de conformations possibles. Les orientations possibles
sont évaluées par le modéele AMBRE de champ de force en conjonction avec les fonctions de
score d'énergie libre et un grand ensemble de complexes de protéine-ligand avec des constantes

connues [73].

3.5.2. DOCK
Le DOCK est I'un des logiciels de docking ligand-protéine les plus anciens et les plus connus.
La version initiale utilise des ligands rigides, la flexibilite a été incorporée plus tard par
I'intermédiaire de la construction par incrémentation du ligand dans la poche de liaison. Le DOCK
est une méthode basée sur des fragments qui utilise les méthodes de complémentarité chimique et
de forme pour créer des orientations possibles pour le ligand. Ces orientations peuvent étre scorées
en utilisant trois fonctions de score différentes [82].
3.5.3. FlexX
FlexX est une autre méthode basée sur des fragments en utilisant des ligands flexibles et des
protéines rigides. Il utilise la base de données d'angle de torsion de MIMUMBA pour la création
des conformations. Le MIMUMBA est une base de données géométrique d'interaction employée

pour décrire exactement les formes d'interaction intermoléculaires [83].

3.5.4. GOLD
GOLD a gagné une grande popularité chez les utilisateurs pendant ces derniéres années en raison

de ses bons résultats dans 1’essai impartial, cependant il trouve des difficultés dans le traitement
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des poches des liaisons hydrophobes. GOLD utilise l'algorithme génétique pour fournir un
docking du ligand flexible et une protéine avec des groupes d’hydroxyle flexibles [84].

4. Interaction protéine-ligand

Le fonctionnement des systéemes biologiques est basé sur de remarquables mécanismes
d’assemblage et de reconnaissance impliquant des interactions moléculaires non-covalentes de
faible énergie. Les messages biologiques qui sont intégrés dans leur structure ne peuvent
s’exprimer que par I'intermédiaire d’interactions spécifiques qui s’établissent, de facon souvent
réversible, avec d’autres partenaires de choix. Le probleme qui se pose pendant ’ancrage du
ligand au sein de la protéine (docking) est la prédiction de la conformation et 1’orientation du
ligand relative au site actif de la protéine cible. A chaque protéine cible de structure connue le

docking se révéle étre la clé dans le design de nouveaux médicaments [85].

De nombreux type d’interaction non covalente, ont été mis en évidence dans les complexes
proteine- ligand. Parmi les interactions qui peuvent exister entre le ligand, qui est considéré
comme une petite molécule organique, et la protéine on cite celles de type polaire (liaisons
hydrogéne, liaisons ioniques) et celles de type hydrophobe qui résultent d’un contact entre des

groupements hydrophobe.

4.1. Interaction ionique
Les interactions entre molécules portant des charges électriques sont régies par la loi de Coulomb.
L’¢énergie potentielle d’interaction de deux charges ¢lectriques Q1 et Q2 séparées par une distance
d est obtenue en calculant le travail nécessaire a la separation de ces deux charges a une distance

infinie .L’énergie potenticlle (V) de deux molécules de charges différentes est exprimée par (EQ.4)

d
4—r

Figure 11.4 : Interaction entre deux molécules de charges différentes.
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QU

V= 41e od

Eq 4

Avec :

€o: permittivité du vide.
€ : permittivité du milieu dans lequel évoluent les charges.

d : distance entre les deux charge.

En milieu queux, les acides aminés chargés sont majoritairement exposés a la surface de la
protéine et sont donc tres solvatés, ce qui réduit considérablement I’interaction entre les charges.
4.2. Interaction hydrogéne

La liaison hydrogéne est une liaison chimique non covalente de type dipble-dipdle entre deux
molécules ou entre deux groupements d'une molécule. Elle consiste essentiellement dans
l'interaction entre deux molécules dont I'une posséde un atome donneur d'¢lectrons (O) et I’autre
possede un atome H accepteur d'électrons Ce type de liaison résulte d'un transfert partiel d'un
électron célibataire sur le groupement H. Les liaisons hydrogene peuvent étre intramoléculaires ou

intermoléculaires [86].

Figure 11.5. Exemples d’une liaison hydrogéne

Les liaisons hydrogene jouent un réle est tres important en en chimie et en biochimie. Ce sont des
liaisons qui donnent a l'eau ses propriétés particuliéres, comme la capacité des molécules H20 a
s'associer en grandes structures. En outre, elles jouent le r6le de stabilisateur de la structure
secondaire des macromolécules biologiques. Les liaisons hydrogeénes sont plus fortes que les

liaisons de Van der Waals ; leurs énergies sont estimées entre 3 et 9 kcal/mol.
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4.3. L’interaction de Van der Waals :

Ce sont des interactions entre atomes, molécules, ou entre une molécule et un cristal. Ces
interactions Van Der Waals s’appliquent a tres courte distance et ne concernent donc que les
atomes de surface .Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche de la

concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice. [87]

4.4. Les interactions hydrophobes

Sont des chaines organiques saturées ou aromatiques non polaires ayant trés peu d’affinité pour
I’eau. IIs ont tendance a se positionner de maniére a présenter la plus faible surface de contact avec

I’environnement aqueuX.[88]

Lialison
lonique Liaison

hydrogeéne

Effet
hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 11.6. Exemples d’une liaison hydrophobes
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5. Filtrage ADME-Tox
Les échecs dans le développement de médicaments étaient principalement la conséquence de
mauvaises performances pharmacocinétiques. Ce probléme a été en grande partie résolu grace a
I’utilisation d’un filtrage précédant 1’utilisation des chimiothéques, réduisant les taux d’échec dans

les phases de développement [89].

Les filtres par ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité) sont
rapidement devenus populaires. lls reposent sur plusieurs critéres déterminant les propriétés
pharmacocinétiques potentilles des molécules et sont désormais largement utilisés pour réduire le
nombre de composés d’une chimiothéques en sélectionnant les plus aptes a devenir des candidats
médicaments, avant tout processus de criblage. L’utilisation de ces filtres a donné de trés bons

résultats.

Absorption

L’absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site
d’administration a la circulation générale. La voie d’administration du médicament influence cette
premiére phase : la voie intra-veineuse est la voie de référence puisque par définition, a la
différence des autres voies (orale par exemple) toute la dose administrée atteint la circulation

générale.

La distribution

La distribution est fonction de la capacité du médicament a franchir les barrieres qui séparent les
différents compartiments de l'organisme et a s'y accumuler ou a en étre exclu. Ceci implique le
passage de barrieres membranaires qui peuvent étre franchies par diffusion passive ou par I'action

de transporteurs.

Meétabolisme
Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par une réaction enzymatique d’un
médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan pharmacologique. De
nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon, rein, intestin...). Néanmoins
le principal site de biotransformation est situé au niveau hépatique, dans les enzymes des

microsomes.
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Elimination

Elimination se définit comme le volume de plasma contenant la quantité de médicament
éliminée par unité de temps. Si, stricto sensu, la clairance d'un meédicament peut étre le résultat de
n'importe quelle voie d'élimination, les éliminations hepatique et rénale sont, habituellement, les

deux principales a prendre en compte dans I'étude des médicaments.

M lServtion Sang Distribution R
M-P
f \ Site d action M-E.
/i M I
~/ >y
Métabolisme
Métabolisme

M : médicament |

P : protéine

Elimination

R : récepteur

Figure 11.7: Représentation schématique de devenir d’un médicament dans 1’organisme.
Toxicologie
La toxicité d'un candidat-médicament est lI'un des paramétres les plus redoutés par les
développeurs, surtout lorsqu'il entre en phases cliniques. En effet, un candidat-médicament
présentant des effets secondaires graves lors des phases cliniques est immédiatement abandonng,
et ce genéeralement de maniére définitive. 1l est donc tres important de tenter de prédire la toxicité
d'un composé a partir de sa structure lors des phases précoces de développement R&D. La toxicité

peut étre classifiée selon I'organe affecté ou selon le mécanisme de toxicité [90]
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1. Introduction

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui
permettent de simuler le comportement d’un systéme de particules, elle exploite des lois de
la chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes informatiques spécifiques
afin de calculer structures et propriétés d'entités chimiques et biochimiques (protéines,

acides nucléiques, complexes moléculaires, solides, cristaux etc.) [91].

L’action d’une molécule dans une protéine est gouvernée par des principes de
reconnaissance mutuelle entre la molécule et sa cible. C’est dans ce contexte que s’inscrit
le docking moléculaire [92]. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur

macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molecule (ligand).

Le développement de nouveaux médicaments : le mécanisme d’action de
nombreux médicaments consiste a agir comme inhibiteur (ligand) d’une enzyme
(récepteur) impliquée dans le développement de la maladie, que ce soit une protéine d’un
microorganisme pathogeéne ou d'un organisme humain. L’¢lucidation de la structure
tridimensionnelle de protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des
simulations informatiques, la découverte d’inhibiteurs puissants pour ces protéines, en
réduisant considérablement le nombre d’essais de screening nécessaires pour aboutir a un

nouveau médicament [93].

Le profil ADME-tox d'une molécule est I'ensemble des paramétres caractérisant sa
biodisponibilit¢ dans I'organisme, c'est a dire, son absorption, sa distribution, son
métabolisme, son excrétion et sa toxicité. La démocratisation du criblage in silico a
entrainé la nécessité¢ de modeles ADME-tox pour éliminer rapidement les composés ayant
les propriétés physicochimiques les moins similaires avec les médicaments disponibles sur

le marché (qui ne sont pas « drug like ») [94].

Le but du Docking moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un
complexe formé de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans

I’espace et des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [95].

Dans ce chapitre on a expliqué les interactions entre les inhibiteurs et l'enzyme
(PKB) par les méthodes du docking moléculaire. En outre, quatre composés ont été filtrés

selon 1 énergie MolDock Score, ensuit, on a étudié | évaluations des paramétres ADMET.
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2. Docking moléculaires

Les outils de modélisation moléculaire sont particulierement performants pour
I’é¢tude au niveau atomique d’interactions entre deux entités moléculaires (I’enzyme et
I’inhibiteur pour former un complexe stable) et ce type d’étude fait appel le plus souvent

aux techniques de « Docking Moléculaire » [96].

Notre étude portera sur l'interaction entre le site actif de l'enzyme (PKB) et les
inhibiteurs pour former un complexe stable. Les interactions est réalisée a l'aide du

logiciel "Molegro Virtual Docker (MVD)" [97] voir le protocole (Figure I11.1).

4?‘"’3‘““ de la structure : la cible i)

Téléchargement des enzymes a partir de Elimination les molécules
la base de données Bookhaven Protein d’eau, et les cofacteurs
Data Bank(PDB).
?ﬂimisation d’énergie ;
La structure de départ (enzyme) a Les ligands sont optimisés avec la
¢té optimisée par le logiciel MVD mécanique moléculaire (MM+)

Recherche de la meilleure pose
(Conformation)

Bilan d'énergb

Figure I1I1.1: Protocole de calcul.
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3. Méthodologie des calculs

3.1. Préparation de ’enzyme

L’enzyme utilisée dans cette partie est la protéine kinase B, cette derniere a été
téléchargée a partir d’une base de données RCSB Protein Data Bank [98] avec le code

d’acces 4EJN voir (Figure I11.2).

La structure tridimensionnelle de la protéine kinase B (PKB) a été obtenue par
diffraction aux rayons X a haute résolution (2.19A°). Structure cristalline de la forme auto-
inhibée de I'AKT1 dans un complexe avec N- (4- (5- (3-acétamidophényl) -2- (2-
aminopyridin-3-yl) -3H-imidazo [4,5-b] pyridin-3- yl) benzyl) -3-fluorobenzamide. On a

¢liminé les molécules d'eau et les cofacteurs pour obtenir un modéle simple de 1'enzyme.

Figure I11.2 : Structure de I’enzyme PKB Code PDB (4EJN)

3.2. Préparation des ligands:

Les inhibiteurs utilisés pour notre travail sont des dérives imidazopyridine (44
molécules) [99]. Les ligands (inhibiteurs) sont dessinés en utilisant le logiciel chemDraw
ultra (12.0). L’optimisation de la géométrie des ligands a été effectuée a 1’aide du champ
de forces (MM+) implanté dans le logiciel Hyperchem8.0 [100] version professionnelle

pour détermine la conformation la plus stable.
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Figure I11.3 : Structures chimique des ligands étudiés.
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3.3.Détection des cavités :

Les cinq cavités ont été détectées dans 1I’enzyme PKB par logiciel MVD (voir la

Figure II1.3).Le volume et la surface des cavités sont représentés dans le tableau I1I.1

Tableau II1.1 : Le volume et la surface des différentes cavités.

Cavités Volume (A3) Surface (Az)
Cavité 1 443.392 1172.48
Cavité 2 83.968 302.08
Cavité 3 83.456 299.52
Cavité 4 74.24 234.24
Cavité 5 51.2 194.56

Nous avons choisi la cavit¢ 1 (Figure II1.4), les coordonnées de sphére x=28.84,
Y=43.96,7=20.42 et la taille:13, dans laquelle on réalise le docking
moléculaire. Cette cavité couvre le ligand de référence (Co-cristallisé) et aussi possede un

volume important par rapport aux autres cavités.

Figure II1.4 : Illustration de I'espace de recherche.

Dans notre étude I’interaction entre le PKB et les ligands (c’est-a-dire formation du
complexe) s’effectue dans le cas d’un ligand flexible (souvent) (figure IIL.5) et une

protéine cible rigide (rarement), ceci explique que lorsqu’on a un ligand a trop de degré de

37



CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSIONS

liberté (plusieurs angle de di¢dres) signifie qu’il y a plusieurs possibilit¢ de fixation du

ligand sur le site actif.

: Liaisons rigides au cours de docking moléculaire
: Liaisons flexibles au cours de docking moléculaire
Figure IILS5 : Flexibilité de ligand

3.4 Energie d’interaction

Les énergies d’interactions entre l'enzyme(PKB) et les ligands sont calculées au
cours de Docking moléculaire. Elles sont regroupées dans le Tableau III.2 marqué par
I'energie totale, I'énergie d'interaction totale et 1’énergie de liaison hydrogéne de chaque

ligand.

Tableau II1.2 : Résultats de docking moléculaire des ligands avec la cavité 1

Ligands E Totale E inter totale | E inter H Bond
stérique
L1 -137.552 -158.68 21.0899 -3.68181
L2 -122.128 -138.867 16.7396 -3.4454
L3 -124.207 -151.445 26.1767 -2.36177
L4 -122.212 -135.885 13.6446 -2.38664
Ls -124.386 -136.776 15.6768 -5.89038
Leé -139.006 -156.609 17.603 -3.99167
L7 -127.574 -149.26 21.6859 -6.39515
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Ls -157.63 -181.887 24.2575 -3.57816
Lo -160.506 -167.761 5.75017 -3.90618
Lio -165.016 -187.95 21.5462 -1.20319
L -165.757 -191.173 23.4077 -1.87366
Li2 -165.608 -196.491 29.8967 -2.7155
Li3 -174.046 -191.155 14.6391 -0.831176
Li4 -165.121 -190.483 26.4646 -4.51216
Lis -177.607 -191.849 13.6301 -4.7823
Lie -165.665 -190.63 15.9601 -3.83989
L17 -161.343 -187.811 25.727 -1.80675
Lis -190.527 -218.976 24.4935 -2.15336
L9 -210.356 -200.904 -10.3368 -4.01811
L2o -185.481 -203.693 16.3346 -2.97452
L21 -181.667 -197.34 13.4685 -7.123
L22 -191.539 -203.514 8.25248 -2.33124
L23 1873.56 -200.6 71.9065 -4.98559
L24 -222.742 -229.884 6.95808 -2.70484
La2s -204.116 -213.801 9.2998 -2.74451
L26 -208.793 -219.405 9.93965 -2.5
L27 -138.464 -138.828 0.364062 -3.66443
L28 -142.877 -142.788 -0.0948924 -5.63822
L29 4880.43 -147.585 27.9981 -6.09865
L3o0 -148.17 -148 -0.183069 -6.24446
L31 -149.289 -148.741 -0.551642 -5.25926
L3z 1896.77 -164.114 59.3938 -4.50307
L33 -187.027 -192.984 5.95534 -6.98351
L34 -167.919 -161.584 -6.39238 64.9331
L3s -152.766 -166.375 13.5621 -6.36416
L36 -147.333 -173.495 25.9946 -3.87484
L37 -158.552 -191.785 31.8198 -4.16432
L38 -185.604 -212.716 28.5857 -5.07476
L39 -169.426 -198.45 27.5265 -2.5
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L40 -166.952 -199.871 | 28.603 -3.9132
Lai -160.658 -191.678 | 30.2965 -3.91119
L4 -157.292 -195.285 | 35.9003 -8.28342
L43 -151.798 -195.819 | 40.0804 -4.10948
Lref -202.514 -232.455 | -3.85038 19.4414

H Bond : Liaison d’hydrogene.

MolDock Score :Energie de la somme d’interaction externe et interne de ligand

(interaction protéine-ligand)

E inter totale : Energie d’interaction protéine-ligand total

E inter stérique : Energie d’interaction protéine-ligand stérique

D’apres les résultats obtenus, les ligands L2o, L24, L25, 126, posseédent des énergies

(MolDock Score) le plus faible par rapport aux autres ligands.

Tableau IIL.3 : Les interactions des complexes Li19, L24, L2s5,L2s et LREf

MolDock E inter E inter H Bond
Ligands Score totale stérique
L9 -210.356 -200.904 -10.3368 -4.01811
L24 -222.742 -229.884 6.95808 -2.70484
La2s -204.116 -213.801 9.2998 -2.74451
L26 -208.793 -219.405 9.93965 -2.5
Lref -202.514 -232.455 -3.85038 19.4414

Le complexe ligand-récepteur est form¢, celui-ci va adopter la conformation la plus stable,

c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.
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[Gin 79]

[Asn 54]

Li9 L24

L2s L26

L réf

—————————————————————— : Interactions stériques

—————————————————————— . Interactions des liaisons hydrogene

Figure II1.6 : Interactions hydrogéne et stériques entre les ligands et les acide amines de

la cavité 1.
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Les distances mesurées entre les résidus de site actif et les quatre ligands sont

regroupés dans les tableaux suivants :

Tableau II1.4: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand L19.

Thi211-—-N 3.06 -2.50
Interaction Thi211-—-N 3.06 2.50
hydrogene Asp292----N 2.94 2.19
Asp292-----C 3.00 1.83
Interaction ASp292--cr- C 2.87 2.63
Sterique 116290 me—- C 2.84 2.82
Trp272------ C 2.99/2.92 1.87/2.29
Asn54------- C 2.72 3.54
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Tableau IIL.5: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif
et les atomes de ligand L24.

Interaction Thr211----N 2.61 -2.50
hydrogene Thr211----- N 3.18 2.80
GIn79------ 0o 3.10 -2.50
Interaction Tyr272----C 2.98 1.95
Stérique Arg273----C 2.94 2.20
Ser205------ C 3.18 0.75
Glu79----—-- C 3.00 1.83

Tableau II1.6 : Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif
et les atomes de ligand L2s.

Interaction Thr211----C 3.00 -2.50
hydrogéne Thr211-----C 3.37 -1.13
Interaction Arg273-----C 2.94 2.18
Stérique Tyr272------C 2.89 2.51
trp80------- C 3.08 1.31
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Tableau II1.7: Distances des liaisons hydrogéne et stériques entre les résidus de site actif
et les atomes de ligand L2e.

Interaction Thr211---------- N 2.79 -2.50
hydrogéne Thr211--m-mmmmmmn N 3.45 -0.75
Trp80-------- C 3.18 0.74
Interaction Gln79--omoroe- C 242 5.34
Stérique R ¢ > 1.17
Ser205---------- C 3.18 0.71

Tableau II1.8: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand Lref

Interaction Thr211---------- N 3.14 -2.29
hydrogéne GIn79-----——-- 0 2.60 -1.86
2.80
116290--------- C 3.03
2.73
GIn29------------ C / 347
3.09/3.17
GIn29--zomomemen c 1.27/0.76
2.99
Asn54-----—---- C 191
Asn54---------- C 227 1.98
Interaction )
AsnS54----———--- C 307/311
. 1.37/1.12
Stérique Ser205 e C 305 s
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D’aprés les résultats obtenus ( les tableaux I11.4 .5.6.7.8) , on basé sur les liaisons
d'hydrogénes, nous remarquons que le ligand L.19 établit 3 liaisons d' hydrogene avec les
résidus d'acides aminés Thr211, Thr211 , ASP292 aux distances respectives 3.06,
3.06,2.94 A, ensuite le ligand L24 formé 3 liaisons hydrogeéne avec Thr211, Thr21let
GIn79 aux distances respectives de 2.61,3.8 et3.10 A.

Le ligand L25 a montré 2 liaisons d'hydrogénes avec le résidu d'acide aminé
Thr211 aux distances de 3.00 et 3.37A. Le ligand L26 forme 2 interactions de liaisons

hydrogéne avec le résidu d'acide aminé Thr211 par les distances 2.79 et 3.45 A,

Le ligand LRéf a montré 2 liaisons d'hydrogenes avec le résidu Thr211et GIn79 aux
distances de 3.14 et2.60 A.

Les ligands Li19 et L24 contient des liaisons hydrogene plus éléves par rapport a

ligand de référence.

D’apreés Anne Imberty et col, les intervalles des valeurs des interactions ayant des

distances de la liaison d'hydrogeéne sont comme suite [101] :
-[2.5A-3.1A] sont considérés comme fortes complexes.

-[3.1A -3.55A] sont supposées comme moyennes complexes.
-supérieures a 3.55Asont considérées comme faibles complexes

Les distances entre les résidus du site actif et les L19 varient entre 2.72A et 3.06A
est considérés comme fortes complexes et les distances entre les résidus du site actif et les
L24, L2s, L6 varient entre2.6let 3.37 A expliquent I’existence de la formation des
complexes stables, et par la suite, une meilleure fixation de ces ligands au niveau du site

actif.
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4. ADME-tox.
4.1.Drug likeness prédiction :

Drug likeness est un concept qualitatif utilisé dans la conception de médicaments pour
déterminer le degré de "drug like" d'une substance par rapport a des facteurs tels que la
biodisponibilité. 1l est estimé a partir de la structure moléculaire avant méme que la
substance ne soit synthétisée et testée [102].Les caractéristiques déterminent la
pharmacocinétique du médicament par étude propriétés de I'ADME  (absorption,
distribution, métabolisme et excrétion).Les propriétés physico-chimiques des ligands liées
au caractere medicamenteux ont été calculées par Molinspiration [103], et sont présentées
dans le Tableau I11.9.

Tableau 111.9 : Propriétés physico-chimiques des ligands

Ligands Log p noHN H  nviolati on n
rotatable

L19 4.33 497.56 8 3 0 111.62 6

L24 4.20 553.63 9 4 1 127.83 7

L25 5.01 496.57 7 3 1 98.73 6

L26 4.08 515.55 8 3 1 111.62 6

Lréf 4.34 571.62 9 4 1 127.83 7

logP(ou logP) : Coefficient de partition calculé.
Mw : Poids moléculaire.

noHNH : Nombre de donneurs de liaisons H.
no N : Nombre d’accepteurs de liaisons H.
TPSA : La surface polaire.

n rotatable : Nombre de liaisons rotatives.

On peut avoir a travers le Tableau 111.9 que tous les ligands ont des valeurs de logP
inférieurs a 5 donc ils sont une bonne solubilité dans I’eau, une élimination efficace par les

reins et une bonne perméabilité a travers la membrane cellulaire, sauf L25 est supérieur a 5.
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Le poids moléculaire des ligands L19, L25 ayant des valeurs inférieures a 500 Da, donc ils
traversent facilement les membranes cellulaires, mais les ligands L24,L26, Lréf sont des

poids moléculaires supérieur a 500 Da.

Nous pouvons également voir dans le (tableau 111.9) que tous ces composes ont des
nombre accepteurs d'hydrogéne inférieurs a 10, et nombre donneurs d’hydrogéne inférieurs
ab.

Les résultats suggérant que ces composés théoriqguement n'auraient pas de problemes avec
la biodisponibilité orale.

Tous les ligands ont des valeurs de TPSA inférieures a 140 A2 ce qui montre la bonne

prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a travers les membranes.

Les valeurs de nombre de liaisons rotatives des ligands sont inferieures a 10, donc tous
les ligands sont capables de présenter une activité biologique sans avoir des problemes

d’absorption par voie orale.

La drug likeness est une méthode traditionnelle pour évaluer la drug, c'est étude la plus
connue consiste a verifier la conformite de dans ce domaine la regle de Lipinski et régle de

Veber, et autre regles tell que:

% L'indice mondial des médicaments (WDI):

Cette mesure est basée sur des composés qui ont des propriétés moléculaires dans la
limite supérieure de 90% trouvée dans le WDI (World Drug Index).
% Drug Data Report (MDDR):

MDDR est la base de données des médicaments a supprimé les groupes fonctionnels
réactifs. Les régles de type MDDR sont: nombre de bagues >3, liaisons rigides >18,liaisons
rotatives >6 .

¢+ Chimie médicinale compléte (CMC) :

La regle de type CMC est similaire a la regle de cing. Il est défini le caractere drug like
pour la base de données CMC, qui est supprimé de plusieurs classes de composés tels que

les agents d'imagerie diagnostique, les solvants et les aides pharmaceutiques. Dans cette
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étude, la plage de qualification du log P calculée est comprise entre 1.3 et 4.1, le poids
moléculaire (230-390), la réfractivité molaire (70-110), le nombre total d'atomes (30-55).

R

% Regle de type plomb (leads like rule):

Regle de type plomb est l'identification et l'optimisation des composés du plomb en tant
que points de départ chimiques sont tres importantes en chimie combinatoire. La regle de
type plomb est défini pour envisager la conception de bibliotheques avec des propriétés
physico-chimiques drug like.

% Larégle de Lipinski :

La régle de Lipinski de cing (RO5) est utilisée pour évaluer la vraisemblance
médicamenteuse d'un composé chimique. L'activité orale d'un composé médicamenteux est
prédite en calculant certains parametres suivants : Log P <5, masse moléculaire <500 Da,

accepteurs de liaisons H<5et donneurs de liaisons H<5

% Les regles Veber :

Les regles VVeber suggérent que le nombre de liaisons rotatives doit étre inférieur a 10
et la surface polaire (TPSA) du composé doit étre inférieure a 140 A2, La réduction de la
flexibilité moléculaire et la faible surface polaire sont des prédicateurs importants de la
bonne biodisponibilité orale [104].

Les résultats de drug-likeness [105] dans le tableau 111.10 suivant :

Tableau I111-10: Les résultats Drug-likeness des ligands par PreADMET

Drug likeness

Ligands Laregle Laregle Laregle Larégle Laregle
CMC-like- Lead-like- MDDR-like- de Lipinski WDI-like
L19 Not qualified Violated Mid-structure Suitable Out of 90% cutoff
L24 Not qualified Violated Drug-like Suitable Out of 90% cutoff
L2s Not qualified Violated Drug-like Suitable Out of 90% cutoff
L26 Not qualified Violated Drug-like Suitable Out of 90% cutoff
Lréf Not qualified Violated Drug-like Suitable Out of 90% cutoff
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D’apreés les résultats de tableau2, les ligands sont qualifies a la régle de Lipinski (Rule
of five), et la régle CMC -like-rule. Tandis que tous les ligands sont montré la similaire a la
drogue (Drug-like) a la régle comme MDDR. Sauf L19 est structure intermédiaire (Mid-
structure).Cependant, tout les ligands sont qualifié a la regle de WDI pendant était hors de la

gamme de coupure (90%).

4.2 ADME Prédiction (absorption, distribution, métabolisme, I'excrétion, et de

toxicité):

Filtre par ADME-tox d'une molécule est I'ensemble des parametres caractérisant sa
biodisponibilité dans l'organisme, c'est a dire, son absorption, sa distribution, son
métabolisme, son excrétion et sa toxicité. Lorsque la voie d'administration orale est choisie,
I'absorption du médicament se fera par la muqueuse intestinale, soit par diffusion passive,
soit par transport actif. Une fois dans l'organisme, la molécule va étre dégradée en
métabolites. Ce processus est déterminant sur plusieurs points [106] comme : Pgp inhibition,
skin perméabilité, MDCK, Caco-2 cell (nm sec-1), HIA (%) et PPB(%). Les études
pharmacocinétiques ADMET des ligands Li9, L24, L25, L26 et Lréf ont été effectués en
utilisant le serveur en ligne PreADMET. Les parameétres de I'absorption, distribution,
métabolisme et toxicité sont présentés dans les tableau I11.11, tableau 111.12 et tableau 111.13

respectivement.

Tableau I11.11 : Résultats des propriétés d’absorption et de distribution des ligands

Absorption ' Distribution

Ligands HIA Caco-2cell(nm | MDCK skin Pgp BBB PPB (%)
(%) sec-1) perméabilits inhibition (%)
L19 96.538 | 23.535 0.058 -2.393 Inhibiteur | 0.017 100
L24 95.959 | 22.238 0.045 -2.808 Inhibiteur | 0.016 | 95.649
L2s5 96.980 | 26.785 0.051 -2.096 Inhibiteur | 0.024 | 97.054
L26 96.532 | 24.005 0.061 -2.713 Inhibiteur | 0.041 | 92.8357
Lref 94.6686 | 21.789 0.044 -3.0726 Inhibiteur | 0.256 | 89.7176
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HIA: Human Intestinal Absorption.
Caco-2 cell(nm sec-1) : la perméabilité des cellules.

MDCK (ouPMDCK) : perméabilité a cellules de Maden Darby Canine Kidney.
BBB: Blood-Brain Barrie.
PPB : Plasma Protein Binding

L’absorption peut étre congue en termes simples comme le processus de déplacement
d’un médicament d’un site d’administration extravasculaire dans la circulation systémique.
Ce processus est en effet tres complexe et dépend des nombreux parameétres dont
d'absorption intestinale humaine (HIA) peut prévoir les pour cent d'absorption l'intestin
humain (% de HIA) et le paramétre des cellules Caco-2 employé pour déterminer la
perméabilité du composeé, des parametres des cellules, caco-2 ont été étendus 4-70 nm/sec
comprenant permeabilité moyenne, l'absorption et l'attache de protéine de plasma (%PPB)
est employé pour déterminer la valeur d'une drogue est disponible lié pour la diffusion ou le
transport a travers les cellules de membrane et % de valeur de PPB moins de 90% y compris

le produit chimique faiblement lié.

Notre valeur de prédiction de HIA a montré des résultats similaires, tous les ligands sont
bien absorbés. Une plus grande valeur de HIA indique le composé pourrait étre mieux
absorbé de la région intestinale sur I'administration par voie orale .Ensuite les values de
caco-2 obtenus entre 4 et 70 nm/sec, donc tous les ligands a montré une moyenne

perméabilité.

Les valeurs de PSKin sont négatives, donc tous les ligands sont imperméables a la peau.
Aussi les valeurs de PPB étaient de 89.71% a 100,00%, donc les ligands sont trés fortement
liés, et le Blood-Brain Barrie.BBB (CBrain/CBlood) qui est des valeurs plus grandes que 1
(CBrain/CBlood> 1) sont considérés active dans le CNS peut causer des effets collatéraux et
des composés ayant des valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1) sont classifié comme ligand
inactif dans le CNS. Alors tous les ligands ayant des valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1)

étant considéré inactif dans le CNS.
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Tableau 111.12 : Résultats des propriétés métabolisme des ligands

Métabolisme
Ligands | Cyp-2C19- Cyp-2C9- Cyp-2D6- | Cyp- Cyp-3A4- Cyp3A4-
inhibition | inhibition | inhibition | 228" inhibition | substrate
substrate
L1o Non Inhibiteur Non Non inhibiteur | Substrate
L24 Non Inhibiteur Non Non | Inhibiteur | Weakly
L25 Non Inhibiteur Non Non | Inhibiteur Weakly
L26 Non Inhibiteur Non Non Inhibiteur Substrate
Lref Non Inhibiteur Non Non Inhibiteur Substrate

Les résultats de (tableau 111.12) suggéerent que les ligands L19, L24, L25, L26, Lréf non

inhibiteur avec Cyp-2C19 et inhibiteur Cyp-2C9 pourraient étre bien métabolisés par Cyp-

2C9 et facilement éliminés du corps et causant ainsi peu de toxicité, et tous les composés

n'étaient pas des inhibiteurs du CYP 2D6 et non substrat pour tous les parameétres cinétiques.

Cependant, il a également été noté que tous les ligands inhibaient I'enzyme CYP 3A4.

Une analyse plus poussée a montré que les ligands L19, L26 et Lref étaient prédits étre

substrat au CYP 3A4. Cela s'explique la complexité des interactions modulatrices avec le

cytochrome P450 3A4 qui est fonctionner comme des combinaisons de substrat et inhibiteur

Tableau I111.13: Résultats des propriétés de Toxicité des ligands.

Ligands Mutagénicité(Ames test) Canceérogénicité HERG inhibition
Souris Rat
L19 Mutagéne Négative Négative Risque élevé
L24 Non-Mutagéne Négative Négative Ambigu
L25 Non-Mutagéne Négative Négative Ambigu
L26 Non-Mutagéne Négative Négative Risque moyen
Lref Non-Mutagéne Négative Négative Risque élevé
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Les résultats de (tableau 111.13 ) montrent que les parametres de risque de toxicité
tels que la mutagenicité et la cancérogeénicité des ligands n'ont aucune probabilité de risque
(Non-Mutagene et négative cancerogénicité), sauf L19 est mutagéne qui signifie que le
ligand est une bactérie. Aussi, l'inhibition du HERG pour les ligands L19 et Lréf présentent

un risque élevé, et L26 est risque moyen.

4.2 .Bioactivity score :
L'activité pharmacologique décrit les effets bénéfiques des médicaments sur les étres
vivants, le médicament est censé se lier a une cible biologique. Les cibles biologiques sont
les protéines les plus courantes telles que les enzymes, les canaux ioniques et les récepteurs.
La cible biologique est également appelée cible médicamenteuse. Les scores de bioactivité
des complexes synthétisés ont été calculés pour différents paramétres tels que la liaison au
ligand du récepteur couplé aux protéines G (GPCR) et au ligand du récepteur nucléaire, la
modulation des canaux ioniques, l'inhibition de la kinase, I'inhibition de la protéase et
I'inhibition de l'activité enzymatique [107]. Tous les paramétres ont été calculés a l'aide d
‘un logiciel en ligne Molinspiration, qui prédit une activité biologique modérée pour les
ligands synthétisés si :

e le score de bioactivité est supérieur a 0,0, alors le ligand est actif.

e le score de bioactivité est compris entre -0.5et 0.0 donc le ligand est modérément

actif.

e le score de bioactivité est inférieur a -0.5 alors il est inactif.

Tableau I11.14: Résultats des parameétres de Bioactivité de score des ligands

Bioactivity score

GPCR lon Kinase Nuclear Protease Enzyme
ds . chanel inhibitor receptor inhibitor inhibitor
ligand
modulator ligand
L19 -0.23 -0.02 0.41 -0.53 -0.09 0.10
L24 0.10 -0.36 0.17 -0.73 -0.11 -0.12
L2s 0.22 0.00 0.36 |-0.51 -0.07 0.10
L26 0.25 -0.03 0.42 | -0.50 -0.05 0.11
Lréf 0.07 -0.47 0.11 -0.77 -0.12 -0.19
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D'apres le (tableau I11.14) la bioactivité score des ligands a été calculé pour le ligand GPCR, le
canal ionique modulateur, inhibiteur de kinase, ligand récepteur nucléaire, protéase inhibiteur et
inhibiteur d'enzyme. Les résultats du score de bioactivité ont révélé que le ligand L26 a un score

de bioactivité entre -0,50 et 0,00, ce qui signifie que ce ligand est modérément actif selon le
score de bioactivité.
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Notre présent travail se place dans le contexte d’une recherche des molécules
anticancéreuse sur une serie bioactive imidazopyridine.

Afin d'atteindre cet objectif nous sommes passés par deux étapes :

Dans une premier étape, nous avons utilisés la technique de docking moléculaire sur une
série qui contient 43 dérivatives d'imidazopyridine afin d’étudier leurs mode d’interaction vis-
a- vis de notre cible PKB et ces molécules .L’outil informatique utilisé pour le docking est
Molegro Virtual Docker (MVD). Ce programme a été développé pour aider a la mise au point
de molécules a activité thérapeutique.

L'étude par docking a révéleé que les ligands L19, L24, L25, L26 sont des meilleurs complexes,
et cela justifie par la présence de differents types d'interactions, en plus que ces ligands ont des
niveaux d'énergie les plus faibles par rapport aux autres complexes qui sont - 210,356; -22242;
-204,116; -208793 respectivement.

Dans une deuxieme étape, nous avons appliqué une étude sur les de Drug-likeness et
ADMET (d’absorption, de digestion, de métabolisme, excrétion et Toxicité).

L’analyse des résultats obtenus montre que ces ligands utilisés dans cette étude répondent
aux régles de drug likeness.

Les résultats ADME montrent que Le composé L26 a une meilleure absorption intestinale
(HIA) et a une bonne probabilité de pénétration a travers la barriere hémato- encéphalique
(BBB). En plus possede moins toxicité, non-mutagéne , négative de cancérogeénicité et
risque moyen.

En plus, les résultats obtenus montrent que le ligand L26 possédent des valeurs de
parametres pharmacocinétiques dans la gamme acceptable et modérément actif selon le
score de bio activité.

En conclusion, le résultat prometteur pour le ligand L26 pourrait étre évalué pour

générer de meilleurs candidats médicaments pour le traitement anticancéreux.
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Résume
L’enjeu des travaux effectués au cours de cette mémoire est 1’extraction in silico de molécules

potentiellement intéressantes dans le processus d’inhibition du récepteur protéine kinase B (PKB). Les
protéines kinases, plus particulierement, représentent une des plus grandes familles de protéines, La
plupart des cancers sont associés au déreglement de protéines kinases, tels que des mutations génétiques
qui conduisent a une sur-expression ou a une activation constitutive de ces protéines.

Nous avons utilisé docking moléculaire sur un ensemble de quarante trois dérivés d'imidazopyridines
comme technique de screening virtuel in silico tres employée.
L’analyse des résultats de docking moléculaire nous a conduits a la sélection de composés intéressants
possédant théoriquement une bonne affinité pour la kinase B. Ces molécules ont été soumises a la
prédiction de propriétés ADME/Tox. Les résultats ADMET sont prometteurs pour le ligand L26
pourrait les meilleurs candidats de médicaments.

Mot-clé: protéine kinase B, Doking moléculaire, imidazopyridine ,ADME/Tox

Abstract

The challenge of this work is memory the in silico identification of potentially interesting molecules
concerning the inhibitory process of protéine kinase B (PKB) receptor. The proteins kinase, represent
one of more large families of proteins. Most cancers are associated with the proteins kinases disordered
state, such as genetic mutations which lead to an onexpression or an activation constitutive of these
proteins.
We used molecular docking on a set of forty-threeimidazopyridines derivatives as a widely used in silico
screening virtual technique.  Analysis of the molecular docking results has led us to the selection of
several theoretically interesting molecules with good potential affinity for protein kinase B. These
molecules were submitted to the prediction of ADME / Tox properties. The ADMET results are
promising for the L26 ligand might be the best drug candidates.

Keywords: protein kinase B , Molecular docking , imidazopyridine , ADME/Tox






