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Abstract

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common form of lung cancer and one of the
leading causes of cancer-related mortality. This type of cancer is often associated with
activating mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR), particularly the
T790M/L858R double mutation, which induces resistance to first-generation inhibitors such
as Erlotinib and Gefitinib.

To identify new effective inhibitors, a molecular docking study was conducted on 26
quinazoline derivatives, targeting both the wild-type EGFR (PDB: 1M17) and the mutated
form (PDB: 4122). The results revealed that ligand L21 showed the highest performance
against the wild-type enzyme, forming the most stable complex and exhibiting the lowest
binding energy, outperforming the reference inhibitor Erlotinib. In contrast, ligands L22 and
L23 demonstrated more favorable binding energies with the mutated EGFR, suggesting
potential selectivity toward the mutation, and highlighting their relevance for the development
of targeted therapies against resistant forms of NSCLC.

Key word: NSCLC, EGFR, T790M/L858R, quinazoline, molecular docking , Erlotinib, Gefitinb

Résumeé

Le cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) représente la forme la plus fréquente et
’une des principales causes de mortalité liée au cancer. Ce type de cancer est souvent associée
a des mutations activatrices du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), en
particulier la double mutation T790M/L858R, qui induit une résistance aux inhibiteurs de
premiere genération tels que I’Erlotinib et le Géfitinib.

Pour identifier de nouveaux inhibiteurs efficaces, une étude de docking moléculaire a été
réalisée sur 26 dérivés de la quinazoline en interaction avec I’EGFR normal (1M17) et muté
(4122). Les résultats ont révélé que le ligand L21 était le plus performant vis-a-vis de
I’enzyme 1M17, formant le complexe le plus stable et enregistrant 1’énergie de liaison la plus
faible, surpassant celle de I’inhibiteur de référence Erlotinib. D’autre part, les ligands L22 et
L23 ont montré des énergies de liaison plus favorables avec la forme mutée de I’EGFR,
suggerant une sélectivité potentielle vis-a-vis des mutations, et renforcant leur intérét dans le
cadre de thérapies ciblées contre les formes résistantes du CPNPC.

Mot clé: CPNPC, EGFR, T790M/ L858R, quinazoline, docking moléculaire, Erlotinib, Gefitinb
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Introduction générale

Le cancer du poumon constitue 1’une des principales causes de mortalité liée au cancer
dans le monde. Parmi ses différentes formes, le cancer du poumon non & petites cellules
(NSCLC) représente environ 85% des cas diagnostiqués [1]. Ce type de cancer est
fréguemment associé a des mutations activatrices au niveau du domaine tyrosine kinase (TK)
du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), qui jouent un réle crucial dans la
prolifération, la survie et la différenciation cellulaires. [2-4]

Pour cibler cette voie de signalisation altérée, plusieurs inhibiteurs de tyrosine kinase
(TKIs) ont été développés, notamment 1’erlotinib et le géfitinib, qui se lient au site actif de
I’EGFR et inhibent son activité enzymatique, bloquant ainsi la croissance tumorale.
Cependant, 1’apparition de mutations secondaires, comme T790M, peut engendrer une

résistance aux traitements, limitant 1’efficacité de ces inhibiteurs de premiére génération. [5,6]

Dans ce contexte, les approches in silico, en particulier le docking moléculaire, offrent
une stratégie puissante pour explorer et prédire 1’interaction entre de nouveaux ligands et la
protéine cible. Cette technique permet d’évaluer I’affinité de liaison et d’analyser les

interactions moléculaires clés impliquées dans la reconnaissance ligand-récepteur. [7]

Ce travail a pour objectif d’analyser, par docking moléculaire via le logiciel MOE, 26
dérivés de la quinazoline en parallele avec des données in vitro, afin d’identifier de nouveaux
inhibiteurs de I’EGFR efficaces contre sa forme normale et sa forme mutée, notamment la

double mutation T790M/L858R.

Notre travail est structuré en trois chapitres principaux :

v Le premier chapitre est consacré aux généralités sur le cancer du poumon ainsi qu’aux
inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR).

v Le deuxieme chapitre aborde les notions de base relatives au docking moléculaire
ainsi qu’aux paramétres ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et
Elimination).

v Le troisieme chapitre presente les résultats obtenus et leur analyse, accompagnés

d’une discussion approfondie.
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I.1. Cancer du poumon (cancer broncho- pulmonaire)

Le cancer du poumon est le deuxiéme type de cancer le plus fréquent au monde, avec plus de
2,2 millions de nouveaux cas diagnostiqués en 2020 et un taux d’incidence standardisé selon
I’age (ASR signifie Age Standardized Rate, soit en frangais: taux standardisé selon 1’age) de
22,4 pour 100 000 personnes a risque. [1]

En Algérie, environ 30 000 nouveaux cas de cancer sont enregistrés chaque année, avec une
augmentation de prés de 50 % entre 1986 et 2000. En 2003, 3 399 cas ont été recensés dans la
région Centre (hors wilayas de Béjaia et Blida), avec une sex-ratio de 0,92. Malheureusement,
cette tendance est a la hausse, tandis que la prise en charge des patients reste insuffisante et
inégale.

Chez les hommes, le cancer du poumon est le plus fréquent, représentant 15 % des cas, suivi
des cancers colorectal et de la vessie. Chez les femmes, le cancer du sein occupe la premiere
position, suivi par les cancers colorectaux, du col de I’utérus et de la thyroide.

Selon les données du registre du cancer de la wilaya de Sétif, le cancer broncho-pulmonaire
représente environ 18 % de 1’ensemble des cancers, occupant la premiére place avec un taux
d’incidence standardisé (par rapport a la population mondiale) de 15,5 pour 100 000 habitants.
Des données plus récentes issues du registre de la wilaya d’Oran (2015) font état d’un taux
d’incidence standardisé de 105,4 pour 100 000 chez les hommes, et de 111,5 pour 100 000
chez les femmes. [2]

En 2022, le cancer du poumon était en Algérie le troisieme cancer les plus fréquents tous
sexes confondus, avec 5 040 nouveaux cas, soit 7,8 % de 1’ensemble des diagnostics de
cancer. Il occupait la deuxiéme place en termes de mortalité, aprés le cancer du sein, avec 4
599 déces recenseés (12,9 % des déces par cancer). Pour la prévalence sur cinq ans, 6 725 cas

gtaient recenses, avec un taux de prévalence de 14,8 pour 100 000 habitants. [3]

.1.1 Les poumons

Les poumons sont les organes essentiels de la respiration, situes dans la cavité thoracique, de
part et d’autre du médiastin. Ils sont recouverts d’une fine membrane séreuse a double
couche, appelée plévre, qui assure leur protection et facilite leurs mouvements respiratoires.
[4]

La fonction principale des poumons est de permettre les échanges gazeux entre 1’air inspiré et
la circulation sanguine. L’oxygéne pénétre dans le sang a travers les alvéoles pulmonaires,

tandis que le dioxyde de carbone, produit par le métabolisme cellulaire, est expulsé de
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I’organisme via les voies respiratoires [5]. La vascularisation pulmonaire est organisée de
maniere a optimiser ces échanges.

Le poumon droit, plus large et plus court que le gauche, est constitué de trois lobes, chacun
subdivisé en dix segments broncho-pulmonaires. Le poumon gauche, plus petit en raison de
sa proximité avec le ceoeur, posseéde deux lobes (supéricur et inférieur), eux-mémes divisés en
huit a dix segments. Il présente des particularités anatomiques, telles que 1’incisure cardiaque,
qui permet au cceur de s’y loger partiellement (figure 1.1 et 1.2). [6,7]

Chague poumon est relié a la trachée, laquelle se divise en deux bronches principales (droite
et gauche). Celles-ci se ramifient progressivement pour former I’arbre bronchique, qui se
termine par les bronchioles terminales, les conduits alvéolaires et les alvéoles. Ces derniéres,
de forme arrondie, constituent les sites des échanges gazeux, assurant 1’entrée de I’oxygéne et

la sortie du dioxyde de carbone (figure 1.3). [8]

Right lung (lateral view) Left lung (lateral view)

Apical Apico-posterior

Superior 3 )
pfobe Posterior Anterior mmr

Anterior Superior lingular

- Inferior lingular

Middle Lateral >

Lobe Medial f Superior
e _ Anteromedalbasal | [Ter"

Lateral basal

Figure 1.1 : Vue latérale des segments pulmonaires. [6]

Right lung (medial view) Left lung (medial view)

Figure 1 .2 : Vue médiale des segments pulmonaires. [6]
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Figure I .3: Anatomie des poumons humains. [8]

1.1.2 Cancer du poumon

Le cancer broncho-pulmonaire constitue 1’un des cancers malins les plus courants a I’échelle
mondiale. Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), il s’agit de la premicre cause de
déces par cancer chez les hommes, et, apres le cancer du sein chez les femmes.

Sur le plan histopathologique, les cancers broncho-pulmonaires sont classés en deux grandes
catégories (figure 1.4) [9] :

e Les carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC): Les CBPC sont des tumeurs

particulierement agressives, caractérisées par une forte capacité de dissémination
métastatique, et sont étroitement liées au tabagisme.
Au microscope, les cellules de ce type de cancer (SCLC — Small Cell Lung Cancer)
apparaissent plus petites que celles observées dans le cancer du poumon non a petites
cellules (CPNPC) [10,11]. Le CBPC est généralement localisé dans les régions
centrales du poumon, ou il se développe le long des parois des bronches principales,
formant souvent de volumineuses masses tumorales susceptibles de se propager
rapidement a d'autres organes.

e Les carcinomes bronchiques non a petites cellules (CPNPC): regroupent

principalement les adénocarcinomes, carcinomes épidermoides et carcinomes a
grandes cellules.

Notre étude est basée sur cette maladie
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Figure 1.4: Type de cancer de broncho-pulmonaires: CBPC et CPNPC

1.1.3 Cancer du poumon non a petites cellules

Le cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC en anglais NSCLC: Non-Small Cell
Lung Cancer) représente plus de 85 % des cancers pulmonaires primitifs, et environ 60 % des
cas sont diagnostiqués a un stade avancé ou métastatique. En I'absence d'altérations
moléculaires oncogéniques ciblables dans les formes avancées de CPNPC, la chimiothérapie a
base de platine demeure le traitement de référence. Les variables pronostiques les plus
fréquemment identifiées incluent le sexe, un mauvais état général, une perte de poids, et le
nombre de sites métastatiques. Toutefois, certains patients présentant des caractéristiques
pronostiques défavorables connaissent une amélioration spectaculaire aprés la chimiothérapie,
ce qui suggére une variabilité de la sensibilité tumorale aux agents chimio thérapeutiques.
L'identification de biomarqueurs permettant de prédire la sensibilité aux différents traitements

disponibles pourrait ainsi contribuer a orienter vers la stratégie thérapeutique la plus
efficace [12]
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Il est divisé en trois sous-types principaux :

1.1.3.1 Les carcinomes épidermoides

Aussi appelés carcinomes malpighiens, ou squameux, ces tumeurs malignes d’origine
épithéliale représentent entre 25 et 35 % des cancers bronchiques non a petites cellules
(CBNPC). Leur identification repose sur la présence de kératine synthétisée par les cellules
tumorales (kératinisation intra- ou intercellulaire) et/ou la présence de ponts intercellulaires.
Ces tumeurs sont fortement associées a la consommation de tabac. Leur degré de

différenciation et leur grade histologique peuvent varier considerablement.

1.1.3.2 Les adénocarcinomes

Les adénocarcinomes sont des tumeurs épithéliales caractérisées par une différenciation
glandulaire ou une production de mucine par les cellules cancéreuses. Ils constituent environ
40 % des CBNPC, ce qui en fait la forme histologique la plus fréquente chez les hommes
jeunes (moins de 50 ans), chez les femmes quel que soit 1’age, et chez les non-fumeurs. Leur
incidence est en augmentation, notamment en Europe, en lien avec les évolutions du
tabagisme.

Les adénocarcinomes broncho-pulmonaires forment un groupe hétérogéne tant sur le plan
morphologique qu’en termes de comportement évolutif et d’origine histogénétique. Selon la
classification de I’OMS, on distingue six sous-types : acineux, papillaire, bronchiolo-
alvéolaire, solide avec production de mucine, mixte, ainsi qu’un dernier groupe regroupant
des formes exceptionnelles. A I’exception des formes bronchiolo-alvéolaires non invasives,
qui présentent un excellent pronostic avec une survie a 5 ans de 100 %, il n’est pas clairement

établi que les autres sous-types aient une réelle valeur clinique ou pronostique. [13]

1.1.3.3 Carcinomes a grandes cellules

Il s'agit d'un carcinome indifférencié, non mucosécrétant. Les cellules tumorales sont de

grande taille par rapport aux quelques cellules apoptotiques présentes dans les amas.

Le cytoplasme est bien conservé, de quantitt moderée a abondante, dense a finement
vacuolise. Des modifications cellulaires évoquant la présence de ponts intercellulaires
(caractéristiques d'une différenciation malpighienne ) sont observées de maniere focale. Les

noyaux sont ronds a ovales, avec une chromatine grossierement condensée et une membrane
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nucléaire épaissie et lisse. Les nucléoles sont proéminents, irréguliers, isolés et souvent
multiples. Le rapport nucléocytoplasmique est élevé. [14]
Il s'agit d'un cancer agressif au pronostic défavorable. En immunohistochimie, le carcinome a

grandes cellules exprime une variété de marqueurs épithéliaux et glandulaires. [15]

1.1.4 Facteur risque
1.1.4 1 Le tabac

Le tabagisme reste la cause dominante de 1’épidémiec mondiale de cancer du poumon.

Responsable d’environ 90 % des cancers du poumon.

1.1.4 2 Facteurs professionnels et environnementaux

e Exposition professionnelle (amiante, nickel, chrome, arsenic).
e Exposition aux radiations (radon dans les maisons et les mines).

e Pollution de I’air (intérieure et extérieure). [16] [17]
1.1.4 3 Autres facteurs de risque

e Une alimentation riche en graisses saturées ou en viande peut augmenter le risque.

e Maladies pulmonaires chroniques : silicose, tuberculose, etc.

e Radiothérapie thoracique.

e Prédisposition génétique (antécédents familiaux). [17]

e Maladies pulmonaires sous-jacentes :

e (ertaines maladies pulmonaires chroniques comme la silicose, 1’asbestose, la BPCO et
I’asthme peuvent augmenter le risque de cancer pulmonaire. Cette association serait
liée a des mécanismes tels que I’inflammation chronique, le stress oxydatif et des

altérations génétiques. [18]

1.1.5 Diagnostic

Le diagnostic du cancer bronchique non a petites cellules repose sur une approche intégrée
combinant évaluation clinique, imagerie, analyses cytologiques, histopathologiques et

moléculaires.
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Chez de nombreux patients, les signes cliniques sont souvent discrets ou non spécifiques, et le
diagnostic peut étre posé de maniére fortuite lors d’examens réalisés pour d'autres motifs.
L’orientation diagnostique repose principalement sur la présence de facteurs de risque,
notamment le tabagisme actif ou passé, certains antécédents professionnels (exposition a
I’amiante, radon, hydrocarbures), 1’examen clinique, et les explorations radiologiques telles
que la radiographie thoracique ou le scanner thoracique avec injection de produit de contraste.
Le cancer est souvent suspecté devant des symptdmes respiratoires persistants, tels que :

e toux chronique,

o dyspnée,

o hémoptysie,

e 0u encore des signes généraux : amaigrissement, asthénie, douleurs thoraciques,

dysphonie ou cedéme cervico-facial, pouvant évoquer une atteinte métastatique.

Le diagnostic de certitude repose sur un prélévement tumoral suivi d’un examen
anatomopathologique, permettant de distinguer entre CBPC et CPNPC, et de déterminer le
sous-type histologique en cas de CPNPC (adénocarcinome, carcinome épidermoide ou a
grandes cellules). [19]

La cytologie (expectorations, ponction transthoracique a [I’aiguille, prélévements
bronchoscopiques, liquide pleural) peut suffire a poser le diagnostic. Toutefois, I’obtention
d’un échantillon tissulaire adéquat est fortement recommandée pour permettre une
caractérisation histologique précise et, le cas échéant, la réalisation d’une analyse moléculaire

(mutation EGFR, réarrangements ALK, expression PD-L1, etc.). [20, 21]

1.1.6 Traitement

Trois types de traitements sont utilisés en premiere intention pour traiter les cancers
du poumon: la chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicamenteux
(chimiothérapie conventionnelle, thérapies ciblées, immunothérapie). Ces traitements
peuvent étre utilisés seuls ou associés les uns aux autres. Selon les cas, ils ont pour
objectif(s) de [22]:

e Supprimer la tumeur ou les métastases.

e Réduire le risque de récidive.

e Ralentir le développement de la tumeur ou des métastases.

e Prévenir et traiter les symptdmes et les complications engendrés par la maladie pour

assurer la meilleure qualité de vie possible.

10
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1.1.6.1 Chirurgie

La résection constitue le traitement principal du cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC) aux stades I et II, et représente un ¢lément clé de I’approche multimodale pour la
maladie au stade II1A. Les résections standards consistent en 1’ablation du lobe pulmonaire
atteint par la tumeur, accompagnée d’une évaluation systématique des ganglions lymphatiques
hilaires et médiastinaux du méme c6té. Pour les maladies a un stade précoce, les objectifs
chirurgicaux évoluent vers une réduction de la morbidité et de la mortalité, en privilégiant des
techniques moins invasives comme la chirurgie thoracique assistée par vidéo (VATS) ou la
chirurgie robotique, avec la possibilité de limiter le volume pulmonaire retiré chez certains
patients soigneusement sélectionnés présentant de petites tumeurs périphériques bien
stadifiées. [23]

Le principal objectif de la chirurgie oncologique dans le cancer du poumon est de guérir la
maladie par une résection chirurgicale personnalisée intégrée dans un parcours thérapeutique
complet. Les autres objectifs incluent la contribution au diagnostic des récidives,
I’administration de traitements, ainsi que le soulagement des symptomes dans un contexte

palliatif, tout en continuant & améliorer la qualite de vie des patients. [24]

1.1.6.2 Radiothérapie

La radiothérapie radicale connait une évolution notable, notamment avec 1I’émergence de
la radiothérapie stéréotaxique ablative (SABR), qui permet de traiter avec grande précision de
petites tumeurs pulmonaires, en particulier chez les patients inopérables. Les études montrent
que la SABR offre de meilleurs taux de survie et de contréle local de la maladie par rapport a
la radiothérapie conventionnelle. Des recherches sont en cours pour évaluer son efficacité
chez les patients ¢€ligibles a la chirurgie, mais les résultats sont pour 1’instant contradictoires et

les essais randomisés restent limites ou en cours. [25]

1.1.6.3 Traitements médicamenteux

a. Chimiothérapie

La chimiothérapie a base de platine est largement utilisée. Actuellement, trois médicaments a
base de platine sont approuvés pour un usage clinique dans le monde: le cisplatine, le

carboplatine et I’oxaliplatine. Sur le plan chimique, ces composés sont tous dans un état

d’oxydation +2, ce qui les rend hautement réactifs. Leur mécanisme d’action repose

11
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principalement sur I’endommagement de I’ADN (par platinage de I’ADN), conduisant a la
mort cellulaire apoptotique. En outre, il a été rapporté que 1’oxaliplatine est capable de rendre
les cellules cancéreuses plus visibles au systeme immunitaire en induisant une mort cellulaire
immunogeéne. Malheureusement, le traitement par ces médicaments a base de platine est
souvent limité par des effets secondaires graves tels que la neurotoxicité, la néphrotoxicite,
I’ototoxicité et la toxicité gastro-intestinale. En conséquence, les recherches récentes se sont
orientées vers les complexes de platine(IV), généralement considérés comme des pro-

médicaments, et donc moins réactifs dans les tissus sains. [26]

Cependant, la chimiothérapie présente certaines limites dans le traitement du cancer du
poumon, notamment la résistance intrinséque. Bien que ces agents puissent étre efficaces au
début du traitement, la tumeur développe souvent rapidement une résistance, ce qui
compromet D’efficacité du traitement. Il existe plusieurs mécanismes responsables de cette

résistance dans le cancer du poumon. [27]

b. Thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont utilisées chez les patients atteints de cancer du poumon non a
petites cellules (CPNPC) présentant des mutations ou altérations génétiques spécifiques.
Parmi ces traitements, les inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR) sont particulierement indiqués pour les cas porteurs de mutations du géne EGFR. Ces
médicaments ciblent les protéines EGFR mutées, en inhibant leur activité ainsi que les voies
de signalisation responsables de la prolifération tumorale. Une analyse du réseau d’interaction
médicament-protéine (PDIN, a révélé que des médicaments tels que: Afatinib, Crizotinib
Dacomitinib et Géfitinib présentaient des scores d’interaction moyens élevés (> 0,8). Tous

ces medicaments ont éte identifiés comme interagissant avec la cible EGFR. [28]

c. Immunothérapie

Les types de traitement immuno-thérapeutique comprennent les vaccins thérapeutiques, les
modulateurs immunitaires, les thérapies cellulaires autologues, ainsi que les anticorps
monoclonaux (mADbs) ciblant les signaux des points de contr6le immunitaires associés aux
cellules T activées et/ou aux cellules cancéreuses. Cependant, étant donne que chaque

approche thérapeutique presente des avantages et des inconvenients spécifiques, il est

12
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préférable de combiner plusieurs thérapies ou stratégies avec I’immunothérapie pour

optimiser les résultats cliniques. [29]

1.1.6.4 La thérapie photothermique (PTT)

La thérapie photothermique (PTT) est une technique thérapeutique innovante, reconnue pour
sa grande sélectivité et sa sécurité. Elle repose sur la conversion efficace de 1’énergie laser en
chaleur pour cibler directement les cellules tumorales localisées. La PTT est de plus en plus
reconnue comme l'une des méthodes les plus efficaces pour le traitement du cancer.
Toutefois, son utilisation en tant que monothérapie présente certaines limites, notamment son
incapacité a éradiquer completement tous les tissus tumoraux et les risques potentiels pour les
tissus sains avoisinants. Afin de surmonter ces limitations, de nombreuses recherches ont été
menees sur des thérapies combinées basées sur la PTT, offrant ainsi des stratégies

thérapeutiques prometteuses contre le cancer du poumon. [30]

1.2. Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)
I 2.1 Structure

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) appartient a la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK), caractérisés par une activité enzymatique
intracellulaire impliquée dans la régulation de nombreux processus cellulaires. La désignation
officielle du gene EGFR a été établie par le HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
EGFR est également connu sous d'autres appellations telles que: ERBB, HER1, ERBBI,
mENA ou PIG61 [31].
La famille des récepteurs ErbB (également appelée famille HER) comprend quatre membres :
EGFR (HER), ErbB2 (HER2/Neu), ErbB3 (HER3) et ErbB4 (HER4). Ces récepteurs
partagent une structure modulaire commune, composee de (figure 1.5):

« un domaine extracellulaire de liaison au ligand,

e un domaine transmembranaire unique,

e Une région juxtamembranaire,

e un domaine tyrosine kinase intracellulaire,

e ainsi qu’une queue C-terminale régulatrice [32].

Le geéne du récepteur de ’EGF est situé au niveau du bras court du chromosome 7 en 7p12.13.
Il est constitué de 28 exons (200 kb) et code une glycoprotéine d’un poids moléculaire de 170
kDa. [33-35]

13




Chapitre | : Cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) et EGFR

Différents ligands de I’EGFR sont connus. L’EGF a été un des premiers facteurs de
croissance découvert et fait partie d’une grande famille de facteurs de croissance comprenant
le TGF-(Transforming Growth Factor- ), 1’amphiréguline, 1’-celluline, 1’épiréguline et
I’héparine-binding EGF. Le TGF et ’EGF sont des ligands spécifiques de I’EGFR qui jouent

un role clé dans la modulation de la biologie cellulaire.

Ligands: ~ EGF Domaines

TGF-alpha
Amphirégulne L1
Batacelluling NRG
HB-EGF Hérégullnes
Betacelluline CR1

Herégulines
A \ﬁ ~

/ Donines L2
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fipy | en cystéine
= i CR2
Milieu
Extracellulaire
Transmembranaire
Cytoplasme Juxtamembranaire
Domaines Tyrosine kinase
Lk HERA  tyrosine-ldnase s C-Terminal

erhB1 orhiB4

Figure 1.5 : Représentation schématique de chaque récepteur (EGFR/HER1, HER2,
HER3, HER4) comporte des domaines caractéristiques : un domaine extracellulaire de
liaison au ligand, un domaine transmembranaire, une région juxtamembranaire, un
domaine tyrosine kinase intracellulaire, ainsi qu’une queue C-terminale régulatrice. [36]

| .2.2 Activation d’ EGFR

L'activité du récepteur EGFR (récepteur du facteur de croissance épidermique) débute par la
liaison de ses ligands, tels que le facteur de croissance epidermique (EGF), a sa partie
extracellulaire. Cette interaction provoque un changement de conformation de la structure
extracellulaire du récepteur (figure 1.6), favorisant sa dimérisation, soit de maniére
homodimérique, soit avec d'autres membres de la famille HER (HER-2, HER-3, HER-4).
Cette dimérisation augmente I'affinité du récepteur pour l'adénosine triphosphate (ATP), ce
qui active son activité kinase et permet 1’auto-phosphorylation de ses résidus tyrosine. Les
résidus tyrosine phosphorylés servent de sites de recrutement pour des protéines dotées de
domaines de liaison aux phosphotyrosines, lesquelles déclenchent plusieurs cascades de

signalisation intracellulaire, telles que les voies MAPK (prolifération cellulaire, angiogenese),
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STAT3 (migration, adhésion cellulaire) ou PI3K/AKT (métabolisme, survie cellulaire,
inhibition de 1’apoptose). Ces voies entrainent 1’expression de génes impliqués dans divers

processus biologiques comme la survie cellulaire, I’angiogenése et la prolifération (figure 1.7).
[37-40]

Domaine
extracellulaire

Domaine
transmembranaire

Membrane cellulaire

. Lobe N
Domaine

tyrosine kinase
Lobe C

Queue C-terminale

Monomere  Monomeére
inactif actif

Dimere

Figure | .6 : Activation du récepteur EGFR.

Les régions extracellulaires se composent de quatre domaines numérotés de I a IV. Les
domaines I et 111 sont impliqués dans la liaison au ligand, tandis que les domaines 11 et
IV, riches en cystéines, interviennent dans les interactions interdomaines et la
dimérisation avec d'autres récepteurs. Le domaine tyrosine kinase comprend deux lobes,
un lobe N-terminal et un lobe C-terminal, qui sont conserveés au sein de la famille des
récepteurs tyrosine kinases (RTK). La queue C-terminale contient de nombreux résidus
de tyrosine, qui servent de sites de phosphorylation. En I'absence de ligand, le récepteur
adopte une conformation fermée, sous forme de monomere inactif. Lorsque le ligand se
fixe aux domaines I et 111, un changement de conformation expose le domaine I, qui
constitue I’interface de dimérisation. Deux récepteurs activés peuvent alors interagir, ce
qui rapproche leurs domaines catalytiques et permet une transphosphorylation. [40]
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Figure 1.7: Hlustre les voies de transduction du signal activées par le récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR). [41]

Deux voies principales sont activées par I’EGFR [42, 43] :

 La voie RAS-RAF-MEK-MAPK, qui régule la transcription génique, la progression
du cycle cellulaire de la phase G1 a la phase S, et la prolifération cellulaire.
 La voie PI3K-Akt, qui active une cascade de signaux anti-apoptotiques et de survie

cellulaire.

| .2.3 EGFR et cancer du poumon

Le cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) est souvent associé a des altérations du
géne EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Ce géne code pour une protéine
transmembranaire qui joue un role important dans la régulation de la croissance et de la survie
des cellules. En condition normale, 1’activation de ’EGFR dépend de la fixation d’un ligand,
ce qui déclenche une cascade de signalisations intracellulaires contrdlant la prolifération

cellulaire.

Chez certains patients atteints de CPNPC, on observe des mutations activatrices dans le
domaine kinase du géne EGFR, qui rendent la protéine active en permanence, méme sans

présence de ligand. Les deux mutations les plus fréquentes sont (figure 1.8)[44, 45] :
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e L858R : une substitution d’un acide aminé (leucine — arginine) a la position 858 ;
e La délétion de I’exon 19, qui supprime plusieurs acides aminés essentiels a la

régulation de I’activité enzymatique.

Ces mutations conferent aux cellules tumorales une sensibilité accrue aux inhibiteurs de
tyrosine kinase (TKI) de premiére génération tels que Gefitinib et Erlotinib, utilisés dans le
cadre des thérapies ciblées. Toutefois, une résistance secondaire au traitement apparait
fréqguemment aprés quelques mois de réponse initiale.
La cause principale de cette résistance est souvent 1’émergence d’une mutation secondaire
appelée T790M, qui concerne le résidu "gatekeeper" du domaine kinase. Cette mutation
correspond a une substitution ponctuelle ou la thréonine (T) en position 790 est remplacée par
une méthionine (M). [46, 47]
La mutation T790M conféere une résistance thérapeutique via deux mécanismes principaux :
e Une augmentation de I’affinité du récepteur pour ’ATP, réduisant 1’efficacité des
inhibiteurs compétitifs ;
« Une modification de la conformation du site actif, entravant la fixation optimale des
TKI.
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Exon 2 5 7 3 16 17 18-21 22-24 28

Mutations associated

with drug resistance T790M (50%)*
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3 ER s rg 00 53 g
Exon 18 1 Exon 21
(nucleotide-binding loop) | £ | a8 A (activation loop)
P AET46-ATSO V765A LB5BR (40-45%) |
G719s AE746-T75 T783A N8265
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E709K/Q
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Figure 1.8: Les mutations oncogéniques de ’Epidermal Growth Factor Receptor

dans le cancer bronchique. [48]
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| .2.4 Inhibiteur d’EGFR de tyrosine kinase(TK)

Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) ciblant ’EGFR sont classés en trois générations
selon leur mécanisme d’action et leur efficacité face aux différentes mutations. Les inhibiteurs
de 1t génération, tels que gefitinib (Iressa), erlotinib (Tarceva) et lapatinib, sont des
inhibiteurs compétitifs réversibles de I’ATP. lls se lient temporairement au site actif du
domaine kinase de ’EGFR, en ciblant principalement les mutations activatrices telles que
L858R et les délétions de I’exon 19. Bien qu’ils soient efficaces initialement, une résistance
apparait fréquemment aprés 9 a 12 mois de traitement, souvent a cause de la mutation
secondaire T790M.

Pour contourner cette résistance, des inhibiteurs de 2¢ génération comme afatinib (Giotrif) et
dacomitinib ont été développés. Ceux-ci se lient de facon irréversible au domaine kinase de
I’EGFR ainsi qu’aux autres récepteurs de la famille HER (HER2, HER4). Leur but est de
fournir une inhibition plus soutenue, mais leur large spectre d’action entraine des effets
secondaires plus marques, et leur efficacité reste limitée contre la mutation T790M.

Enfin, les inhibiteurs de 3¢ génération, comme osimertinib (Tagrisso), ont été congus pour
cibler spécifiquement les formes mutées de I’EGFR, notamment la mutation T790M, tout en
épargnant le récepteur de type sauvage. Ces molécules se lient de maniere covalente au résidu
Cys797 du domaine kinase. Elles offrent une meilleure tolérance, une activité cérébrale
démontrée, et une efficacité élevée chez les patients porteurs de la double mutation
L858R/T790M. Toutefois, des résistances de novo peuvent apparaitre, notamment a travers la

mutation C797S, soulignant la nécessité d’un développement thérapeutique continu. [49,50]
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I11.1. Introduction

Il 'y a plus de 30 ans, les méthodes de docking moléculaire in silico ont été introduites
dans le processus de conception de nouvelles molécules actives. Ces méthodes permettent
d'étudier les interactions entre un ligand et sa cible biologique, dans le but de I'inhiber ou de
l'activer, offrant ainsi une alternative plus facile a mettre en ceuvre, plus rapide et moins
colteuse que les approches expérimentales. L'objectif principal du docking est de prédire si
un ligand peut se lier au site actif d'un récepteur et de comprendre les modalités de cette
interaction, notamment en déterminant la conformation et I'orientation de la molécule lors de
sa liaison au récepteur. Les techniques de docking visent donc, d’une part, a identifier les
ligands réels parmi les molécules testées et, d’autre part, a déterminer les poses correctes,
c’est-a-dire les conformations adoptées par le ligand lors de cette interaction. Pour ce faire,
ces méthodes combinent un algorithme de recherche, qui génére des modes d'interactions
hypothétiques du ligand avec le récepteur (les "poses"), et une fonction de score qui permet de

classer ces poses selon un score prédit d'affinité. [1]

Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un composé moléculaire a partir de
molécules séparées. Ainsi, les programmes d'amarrage sont des outils importants dans les
domaines de la biologie, de la pharmacologie et de la médecine, ou la plupart des substances
actives sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét
thérapeutique, géenéralement une protéine (récepteur), dans le but d'affecter le mécanisme

dans lequel cette protéine est impliquée. [2]

11.2. Docking moléculaire
11.2.1 Docking

Le docking est une méthode informatique permettant de prédire les interactions
possibles entre des ligands (tels que des substrats, activateurs ou inhibiteurs) et les acides
aminés présents dans la structure d'une protéine. Ce processus se divise en deux phases:
d'abord, une étape de placement du ligand dans le site actif de la protéine, suivie d'une
seconde étape d'évaluation des interactions énergétiques potentielles entre le ligand et la
protéine (figure 11.1). Les techniques employées pour chacune de ces étapes varient en

fonction du logiciel de docking utilisé. [4, 5]
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Actuellement, un grand nombre de logiciels de Docking moléculaire sont disponibles
tels que: AutoDock, [6] Glide, [7] GOLD, [8] DOCK, [9, 10] AutoDock Vina, [11] rDock,
[12] FlexX, [13] Surflex, [14] et MOE [15]. lIs différent dans les stratégies de recherche, les

fonctions de notation, I'efficacité computationnelle, I'interface utilisateur, etc.

Figure 11.1: Docking protéine-ligand. [3]

11.2.2 Scoring

Le processus d'amarrage permet de générer une liste de composés qui représentent des
modes de liaison favorables entre la petite molécule (ligand) et le grand récepteur
moléculaire. Les méthodes de scoring déterminent ensuite I'énergie de liaison du complexe
formé et fournissent un score pour les positions induites par I'amarrage, dans le but de trouver

la ou les positions qui imitent le mieux la réaction réelle. [16]
11.3. Les outils du docking moléculaire

Le docking (ou amarrage moléculaire) désigne un ensemble de simulations moléculaires
utilisant diverses approches pour analyser les modes d’interaction entre deux molécules. Dans

la majorité des cas, il s’agit d’'une macromolécule, généralement une protéine (la cible), et
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d’une petite molécule (le ligand). Le terme "docking" est fréquemment utilisé pour désigner

spécifiqguement l'interaction entre une protéine et un ligand. [17, 18]
11.3.1 Le récepteur

Cette étape préliminaire du docking moléculaire est consiste au téléchargement des
structures chimiques (Enzyme dans notre cas). La plupart des structures sont disponibles via
la «Protein Data Bank » (http://www.pdb.org) et téléchargés sous forme PDB. Protein Data
Bank ou PDB [19] est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle
(structure 3D) de macromolécules biologiques: protéines essentiellement et acides nucléiques.
Ces structures sont essentiellement déterminées. Par cristallographie aux rayons X ou par
spectroscopie RMN.

11.3.2 Ligand

Le choix du ligand est une étape essentielle dans le docking moléculaire. Il est crucial
que ce choix soit pertinent, car le site actif du récepteur est spécifique, ce qui évite les essais
inutiles avec des molécules non adaptées. Le ligand doit également étre représenté sous forme
tridimensionnelle pour réaliser un docking moléculaire. Il existe deux principales méthodes
pour obtenir la structure chimique d'un ligand donné. La premiére méthode repose sur
I'utilisation de bases de données de structures chimiques connues, appelées chimiotheques ou
espaces chimiques, qui sont souvent utilisées a des fins commerciales. La seconde méthode
consiste a utiliser des ligands issus de la PDB ou de la littérature, qui peuvent étre dessinés,
optimisés et enregistrés dans différents formats (pdb, mol, mol2, mdb, etc.) grace a des

logiciels de modélisation moléculaire tels que chemDra, Arguslab, Titan ou Sybyl. [20]

11.3.3 Le programme de docking moléculaire MOE

Le Molecular Operating Environment (MOE) est une plateforme logicielle compléte
congue pour la découverte de médicaments, intégrant des outils de visualisation, de
modélisation, de simulation et de développement méthodologique au sein d'un seul package.
Il est largement utilisé par les biologistes, les chimistes médicinaux et les chimistes
computationnels dans les secteurs: pharmaceutique, biotechnologique et académique. MOE
fonctionne sur divers systéemes d'exploitation tels que Windows, Linux et macOS [21].

Voici les principales étapes pour travailler avec le logiciel MOE pour le docking moléculaire:
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1. Préparation de la protéine (Récepteur):

-

-

-

Obtenir la structure de la protéine, souvent a partir de la Protein Data Bank (PDB).
Nettoyer la protéine: Retirer I’eau, les cofacteurs.

Utiliser le module protonate 3D: ajout des atomes d’hydrogéne manquants, ajout de
liaisons au centre actif, fixation des atomes distants et détermination de la

configuration d'énergie potentielle la plus basse.

2. Préparation du ligand:

-

-

Charger la structure du ligand dans MOE. Cela peut se faire a partir de différents
formats de fichiers (comme MDB pour une banque de ligands) ou en construisant la
structure dans le constructeur de MOE.

Optimiser la géométrie du ligand pour obtenir une conformation stable et énergétique
favorable a l'interaction avec le récepteur en utilisant les champs de force appropriés
(par exemple, MMFF94)

Enregistrer le ligand préparé (mdb).

3. Définition du site de liaison du ligand:

-

Utiliser MOE-Compute-Site Finder-Apply pour identifier et sélectionner une poche de
liaison appropriée sur la protéine.
Si aucun ligand n'est présent, considérer initialement la poche avec la plus grande

taille.

4. Réalisation du docking:

-

Définir les paramétres de docking (compute-Dock):

= Récepteur : Sélectionner la protéine préparée (Récepteur + Solvant).

= Ligand: Sélectionner le fichier mdb correspondant a la banque de ligands ou le
fichier du ligand individuel préparé.

= Placement et Score : Choisir le nombre de poses a genérer et a conserver (plus il y
en a, mieux c'est, en tenant compte du codt de calcul). Utiliser la méthode par
défaut. Les méthodes de placement incluent Triangle Matcher. Les fonctions de

score incluent London dg pour 1’énergie de liaison et GBVI /WSA pour I’affinité.

5. Etude des conformations de docking:

> Une fois le docking terminé, les résultats sont affichés dans le Database Viewer.

> Ouvrir le Database Browser (Database Viewer - File - Browse) pour observer les

conformations.
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> Pour une meilleure visibilité, choisir différentes représentations d'atomes pour le
ligand docke et le ligand de référence.
> Parcourir les résultats, en considérant le score 'S' (plus négatif, meilleur) pour
identifier les meilleures poses.
6. Analyse des interactions ligand-protéine:
» Utiliser I'option d'interaction ligand pour visualiser les interactions 2D et 3D entre le
ligand et la protéine.

> Examiner les liaisons hydrogéne et les contacts hydrophobes.
11.4. Type de docking moléculaires

Il existe trois types de docking, classés en fonction de la flexibilité prise en compte pour

le ligand et/ou le récepteur :
11.4.1 Docking rigide

Dans cette approche, le ligand et la protéine sont considérés comme rigides (figure 11.2
et figure 11.4A). Le docking rigide prend uniquement en compte les rotations et les
translations du ligand. Cette méthode, qui suit le principe "clé et serrure”, limite la spécificité
et la précision des résultats, car seul un ligand ayant la bonne taille et forme pourra se fixer

sur la protéine ou la cible. [22]

yi
. h

Figure 11.2. : Tllustrant le principe de «la clé et de la serrure» d*Emile Fisher. [22]

'
—y
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11.4.2 Le docking semi-flexible

Implique un récepteur rigide et un ligand flexible (figure 11.3 et figure 11.4B),
permettant des mouvements de rotation, de translation et de modification des angles pour
optimiser les interactions entre les deux. Cette approche est couramment utilisée dans les
outils de docking modernes, car elle offre un bon compromis entre la rapidité des simulations
et la précision des résultats, avec une fonction de scoring basée sur le champ de force
AMBER (incluant van der Waals, liaison hydrogéne, interactions électrostatiques et entropie

conformationnelle).

Ensembles

d’atomes fixes

Récepteur Récepteur

(a) Ligand en collision avec le récepteur (b) Changement de la conformation de la
molécule suivant ses angles de torsion

Figure 11.3: Changement de conformation d'un ligand au contact d'un récepteur. [23]

11.4.3 Le docking flexible

En revanche, permet a la fois au ligand et au récepteur de subir des changements
conformationnels, modélisant ainsi mieux les phénoménes de reconnaissance moléculaire
(figure 11.4.C). Cependant, cette méthode présente des défis en termes de complexité et de
temps de calcul, car elle implique une estimation énergétique plus complexe et I'ajout de
termes pour les interactions intra-récepteurs. Une alternative consiste a réaliser plusieurs
simulations de docking semi-flexible avec différentes conformations du site de liaison. Les
approches qui échantillonnent des degrés de liberte internes du site actif, notamment les
chaines latérales, permettent de mieux modéliser ces changements, mais augmentent

exponentiellement le nombre de possibilités a explorer. [23]
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Rigid docking /u..nd\
J— (Both receptor
+ /I igand and ligand are
& /j rigid) A
\ Ligand

Flexible-rigid

docking(ligand is

flexible and receptor

is rigid) B

+ \uem

( Flexible docking(both
\Uigand. receptor and ligand Ligand
+ 1 are flexible)
O Ii -
C

Figure 11.4: Approches rigide et flexible. [24]

I1.5. Interactions protéine -ligand

11.5.1 Interactions électrostatique

Certains acides aminés possedent des charges électriques positives ou négatives, ce qui
entraine des interactions électrostatiques (figure 11.5). Ces interactions peuvent se produire sur
des distances relativement longues (environ 10 A) entre des groupes d'atomes portant des

charges électriques opposées. [25]
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Figure 11.5: Interactions électrostatiques. [25]

11.5.2 Interactions de Van Der Waals

Les interactions de Van der Waals sont des forces électrostatiques qui se produisent
entre les nuages electroniques des molécules (voir Figure 11.6). Ces forces, qui sont
généralement attractives, ne se manifestent qu’a de trés courtes distances, leur intensité

augmentant lorsque les molécules en interaction sont proches et de grande taille. Leur effet est
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renforcé lorsque les molécules possedent des liaisons internes polaires. Ainsi, ces forces
électrostatiques de faible intensité sont responsables des liaisons intermoléculaires de faible

puissance. [26]
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Figure 11.6: Les forces de Van Der Waals. [26]
11.5.3 Interactions hydrogenes

La liaison hydrogene est un type de liaison chimique non covalente, souvent appelée
interaction dipdle-dipdle, qui se manifeste entre deux molécules ou au sein de la méme
molécule. Elle repose principalement sur l'interaction entre un atome donneur d'électrons
(comme I'oxygéne, l'azote ou le fluor) et un atome accepteur d'électrons (comme les groupes
OH ou NH2). Cette liaison résulte du transfert partiel d'un électron célibataire vers le
groupement hydrogene. On distingue les liaisons hydrogene intramoléculaires (a l'intérieur
d'une méme molécule) et intermoléculaires (entre différentes molécules figure 11.7). Des

exemples illustrant ces liaisons sont présentés ci-dessous. [27]

5+ S
S S+ S
8+
8+
3+ [N
H L
8+

Figure 11.7: Exemples d’une liaison hydrogéne. [27]
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11.5.4 Les interactions hydrophobes

Les molécules sans groupes chargés ou atomes capables de former des liaisons
hydrogéne ne peuvent pas shydrater, et sont donc qualifiées de substances hydrophobes
(figure 11.8). L'effet hydrophobe désigne la tendance de ces groupes a se regrouper par

coalescence pour minimiser leur contact avec l'eau. [28]

EEEEEEER

Figure 11.8: Interactions hydrophobes. [28]

11.6. Paraméters drug-like
11.6.1. Régle de Lipinski

Il était essentiel de compléter cette analyse en évaluant les propriétés
pharmacocinétiques des composés ayant obtenu les meilleurs scores énergétiques, afin
d'évaluer leur biodisponibilité par voie orale, en appliquant la regle de Lipinski . Cette regle

stipule les critéres suivants: [29]

2 Masse moléculaire < 500 Da;
> LogP<5;
2 Accepteurs de liaisons H < 10;

» Donneurs de liaisons H < 5.
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11.6.2 La régle de Veber
Suggerent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA) sont des
déterminants importants de la biodisponibilité orale .Pour une biodisponibilité orale ideale, il

existe deux autres descripteurs identifiés par Veber et al [7,18]:
> Une surface spécifique polaire inférieure a 140 A2 ;
> Un nombre de liaisons rotatives inférieur a 10. [30]

11.7. Propréités ADME

Les propriétés ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion) sont
cruciales pour évaluer la pharmacologie d'un médicament candidat (figure 11.9). Elles
déterminent la facon dont un médicament se comporte dans I'organisme et influencent son

efficacité et sa sécurité. Voyons plus en detail chaque composante :

A
A
Meoccament - 2 Absorption
‘ . Mode de pondtration

Métabolisme
Mode de ASCOMPOBtIOoN

Distribution
Destination

d Transporteurs

Y

- . .
> =05 -
W Excrétion /i\
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Figure 11.9: Schéma de I’étude médicament son administration dans I’organisme.

11.7.1 Absorption

L'absorption est un processus complexe influencé par plusieurs facteurs, notamment les
propriétés de la substance (taille moléculaire, solubilité, pKa, Log P), les conditions
physiologiques internes (pH local, surface d'absorption) et l'activité des enzymes et
transporteurs dans le tractus gastro-intestinal. En pharmacocinétique, I'absorption désigne le
passage des médicaments dans la circulation systémique, et varie selon la voie
d'administration (orale, intraveineuse, etc.). Ce travail se concentre sur la voie orale, la plus

courante. L'absorption intestinale humaine est souvent mesurée par le pourcentage de la dose
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atteignant la veine porte aprés passage de la paroi intestinale. La biodisponibilité orale
correspond a la quantité de substance atteignant la circulation systémique apres absorption et

métabolisme hépatique, et n'est pas équivalente a la quantité totale absorbée.
11.7.2 Distribution

En ce qui concerne la distribution, une fois qu’un compos¢ est absorbé par la membrane
intestinale, il doit étre transporté dans le corps pour atteindre sa cible. La distribution fait
référence au transport du médicament d'un organe a un autre. Le sang joue un réle central
dans le transport du médicament vers divers tissus en fonction de l'affinité du médicament
pour ces tissus. Le principe actif du médicament existe sous deux formes dans le plasma : une
forme libre, active, qui permet au médicament de diffuser et d'atteindre son organe cible, et
une forme liée aux protéines plasmatiques, sous laquelle le médicament ne peut diffuser et ne
peut donc atteindre son site d’action. Les médicaments acides se lient principalement a
I’albumine, tandis que les médicaments basiques se lient a 1’acide alpha-glycoprotéique.La
barriere hémato-encéphalique (BHE) constitue un facteur clé dans la régulation de
I’environnement cérébral. Pour qu’un médicament agisse sur le systéme nerveux central, il
doit franchir cette barriere. Les "régles de cing" ont été établies pour prédire la capacité d’une
molécule a traverser la BHE. Par exemple, les molécules ayant une masse moléculaire
inférieure & 450 Dalton ou une surface polaire (PSA) inférieure a 100 A2 sont considérées

comme plus susceptibles de pénétrer la BHE. [31]

11.7.3 Métabolisme

Le métabolisme représente un processus de biotransformation du principe actif, le
rendant plus polaire et ainsi plus soluble dans les milieux aqueux, comme la bile ou 1’urine,
facilitant son ¢limination par I’organisme. Comme évoqué précédemment, une molécule peut
étre rapidement dégradée par des enzymes des les premiéres étapes de son absorption et de sa
distribution. En conséquence, le principe actif subit souvent plusieurs transformations
biochimiques au cours de son parcours dans I’organisme, ce qui réduit considérablement sa

concentration biodisponible avant d'exercer I'effet thérapeutique recherché.

11.7.4 Excrétion

L’¢limination désigne les processus d'excrétion du principe actif et de ses métabolites.

Ces mécanismes sont essentiels, car une insuffisance de 1’organe chargé de I’élimination peut
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entrainer un ralentissement de [’excrétion, augmentant ainsi le risque d’accumulation du
principe actif dans les tissus, ce qui pourrait causer des effets indésirables. L'élimination des

xenobiotiques est principalement assurée par le foie et les reins. [32]

— Importance des propriétés ADME:

Un médicament avec de mauvaises propriétés ADME sera mal absorbé, distribué ou
métabolisé, ce qui peut réduire son efficacité et I'exposer a un potentiel de toxicité.
L'optimisation des propriétés ADME est une étape critique dans le développement de

médicaments.
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I11.1. Introduction

Des inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant ’EGFR, tels que I’Erlotinib et le Géfitinib,
sont couramment utilisés dans le traitement du cancer du poumon non & petites cellules
(CPNPC) chez les patients porteurs de mutations spécifiques du géne EGFR [1-3]. Leur
mécanisme d’action repose sur leur capacité a se lier au site actif de la protéine EGFR,
bloquant ainsi son activité enzymatique et inhibant la prolifération tumorale. Toutefois,
I’apparition de mutations secondaires, en particulier la double mutation T790M/L858R,
entraine fréquemment une résistance thérapeutique, réduisant considérablement 1’efficacité de

ces inhibiteurs de premiere génération. [4-6]

Ce travail a pour objectif d’analyser, par docking moléculaire via le logiciel MOE, 26
dérivés de la quinazoline en paralléle avec des données in vitro, afin d’identifier de nouveaux
inhibiteurs de ’EGFR efficaces contre sa forme normale (PDB:1M17) et sa forme mutée

(PDB:4122), notamment la double mutation T790M/L858R.

Par ailleurs, les données expérimentales in vitro ont montré que plusieurs de ces composes
présentent une activité cytotoxique significative contre la lignée cellulaire cancéreuse Hela,
notamment les composés 21, 22 et 23, dont les valeurs d’ICsp se sont révélées inférieures a
celle du Géfitinib [7]. Ces résultats suggerent que ces molécules agissent probablement via
I’inhibition de la voie de signalisation EGFR-TK, et qu’elles constituent ainsi des candidats

prometteurs pour le développement de nouvelles thérapies ciblées contre le CPNPC.

111.2. Méthodes et matériels

111.2.1 Logiciel

Le logiciel Molecular Operating Environment (MOE) a été utilisé pour les études de docking
moléculaire. Utilisé couramment par les biologistes et chimistes en recherche
pharmacologique et biotechnologique, MOE (figure I11.1) est une plateforme intégrée qui
combine visualisation, modélisation, simulation et développement de méthodes, le tout dans

un seul package. [8]
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Figure IIL.1: L’interface du logiciel MOE

111.2.2 La banque de données protéique (PDB)

La banque de données des protéines (Protein Data Bank: PDB), accessible via le
site http://www.pdb.org (figure 111.2), constitue la principale source d'information en biologie
structurale. Elle permet notamment d'accéder aux structures tridimensionnelles de protéines
présentant un intérét thérapeutique. Ces structures sont principalement obtenues grace a trois
méthodes expérimentales: la cristallographie aux rayons X, la résonance magnétique nucléaire

(RMN) et la microscopie €électronique. [9]
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Figure II1.2: L’interface du site Protein Data Bank .
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111.2.3 Swiss-ADME

Un serveur en ligne permet de calculer les descripteurs physico-chimiques a partir de la
structure 2D ou du format SMILES du ligand, ainsi que de prédire ses propriétes

pharmacocinétiques (ADME) (figure 111.3). [10]

A \issADME °
o

SwissDrugDesign Home About FAQ Help Citng Contact TenmsofUse

For information: We have changed the look and feel of our tool. However, we have NOT changed the underlying technologies
and parameters. Consequently, thes updated Web tool provides exacly the same resuts as the previous version

Enter a list of SMILES here:

58 X8 r+aC,

|

CHsRvEelON<¢

Figure.lIl.3: L’interface du site Swiss ADME.

111.3. Méthodologie des calculs

Dans cette étude, nous avons utilisé le logiciel MOE [11] pour analyser les interactions entre
le site actif des protéines et les ligands quinazolines et leurs dérivés. Le protocole de calcul est

résumé a la figure 111.4.
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1-Préparation d'enzyme

+ Téléchargement de la protéine .
« Elimination les molécules d'eau et les cofacteurs .
« Détecter la cavité de la protéine

‘ 2-Préparation des ligands

* Dessiner par logiciel MOE.
« L'optimisation des ligands grace a logiciel MOE

3-Docking moléculaire

 Recherche la mielleure pose conformation des ligands
« 1/Energies score+ Interaction(distances)
* 2/ RMSD

4-Prédiction des propriétés moléculaire

\J

 Appliquer la régle du Lipinski.
« Appliquer la régle du Veber.

Figure 111.4 : La méthodologie de travail.

111.3.1 Préparation de I’enzyme

Les deux structures (1M17 et 4122) représentent 'EGFR, mais dans des configurations

différentes, et avec des inhibiteurs différents [4, 6, 12-14]:

v' 1M17 (EGFR WT + Erlotinib): Représente I'EGFR kinase dans sa forme normale (WT =

wild-type) et lié & I'Erlotinib. C'est la structure de référence de 'EGFR non mute.

v' 4122 (EGFR L858R/T790M + Gefitinib): Représente 'EGFR kinase avec deux mutations,
L858R et T790M, et lié au Géfitinib. Ces mutations sont fréquentes et souvent associées a

une résistance au traitement par les inhibiteurs de I'EGFR, comme le Géfitinib.

Les étapes de préparation de deux enzymes est comme suit

1. Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein Data Bank

(www.rcsb.org/pdb). [15]
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» EGFR WT (PDB ID: 1M17). Elle est Co-cristallisée avec 1’inhibiteur Erlotinib
(tableau 111.1).

» EGFR double mutation L858R/T790M (PDB ID: 4122). Elle est Co-cristallisée avec
I’inhibiteur Geéfitinib (tableau I11.1).

Tableau I11. 1: Résumé des composants chimiques de
I’Erlotinib et de la Géfitinib.

Synonyme [6,7-bis(2-methoxy- 4-(3'-Chloro-4'-fluoroanilino)-7-
ethoxy)quinazoline-4-yl]-(3- methoxy-6-(3-
ethynylphenyl)amine morpholinopropoxy)quinazoline
Formule chimique C, Hys N3 Oy Cy Hyy CIF N, Og
Masse Molaire 429.9 Da 446.9 Da
symbole AQ4 IRE

< \0/\;::@:9‘ Q/\/\;@:?
tructure /a EFV
Il

» Les structures 3D de nos enzymes ont été obtenues par diffraction en rayon X. Le

tableau I11. 2 regroupe tous les informations sur les deux enzymes.

Tableau I11.2: Données cristallographique de EGFR Kinase

Inhibiteur de Co-cristallisation Erlotinib Géfitinib
Classification Transferase Transferase
Chain A A
Nombre des résidus 354 466
Masse Molaire (KDa) 38.27 38.22
Résolution (A) 2.60 1.71
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%224-(3'-Chloro-4'-fluoroanilino)-7-methoxy-6-(3-morpholinopropoxy)quinazoline%22%5bCompleteSynonym%5d
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2. Notre étude est basée sur la simplification d’enzyme comme une étape clé et essentielle
pour accélérer et simplifier les calculs. Alors on élimine les molécules d’cau et les ions
(figure 111.5). Avec l'effet réducteur de la modélisation moléculaire, le modele des enzymes
est simplifie (figure 111.6). La préparation de I’enzyme a été effectuée a 1’aide du logiciel
MOE2014.

R 1M17 Riaetiin 4122
et St e At e Mo i fe et At gt P i B
+ , [ | ‘ [ | ‘ [ | | [ | ‘ [ | | | + | [ l [ | [ | | [ ‘ [ ‘ [
LB : " 0 2 5 LIS ; 1 § 2 F
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Figure 111.5: Retirer les molécules d’eau et les ions présents sur la structure

(cadrée en bleu)

(@) 1M17 i (b) 4122

Erotinib [ Géfitinib
HN Ty, - ,
~ D\__/N‘/\" ¥ |
AU i

Figure 111.6: Protéine EGFR de tyrosine kinase (a) 1M17 et (b) 4122 simplifiée

3. Détection des cavités
La fonction des enzymes est liée & la présence dans leur structure d’un site particulier appelé
le site actif qui a la forme d’une cavité.

Le logiciel MOE 2014 [11] nous a permis d’identifier et présenter les résidus qui forment les
sites actifs (les cavités) en utilisant le module « Site Finder ».
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Apres utilisations le module site Finder (figure 111.7 et 111.8), nous avons trouve 26 cavités
enzymatiques pour 1M17 (et 27 cavités pour 4122), et nous avons choisi la cavité 1 parce
qu’elle est la plus favorable pour faire notre étude. Elle possede le volume le plus important,
aussi contient le ligand de Co-cristallisation de I'enzyme (Erlotinib pour 1M17 et Géfitinib
pour 4122, voir les tableaux I11. 3 et 111.4).

Fsitehndev i]
[Aloms: Receptor doms v Sohent Visiie Oniy
Site: Size PLB' Hyd Side Residues
206 100 16 34 1:(LYSTB2 ASPTE3 ASNTB4 TLETES GY‘IB& PHESS6 PROI3 ILESL4 VALSSE E9S7 GLNGS8 GLYSSY ASP9GO GLUSGL ARG9G2 MET963 HIS9B4 MET9TS)
300 0.8 13 25 1:(ARGBI2 ASPB13 LEUBI4 ALABLS ARGBI7 VALBS2 PROBS3 TRPBSG METEST ALABSS SERBSL TYRET SERTL ASPAT2 SERSTS)
4 26 061 19 30 1:(TYRITT HISTBL ASNTB4 ILET8S GLY785 TYRS9 TRPT93 PROB24 GLUSGL ARG962)
5 18 052 7 15 1:(ARGBI2 ALAB47 GLUB4B GLYB49 GLYBSO LYSES] VALBS2 ILEBS4 METBST SERBG! ILEBA2 LEUBE3 ARGBES TYRBET)
6

R0 9 19 1:(PHETTL GLYTT2 CYST73 ASPTT6 TYRTTT GLU78R HIS7E1)
17 1:(ASNET6 GLNGT7 ALAGTS LEUGTS ALATA3 SERTA4 VALTAS ASP746 ARGTS2 TYRBE3 ARGEAT)

6

8 15 -0.05 10 27 1:(GLUBES VALBLO LEUB38 LYSBA3 THRSER HISBEO GLNGPO ASP932 LYS336)
9 1 -011 6 4 1:(LEUETS LEUSSD ARGOB1 ALATA3 ARGTS2 LEUTS LEUTSA 6LYTSS)
10 18 -0.22 4 13 1:(GLUBGS ASPBOG ARGBS LEUB3D GLUBA2 LYSBA3 HISBE3)
1 11 -8 5 6 1:(PHEGI9 GLY70Q LEUT23 ARGT24 ALAT2 SERTZS)
M4 -0.29 3 12 1:(GLUGT3 ALAGTA PROGTS ASNGT6 TYR74@ ARGRGT LEUE37)
51 -3 4 12 L:(TH7OL TYR703 GLUT22 LEUT23 ARGT24 GLUTZS)
W9 -035 9 12 1:(MNETBS4 THRSSS PHESBS SERSSE PROSI2 PROSI3 ILESN)

-84 ]

5 B -4 16 1:(GLUBA4 GLUBGO ILESGS THRBGR ILESRS ALAG3L)
16 15 -840 7 17 1:(GLAT8B ASKT92 VALT95 GLNTS6 PHEOA4 SERSAS ALAGAS ARG49)
70 -84 1 5 1:(MET963 NET9T ASPS79 GLUSBR GLUSBI)
1B 10 842 5 19 1:(6LUBSS LYS69 GLUT22 LEUT23 ARGT24 GLUT2S THRTSY SERT6R THR76I GLA7E3)
19 15 043 8 10 1:(LEUGS LYST04 LEUT68 MET769 PROTPO PHET7L GLYTT2)
0 9 -046 6 12 1:(ASNT47 HIS749 LYST99 GLYBO ASNBG TYREE3 ILES41)
A8 -051 8 15 1:(6LY786 SERT8? GLN8B TYR789 PROSS] GLNGS2 ASPIGR GLUSGI)
N8 -850 4 T L:(LESTT NET9TB ASPS79 VALSGE)
B10 -85 10 20 1:(ASNGB2 GLUSES ASPBRS LYS936 PHE3] ARGS38)
UM 882 9 17 1:(LYSG84 THRGGG GLUGB PHESSS LYSGRI ILETEB GLUTLE)
B9 866 12 17 1:(ILES22 LYS2S PROS3S GLUI3G ILEGAD GLUSM3)

8

12 1:(LYSBS5 TRPESH LYSEB9 PROBIR TYRES] ASPE32)

Figure 111.7 : Les cavités de I’enzyme 1M17

Tableau I11.3: Différentes propriétés de cavité 1 détectée par Moe de I’enzyme 1M17

Site | Size® | PLBP | Hyd® | Side” | Residues

1 227 |4.47 |56 102 | LEU694 PHE699 VAL702 ALA719 ILE720 LYS721 LEU723

LYS730 ALA731 GLUT734 ILE735 ASP737 GLU738 TYR740

VAL741 MET742 CYS751 LEU764 ILE765 THR766 GLN767

LEU768 MET769 GLY772 CYS773 ARG812 ASP813 ARG817

ASN818 LEU820 THR830 ASP831 PHE832 GLY833 LEU834

ALAB835 LYS836 LEU837 TYR845 GLU848 LYS851 PRO853

a: le nombre de spheres alpha comprenant le site, b: le score de Propension pour le ligand pour les résidus de contact dans le
récepteur, c: le nombre d'atomes de contact hydrophobes dans le récepteur, d: le nombre d'atomes de contact de la chaine

latérale dans le récepteur.
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Ste Finder
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Tableau I11.4: Différentes propriétés de cavité 1 détectée par Moe de I’enzyme 4122

S PLB! Hyd® Side!

ite |Size®

Sohent Visbée Only

Residues

3 L:(ALTQ2 PrET23 LEiﬂ? ARG748 GLUTAY ALATSS GLUTSB ILETS9 ASPTG GLUTGY VALTES ARGE36 ASPB37 LEUE3S ALAB39 ARGB41 ARGBSS ALABSY LYSB60 LEUBS1
7 1:(THRBAT GLNBA9 HISB5Q HISIEB LEUSBI PROS9G SER99L PROSS SERGSS ASN996 TYRO9S ARG399 ASP1083 METI0NT ASP1068 ASP109 VAL1010 ASP1612)

1:(TYRB01 HIS805 ASNBES ILESRS GLYBLO TYRB13 TRPBI7 PROGAB GLNG49 METSRT PROS90 ASP9%4 TYR9SS)
1:(LYS806 TRP9S NET98 THR309 PHEGLO SER12 LYSI13 PROS14 TYR9LS ASPSL6 LEUS33 PROS34 GLN93S PRO936 PRO337 ILES38)
1:(LEUTE3 VALT69 ASP770 ASNTT1 PROTT2 VALT?4 CYST?S ARGT76 LEUT78 MET790 GLN791 MET793 LYSB46 LYS852 GLU10GS)

7 1:(GLUT62 VALT65 ARGB32 LEUB33 VALB3A HISB35 ARGB36 PHEBSE GLYBS? ARGBSE ALABSY LYS850)
25 1:(ILE740 PAO7AL VAL7A2 NET799 GLATS] LEUTS2 NET?93 PROTSA LYSBAG MET1002 ASP1003 GLUIGG4 GLU16DS)

1:(LEUT4T ARG748 GLUTA9 ALATS® THRTSI SER7S2 ALATSS ILETS9 THA7SS VALT86 LEUBSL LEVS62)
1:(ALAT22 PHET23 ASPB37 ARGBA1 ASNBA2 ARGESB ACEBTS VALGTE PROST?)
1:(GLYB10 SERBL1 GLNBL2 PROSTS GLN976 ASP984 GLUSBS ARGSB6 METS87 HISSBS ALAL6I3)

7 1:(ARG7ES LEUTET TRP731 VAL742 LETT8 GLY779 ILE789)

1:(ARG70S LYSTE8 THR71O GLUTLL TRP73L ILET32 PROT33 GLUT34)
1:(ARG3B6 NETI87 HISIBS LEUIES PRO9SN SERSS])

1:(GLNS76 LEUS79 VAL9B ILEIB] GLN9B2 GLYSE3 ASPSB4 GLUSES)
1:(ARGS73 ASP374 PROSTS GLNGTE ALALG13 ASPI14 NYELRLS)
1:(LEUTI8 LYST28 PRO7A1 LEU792 NET793 PROTS4 PHE?9S GLY7%6)
1:(6LUBB4 TLEBSQ TYRBS] THRBS2 GLNBS4 SERB9S ALASSS ASP9SE)
1:(ARG332 NETS4S ARG3AB LYSH43 TRPOSI NETSS2)

1:(ASP9%4 PHESST TYR998 LEU10R1)

1:(ASP342 NETS45 TLED4G LYSH4S GLUSET LYSS78 METSTL)
1:(LEUBB3 GLUBBA LEUBGT TRPGOB METIS2 ILESS3 ARGIS)
1:(PHET23 GLYT24 THRT2S GLUT4S LETAT ARGT4B GLUTA9 THRTSS)

12 1:(ASPT70 ASNT71 PROTT2 GLUIGGS ASP1006)

1:(ASN26 GLUB2S ASPE30 ARGE32 ARG362)
1:(6LU69 THR71O PHET2 LYSTI3 LYSTI4 6LN787)
1: (ASN396 ARG399 ASP1063 GLU1G4)

Figure 111.8 : Les cavités de I’enzyme 4122

Residues

1 94

342 | 37 | 67 |LEU718 GLY719 SER720 GLY721 PHE723 VAL726 ALA743

ILE744 LYS745 LEU747 MET766 CYS775 LEU788 ILE789

MET790 GLN791 MET793 PRO794 PHE795 GLY796 CYS797

LEU799 ASP800 TYR801 GLU804 HIS805 ARG841 ASNB842

LEU844 THR854 ASP855 PHE856 ARG858 LEU861 LEU862

a: le nombre de spheres alpha comprenant le site, b: le score de Propension pour le ligand pour les résidus de contact dans le

récepteur, c: le nombre d'atomes de contact hydrophobes dans le récepteur, d: le nombre d'atomes de contact de la chaine

latérale dans le récepteur.

111.3.2 Préparation de ligand

Les 26 inhibiteurs ont été dessinés avec le logiciel MOE. L'optimisation géométrique et la

minimisation de I'énergie des ligands ont ensuite été effectuées avec le champ de force AM1

de méme interface Moe.

Le tableau I11.5 présente les structures chimiques des ligands utilisés dans I'étude de docking

moléculaire, préparées par site en line avec SwissADME.
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Tableau I11.5: Structures chimiques des ligands L1-L26
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111.3.3 Docking moléculaire

Le docking moléculaire a été réalisé a I’aide du logiciel MOE 2013.08, dans le but d’évaluer
I’affinité de liaison des composés 1 a 26 au niveau du site de liaison a ’ATP du domaine
kinase du récepteur EGFR. L’énergie des complexes formés a ét¢é minimisée a 1’aide du

champ de force MMFF94 [17], afin d’optimiser leur stabilité.

Pour chaque complexe, dix poses ont été générées, et la meilleure conformation a été

sélectionnée selon les critéres suivants [18] :

1. Energie de score : plus la valeur est faible, plus le complexe est stable ;
2. Interactions avec les résidus du site actif

111.3.4 Prédiction des propriétés moléculaire
Pour étudier la régle de Lipinski et VVeber, nous avons utilisé SwissADME. Nous avons collé
le SMILES de chaque ligand dans SwissADME [16] afin de calculer les propriétés de chaque

ligand.
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111.4. Résultats et discussions

I11.4.1 Les interactions Protéine (EGFR-WT) — Ligand (L1-L26)

Les vingt-six composés ont fait 1’objet d’une étude de docking moléculaire ciblant la forme
normale du récepteur EGFR (EGFR-WT, PDB : 1M17). Les résultats obtenus, incluant les

énergies de liaison et les distances des interactions clés, sont présentés dans le tableau I11.6.

Tableau I11.6: Scores, IC50 et interactions entre les dérivés de la quinazoline et les
résidus du site actif de la protéine EGFR-WT (I1D: 1M17).

ASP 831 H-donor
6-ring NZ LYS 721 Pi-cation 4.52 -1.2
L2 2.7 -5.7413 6-ring CD LYS 721 Pi-H 4.09 -0.6
6-ring NZ LYS721 Pi-cation 4.33 -1.5
L3 3.73 -4.8455 032 NZ LYS721 H-acceptor 297 -9.5
L4 414 -4.9502 S2 17 OE2 GLU 738 H-donor 3.49 -0.4
S217 SD MET 742 H-donor 4.49 -0.5
N 15 Nz LYS 721 H-acceptor 3.03 -11.8
6-ring CG2 VAL 702 Pi-H 4.03 -0.7
LS5 5.65 -5.4358 6-ring CG1 VAL702 PI-H 3.84 -0.6
L6 6.3 -5.5998 035 NZ LYS721 H-acceptor 2.84 -4.5
L7 4.45 -6.3042 6-ring CD1 LEU820 Pi-H 4.19 -0.8
L8 3.7 -6.7077 6-ring CA GLY772 Pi-H 3.57 -0.6
6-ring CD1 LEU820 Pi-H 4.15 -0.7
L9 4.56 -6.3430 035 NZ LYS721 H-acceptor 3.14 -1.0
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 4.66 -0.6
6-ring CA GLY772 Pi-H 3.61 -0.6
L10 37 -6.8291 6-ring CD1 LEU694 Pi-H 3.64 -0.6
L11 6.1 -7.0221 N47 N ASP831 H-acceptor 3.10 -2.1
L12 75 -6.1434 6-ring CD2 LEU694 Pi-H 4.28 -0.6
6-ring CA GLY772 Pi-H 3.64 -0.6
6-ring CD1 LEU820 Pi-H 4.04 -0.8
L13 6.79 -6.7081 6-ring NZ LYS721 Pi-cation 4.43 -0.9
L14 7.8 -6.4727 5-ring CD1 LEU694 Pi-H 3.76 -0.6
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6-ring CD1 LEUS820 Pi-H 411 -0.6
L15 411 -6.4830 6-ring CG1 VAL702 Pi-H 453 -0.8
L16 5.75 -7.8455 6-ring CA GLY772 Pi-H 3.65 -0.7
L17 3.9 -7.2468 048 NZ LYS721 H-acceptor 3.42 -3.2
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 437 -0.6
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 3.95 -0.9
L18 3.04 -6.0774 6-ring N CYST773 Pi-H 4.29 -1.2
L19 5.6 -6.4305 046 NZ LYS721 H-acceptor 3.24 -0.6
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 481 -0.6
L20 4.14 -7.6365 S16 0oD2 ASP831 H-donor 331 -1.4
029 SD MET742 H-donor 3.83 -0.7
5-ring NZ LYS721 Pi-cation 4.02 -0.7
L21 1.85 -8.3000 057 NZ LYS721 H-acceptor 2.94 -10.8
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 4.00 -1.0
L22 25 -7.4566 058 NZ LYS721 H-acceptor 3.01 -9.4
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 3.97 -0.8
L23 2.6 -7.0371 S17 0oD2 ASP831 H-donor 3.20 -2.9
031 OG1 THR766 H-acceptor 2.84 -1.6
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 4.57 -0.6
L24 5.39 -5.5322 S32 OG1 THR766 H-donor 3.34 -1.2
N33 0 GLN767 H-donor 3.22 -0.7
N35 0oG1 THR766 H-donor 3.08 -0.6
6-ring CD1 LEU694 Pi-H 441 -0.6
6-ring CG1 VAL702 Pi-H 3.87 -0.7
L25 4.77 -6.4567 S16 OoD1 ASP831 H-donor 421 -0.4
N19 OoD1 ASP831 H-donor 3.36 -1.5
6-ring CG1 VAL702 Pi-H 4.04 -1.0
L26 5.03 -5.7038 N16 NZ LYS721 H-acceptor 3.00 -9.6
6-ring CG1 VAL702 Pi-H 4.07 -0.8
5-ring CG2 VAL702 Pi-H 3.99 -0.9
6-ring CG2 VAL702 Pi-H 4.47 -0.6

La cytotoxicité in vitro des composeés étudiés (1 a 26) a été évaluée sur la lignée cellulaire cancéreuse HelLa, en prenant le Géfitinib

comme référence standard.
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A partir des résultats présentés dans le Tableau 111.6, six molécules ont été sélectionnées: L16,
L17, L20, L21, L22 et L23, en raison de leurs énergies de liaison inférieures a -7 kcal/mol,
indiguant une bonne affinité pour la cible.

Parmi elles, les ligands L16, L20, L21 et L22 affichent des scores plus faibles que celui du
ligand de réference, ce qui suggere que les complexes formés sont potentiellement plus
stables.

L21 a montré une excellente affinité pour EGFR-WT (8,300 kcal/mol), surpassant celle de
1’Erlotinib (—7,295 kcal/mol).

Ces résultats peuvent étre interprétés a la lumiére des criteres définis par A. Imberty et al.
[19] concernant la force des liaisons hydrogéne en fonction de la distance d’interaction. Selon

cette classification :

= les interactions situées entre 2,5 A et 3,1 A sont considérées comme fortes,
= celles comprises entre 3,1 A et 3,55 A sont qualifiées de moyennes,

= tandis que les interactions au-dela de 3,55 A sont jugées faibles.

En ce qui concerne les interactions hydrophobes, Janiak [20] suggére que la plage optimale
pour ces interactions se situe entre 3,3 et 3,8 A. Toutefois, d'autres chercheurs ont proposé

une plage relativement plus élevée [21, 22].

v' Ligand L21

L’affinit¢ de liaison élevée du composé L21 avec ’EGFR-WT (—8,300 kcal/mol) peut
s’expliquer par la présence d’une liaison hydrogéne forte entre I’atome O57 du ligand et le
groupement NZ du résidu LYS721 (2.94 A°), ainsi que par une interaction pi—H
complémentaire entre le cycle aromatique (6-ring) et le résidu VAL702 (4.00 A°). Ces deux
interactions jouent un rdle clé dans la stabilisation du complexe ligand—protéine au sein du
site actif, ce qui rend théoriquement le composé L21 plus efficace que 1’Erlotinib (figure 111.9)
pour se fixer a la forme normale de ’EGFR (figure 111.10).
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O polar » sidechain acceptor (O solvent residue arene-arene

O acidic <« sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic -» backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor - metalfion contact
proximity ligand receptor
contour ® exposure Oexposure

Figure I11. 9: Les interactions 2D, 3D de ligand de référence (Erlotinib) avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 1M17).
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O polar » sidechain acceptor (O solvent residue ©xSr arene-arene
O acidic < sidechain donor O metal complex ©H arene-H
O basic -» backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
greasy =+ backbone donor : metal/ion contact
proximity ligand receptor
contour - exposure exposure

Figure 111. 10: Les interactions 2D, 3D de ligand 21 avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 1M17).
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v' Ligand L16
Le complexe formé par le composé L16 et I’enzyme (figure I11.11) a une énergie de score (-
7.8455 kcal /mol). Ce composé forme une interaction faible de type pi-H entre 6-ring et CA
du résidu GLY 772 avec une distance de 3.65 A°.

v' Ligand L20
Le complexe formé par le ligand L20 (figure 111.12) présente une énergie de liaison de
-7,6365 kcal/mol, indiquant une bonne affinité avec la cible. Ce ligand établit trois
interactions principales avec le site actif de la protéine EGFR :
Deux liaisons hydrogéne de type donneur avec les résidus ASP831 (distance : 3,31 A-
moyenne) et MET742 (distance : 3,83 A- faible),
Ainsi qu’une interaction pi—cation entre le cycle aromatique a cing chainons (5-ring) du

ligand et le groupement NZ du résidu LYS721, avec une distance de 4,02 A.

Vi

O polar » sidechain acceptor (O solvent residue (©XS) arene-arene
QO acidic - sidechain donor O metal complex ©@©H arene-H
O basic -—#» backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor metal/ion contact

proximity ligand receptor

contour hd exposure Oexposure

Figure.l1l. 11: Les interactions 2D, 3D de ligand 16 avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 1M17).
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O polar » sidechain acceptor O solvent residue (©XS) arene-arene
O acidic - sidechain donor metal complex ©H arene-H
QO basic » backbone acceptor solvent contact (©+ arene-cation
O greasy - backbone donor metal/ion contact

proximity ligand receptor

contour - exposure exposure

Figure 111.12: Les interactions 2D, 3D de ligand 20 avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 1M17).

v Ligand L22

Le complexe formé avec le ligand L22 (figure 111.13) présente une énergie de liaison de

—7,4566 kcal/mol, traduisant une affinité appréciable avec le site actif de la protéine. Deux

interactions principales sont observées :

Une liaison hydrogéne forte entre 1’atome O58 du ligand et le groupement NZ du

résidu LYS721, avec une distance de 3,01 A,

Et une interaction de type pi—H plus faible, impliquant le cycle aromatique (6-ring) du
ligand et le groupement CG2 du résidu VAL702, & une distance de 3,97 A.

Ces interactions contribuent a la stabilité du complexe au sein du site catalytique d’EGFR.
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Figure I11. 13: Les intéractions 2D, 3D de ligand 22 avec les résidus de site actif de la
protéine (ID: 1M17).

= Ligands L17 et L23

Les deux ligands L17 et L23 (figures I11.14 et 111.15) présentent des énergies de liaison

légerement inférieures a celle du ligand de référence (—7,2953 kcal/mol), avec respectivement

—7,2468 kcal/mol pour L17 et —7,0371 kcal/mol pour L23.

Le ligand L17 établit trois interactions principales :

Une liaison hydrogene de force moyenne entre 1’atome O48 du ligand et le
groupement NZ du résidu LYS721 (distance : 3,42 A),
Et deux interactions n—H de faible intensité entre les cycles aromatiques du ligand et le
groupement CG2 du résidu VAL702, avec des distances de 4,37 A et 3,95 A

respectivement.

Ligand L23, il forme également trois interactions cleés :

59




Chapitre I11: Résultats et discussions

Une liaison hydrogéne moyenne de type donneur entre 1’atome S17 du ligand et le
groupement OG2 du résidu ASP831 (distance : 3,20 A),

Une liaison hydrogene forte de type accepteur entre le groupement OH du ligand et
OG1 du résidu THR766 (distance : 2,84 A),

Et une interaction n—H faible entre le cycle aromatique du ligand et le résidu VAL702,
a une distance de 4,57 A.

On conclure de ce partie : Parmi les composés testés, L21 se distingue par une trés forte
activité cytotoxique in vitro (1,85 uM) ainsi qu’une excellente affinité théorique pour

I’EGFR-WT, ce qui confirme sa pertinence comme inhibiteur potentiel du récepteur EGFR.

Les ligands L22 (2,5 pM) et L23 (2,6 pM) ont également montré une bonne activité
cytotoxique, malgré des énergies de liaison légerement inférieures. Cela indique que
I’efficacité biologique d’un composé ne dépend pas uniquement de la valeur de son score de
docking, mais aussi de la nature et de la pertinence des interactions qu’il établit avec les

résidus essentiels du site actif.

QO polar » sidechain acceptor O solvent residue ©XS) arene-arene
QO acidic - sidechain donor metal complex ©H arene-H

basic *» backbone acceptor solvent contact (©+ arene-cation
O greasy - backbone donor metalfion contact

proximity ligand receptor

contour ® exposure Oexposure

Figure I11. 14: Les interactions 2D, 3D de ligand 17 avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 1M17).
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contour - exposure Oexposure

Figure I11. 15: Les interactions 2D, 3D de ligand 23 avec les résidus

de site actif de la

protéine (ID: 1M17).

111.4.2 Les interactions protéine (EGFR-mutant) — Ligand (L16-L23)

Les six molécules sélectionnées ont été soumises a une étude de docking moléculaire sur la

forme mutée de la protéine EGFR (PDB: 4122). Les résultats obtenus, notamment les énergies

de liaison et les distances des interactions, sont présentés dans le tableau 111.7.

Tableau I11.7: Scores et interactions entre les dérivés de la quinazoline et les résidus du
site actif de la protéine EGFR-muté (I1D: 4122).

L16 5.75 -7.6672 / / / / / /
L17 3.9 -7.7491 6-ring CD1 LEU718 Pi-H 3.93 -1.1
6-ring CG2 VALT726 Pi-H 4.14 -0.6
6-ring CA GLY796 Pi-H 3.86 -0.8
L20 4.14 -7.3384 6-ring CG1 VALT26 Pi-H 4.07 -1.3
L21 1.85 -7.4079 6-ring CD1 LEU718 Pi-H 4.09 -1.1
L22 25 -7.8990 6-ring CB CYS797 Pi-H 4.12 -0.8
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L23 2.6 -7.9995 S17 o} ARG841 H-donor 3.38 -2.6

6-ring CA GLY796 Pi-H 4.72 -0.8

D’apres les résultats présentés dans le tableau III.7, les ligands L22 et L23 affichent des
énergies de liaison trés proches de celle du Géfitinib (—8,0026 kcal/mol), atteignant
respectivement —7,8990 et —7,9995 kcal/mol avec la forme mutée d’EGFR (EGFR-
T790M/L858R). Ces valeurs indiquent une affinité notable et suggerent une sélectivité

partielle en faveur de la forme mutée du récepteur.

Le ligand L17 présente également une bonne affinité pour EGFR-mutant, avec un score de
liaison supérieur a celui obtenu pour la forme normale (EGFR-WT), ce qui renforce son

intérét potentiel en tant qu’inhibiteur sélectif.

En ce qui concerne le composé L21, il a montré une affinité remarquable envers EGFR-WT,
avec une énergie de liaison équivalente a celle du Géfitinib et supérieure a celle de I’Erlotinib.
Cependant, sa faible affinité pour la forme mutée limite son intérét dans le cadre d’une
thérapie ciblée des mutations de I’EGFR, ou la sélectivité est essentielle pour I’efficacité

thérapeutique.

Il est bien établi que la mutation T790M agit comme une barriére stérique en rétrécissant la
poche de liaison de I’ATP, ce qui empéche des inhibiteurs comme le Géfitinib de se lier
efficacement. De plus, cette mutation augmente 1’affinité¢ de ’EGFR pour I’ATP, rendant plus

difficile la compétition avec les inhibiteurs classiques.

Dans ce contexte, les ligands L22 et L23 semblent adopter des conformations de liaison
différentes de celle du Géfitinib. lls se positionnent dans la poche de liaison de I’ATP du
domaine tyrosine kinase (TK) de I’EGFR muté, ¢établissant plusieurs interactions
stabilisatrices (liaisons donneur et accepteur d’hydrogeéne, interactions pi—H) avec des résidus

clés.
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o Pour L23, les interactions sont établies avec ARG841 et GLY796 (figure 111.16) ;

e Pour L22, une interaction importante est observée avec CYS797 (figure 111.17).

Ces résidus different de ceux impliqués dans la liaison du géfitinib (figure 111.18), ce qui
suggere que L22 et L23 se fixent dans une région légerement plus éloignée du résidu
gatekeeper T790M [23, 24], leur permettant potentiellement d’échapper a I’effet de la barriére

stérique.

Afin d’approfondir la compréhension des interactions ligand—récepteur, il est fortement
recommandé de compléter les analyses de docking moléculaire par des études de dynamique
moléculaire [23], ainsi que par des évaluations biologiques in vitro, dans le but de vérifier
I’efficacité réelle de ces molécules sur des cellules exprimant I’EGFR muté. Par ailleurs, des
études de relation structure-activité (SAR) [25] s’avérent essentielles pour optimiser la

structure des ligands et améliorer leurs propriétés pharmacologiques.

QO polar » sidechain acceptor O solvent residue (©XZ) arene-arene
Q© acidic - sidechain donor O metal complex SIH arene-H
O basic - » backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
greasy = backbone donor metal/ion contact
proximity ligand receptor
contour ® exposure exposure

Figure I11. 16 : Les interactions 2D, 3D de ligand 23 avec les résidus
de site actif de la protéine (ID: 4122).
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Figure.lll. 17 : Les interactions 2D, 3D de ligand 22 avec les résidus
de site actif de la protéine (I1D: 4122).

greasy
proximity
contour

<

—

» sidechain acceptor
sidechain donor
» backbone acceptor
backbone donor
ligand
- exposure

O solvent residue
metal complex
solvent contact

arene-arene
©H arene-H
@+ arene-cation

metal/ion contact

receptor
exposure

Figure.l1l. 18 : Les interactions 2D, 3D de ligand de référence (Géfitinib) avec
les résidus de site actif de la protéine (ID: 4122).
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On peut conclure que le ligand L21 est le plus performant vis-a-vis de la forme normale de
I’EGFR kinase (EGFR-WT), tandis que les ligands L23 et L22 se révélent étre les plus
efficaces contre la forme mutée (L858R/T790M). Leurs excellents scores de docking, ainsi
que leurs interactions spécifiques avec des résidus critiques du site actif, les positionnent
comme des candidats idéaux pour cibler chaque forme de la protéine EGFR.

Les résultats obtenus a partir des études de docking moléculaire sont en bon accord avec les
données expérimentales in vitro, qui mesurent la capacité des composés a tuer les cellules
cancéreuses (cytotoxicité). Cela signifie que les composés ayant montré une forte affinité de
liaison avec la protéine EGFR lors des simulations informatiques sont les mémes qui ont

présenté une bonne activité antiproliférative en laboratoire.

Ces observations suggerent que ces composes agissent probablement en inhibant le récepteur
EGFR a I’intérieur des cellules, ce qui en fait de bons candidats pour le développement de

traitements anticancéreux ciblés.

111.4.3. ADME

Pour évaluer leur potentiel médicamenteux, les composés substitués ont été évalués avec le
serveur SwissADME [16] afin de vérifier leur conformité aux régles de Lipinski [26] et de
Veber [27]. Les résultats de ces analyses sont présentés au tableau 111.8, qui détaille les
propriétés physico-chimiques de tous les ligands, ainsi que des deux composés de référence
(Erlotinib et Géfitinib).

Tableau 111.8: Les propriétés physico-chimiques

TPSA (A?)  N-rotB  Reégle de

<140 <10 Veber
L21 46955 4.15 4 0 0 97.57 7 0
L22 485,55 3.85 5 0 0 106.80 8 0

L23 41152 250 5 0 0 81.89 7 0

MW: Molecular Weight, MLog P: Logarithm of partition coefficient of compound between n-octanol and water

Regle de Lipinski
HBA : Number of hydrogen bond acceptors, HBD: Number of hydrogen bonds donors.

Régle de VVeber TPSA: Topological Polar Surface Area, n-rotB: Number of Rotatable Bonds,
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Interprétation:

Les propriétés physico-chimiques des ligands L21, L22 et L23 sont compatibles avec une
bonne absorption et interaction biologique. Tous présentent un poids moléculaire < 500 Da,
un logP < 5, et un nombre optimal de donneurs (<5) et accepteurs d’hydrogéne (<10),
favorisant la perméabilité membranaire. Le composé L23, avec une masse molaire inférieure
a celle du géfitinib, pourrait mieux pénétrer le site actif. La faible flexibilité moléculaire (N-
rotB < 10) et une TPSA < 140 A2 renforcent également leur biodisponibilité orale et leur

aptitude a traverser les membranes cellulaires.
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Conclusion générale

Le présent travail s’est focalisé sur 1’étude in silico d’une série de dérivés de la
quinazoline en tant qu’inhibiteurs potentiels du récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR), aussi bien sous sa forme normale (EGFR-WT, PDB: 1M17) que mutée
(EGFR-Muté, PDB: 4122), en comparaison avec des inhibiteurs de réference tels que le
Géfitinib et I’Erlotinib.

L’analyse des résultats de docking moléculaire a permis de mettre en évidence plusieurs

points clés :

Le compose L21 a montré une affinité remarquable pour la forme normale d’EGFR (WT)
avec une énergie de liaison équivalente a celle du Géfitinib et supérieure a celle de
I’Erlotinib. Toutefois, son affinité plus faible pour la forme mutée suggere une faible
sélectivité, ce qui limite son intérét dans un contexte de thérapie ciblée contre les
mutations d’EGFR, mais le positionne comme un candidat potentiel pour inhiber la forme

normale d’EGFR dans d’autres contextes pathologiques.

Certains composés, notamment L22 et L23, présentent des énergies de liaison plus
favorables avec la forme mutée d’EGFR par rapport a la forme normale, suggérant une
sélectivité potentielle pour la mutation, ce qui est un critére important pour minimiser les
effets secondaires en thérapie ciblée.

Le composé L23, en particulier, a montré une énergie de liaison (-7,999 kcal/mol) trés
proche de celle du Géfitinib (-8,00 kcal/mol), avec une masse molaire plus faible (411,52
g/mol), ce qui peut favoriser une meilleure pénétration dans le site actif.

L’analyse des interactions a révélé que L23 se lie dans le méme site actif que le Géfitinib,
mais en établissant des contacts différents, notamment avec ARG841 et GLY796,
suggérant un mode de liaison alternatif qui pourrait étre exploité pour contourner certaines
résistances aux inhibiteurs existants.

Sur le plan pharmacocinétique, tous les composés (L21, L22 et L23) respectent les regles
de Lipinski et de Veber, indiquant une bonne oralité potentielle et une biodisponibilité
favorable.
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Les résultats obtenus a partir des études de docking moléculaire sont en bon accord avec
les données expérimentales in vitro, qui mesurent la capacité des composés a tuer les
cellules cancéreuses (cytotoxicité). Cela signifie que les composés ayant montré une forte
affinité de liaison avec la protéine EGFR lors des simulations informatiques sont les

mémes qui ont présenté une bonne activité antiproliférative en laboratoire.

Ces observations suggérent que ces composes agissent probablement en inhibant le
récepteur EGFR a D’intérieur des cellules, ce qui en fait de bons candidats pour le

développement de traitements anticancéreux ciblés.

Perspective

Compte tenu de la forte affinité de liaison du composé L21 avec la forme normale de ’EGFR
(EGFR-WT), il peut étre envisagé comme un candidat médicamenteux potentiel pour évaluer

son efficacité dans les contextes pathologiques suivants:

o Le cancer colorectal exprimant EGFR-WT
o Le carcinome épidermoide de la téte et du cou

o Les maladies inflammatoires de la peau, telles que le psoriasis

En ce qui concerne les composés L22 et 123, leurs profils d’interaction et leur activité
cytotoxique suggerent qu’ils méritent des études approfondies, notamment :

o Des simulations de dynamique moléculaire (MD simulation) pour évaluer la stabilité
du complexe ligand—protéine ;

o Des évaluations biologiques in vitro sur différentes lignées cellulaires cancéreuses, et
surtout EGFR muté ;

o L’application de ces composés a d’autres mutations activatrices fréquentes de ’EGFR,
telles que la délétion de I’exon 19 ou la mutation L858R, permettrait d’élargir
I’évaluation de leur sélectivité et efficacité thérapeutique potentielle ;

e Des etudes de relation structure—activité (SAR) en vue d’optimiser leur structure

chimique et leur efficacité thérapeutique.
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ANNEXE

Tableau I11: Scores et interactions entre les dérivés de la quinazoline et les résidus du site actif
de la protéine EGFR-muté (ID: 4122).

L1 10.63 | -6.3736 S23 NZ LYS745 H-acceptor | 4 .40 -4.0
6-ring Ccl VAL726 Pi-H 3.96 -0.9
6-ring CD2 LEU844 Pi-H 3.93 -0.6
L2 2.7 -6.1358 N15 OoD1 ASP855 H-donor 3.56 -1.0
S23 NZ LYS745 H-acceptor | 4.43 -2.2
L3 3.73 | -5.6495 / / / / / /
L4 414 | -6.4149 S2 17 o) ARG841 H-donor 3.15 -0.2
L5 565 | -6.6553 6-ring ccl VAL726 Pi-H 4.07 -0.7
6-ring CD2 LEU844 Pi-H 441 -0.6
L6 6.3 -7.5059 C222 0 ARG841 H-donor 3.42 -0.7
L7 445 | -6.9185 6-ring CG1 VALT726 Pi-H 4.37 -0.9
6-ring CG2 VAL726 Pi-H 4.52 -0.8
L8 3.7 -7.0835 6-ring CB CYS797 Pi-H 4.54 -0.7
6-ring CB CYS797 Pi-H 4.06 -0.7
L9 456 | -7.0690 S31 o) ARG841 H-donor 3.27 -0.2
L10 3.7 -7.5456 6-ring CG1 VALT726 Pi-H 3.96 -0.9
L11 6.1 -7.4558 N47 CA ASP855 H-acceptor | 3.59 -1.0
6-ring CD1 LEU718 Pi-H 3.95 -0.8
L12 75 -7.0140 6-ring CD1 LEU718 Pi-H 3.93 -1.1
6-ring CA GLY796 Pi-H 3.86 -0.8
L13 6.79 | -7.1460 / / / / / /
L14 7.8 -7.3631 6-ring CG1 VAL726 Pi-H 3.86 -1.0
L15 411 | -6.8027 6-ring ccl VALT726 Pi-H 4.10 -1.2
6-ring CB CYS797 Pi-H 4.01 -1.1
L16 5.75 | -7.6672 / / / / / /
L17 3.9 -7.7491 6-ring CD1 LEU718 Pi-H 3.93 -1.1
6-ring CG2 VAL726 Pi-H 4.14 -0.6
6-ring CA GLY796 Pi-H 3.86 -0.8
L18 3.04 | -7.1406 S2 o} ARG841 H-donor 3.22 -0.4
6-ring CB ARG841 Pi-H 4.16 -0.9
L19 5.6 -7.6845 S16 NZ LYS745 H-acceptor | 4.41 -0.7
6-ring CB ARG841 Pi-H 4.22 -0.8
L20 414 | -7.3384 6-ring CGl VALT726 Pi-H 4.07 -1.3
L21 1.85 | -7.4079 6-ring CD1 LEU718 Pi-H 4.09 -1.1
L22 25 -7.8990 6-ring CB CYS797 Pi-H 4.12 -0.8
L23 2.6 -7.9995 S17 0} ARG841 H-donor 3.38 -2.6
6-ring CA GLY796 Pi-H 4.72 -0.8
L24 539 | -5.7216 6-ring CG2 VAL726 Pi-H 4.39 -0.7
L25 477 | -6.8079 N19 OoD1 ASNB842 H-donor 3.22 -0.9
N19 Nz LYS745 H-acceptor | 3.52 -0.3
6-ring ccl VALT726 Pi-H 3.96 -0.6
6-ring CD2 LEU844 Pi-H 3.93 -0.6
L26 5.03 | -5.6540 / / / / / /




Les interactions enter les ligands et les résidus de site actif pour les deux enzymes
normale (ID: 1M17) et (ID: 4122) muté.

1: EGRF-WT (ID: 1M17).

O polar * sidechain acceptor O solvent residue (©¥S7 arene-arene
O acidic < sidechain donor O metal complex ©H arene-H
O basic -#» backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
(O greasy = backbone donor : metal/ion contact

proximity ligand receptor

contour A exposure exposure
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2: EGRF-muté (ID :4122) .

O polar » sidechain acceptor
QO acidic < sidechain donor

O solvent residue

O basic » backbone acceptor

(O greasy =+ backbone donor metalfion contact
proximity ligand receptor
contour W exposure exposure

arene-arene
©H arene-H

metal complex
&+ arene-cation

solvent contact
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