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Introduction générale

Le cancer est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le monde. Il
constitue la premiere Cause de mortalité dans le monde entier [1]. Plusieurs facteurs sont
responsables de cette maladie, parmi lesquelles on trouve 1’utilisation des produits chimiques
dans plusieurs domaines. La majorité de ces produits chimiques ont des propriétés
carcinogéne sou toxiques. Donc était considéré comme une maladie aigué [2]. La

chimiothérapie occupe une place importante dans le traitement clinique des cancers.

Les kinases représentent un groupe ubiquitaire d’enzymes qui sont impliquées dans un
grand nombre de processus cellulaires. Par définition, le mot kinase est appliqué aux enzymes
qui catalysent le transfert du groupement phosphate terminal de I’ATP vers un substrat qui
peut étre une petite molécule, un lipide ou une protéine .La plupart des Kkinases sont
impliquées dans les différentes voies de transduction du signal, et en sont des composants
essentiels. D’autres kinases ont un rdéle important dans le métabolisme des glucides, des
lipides, des nucléotides, des vitamines, etc...., d’autres encore participent a la régulation des
génes ou encore a la contraction musculaire. Du fait de leurs réles dans les processus
cellulaires, les kinases font partie des enzymes les plus étudiées au niveau structural,

biochimique ainsi qu’au niveau cellulaire. Par exemple I'EGFR [3].

Les récepteurs du facteur de croissance épidermique EGFR (Epiderme Growth Factor
Receptor) se trouvent a la surface des cellules tumorales et leur rble consiste a envoyer un
signal de croissance au noyau de la cellule. Une mutation de I’EGFR est associée a une

croissance tumorale incontrélée, ce qui peut accélérer la progression du cancer.

Les cellules tumorales porteuses de mutations de ’EGFR sont trés sensibles aux
traitements anticancéreux appelés « Thérapies ciblées » ou « Inhibiteurs de la tyrosine kinase
de ’EGFR ». Les tumeurs présentant une mutation activatrice de I’EGFR pourront étre
traitées par les inhibiteurs de tyrosine kinase, des traitements ciblés. Il est donc important
d’identifier ces mutations pour apporter le traitement le plus approprié. Selon le statut

mutationnel de la tumeur [4].

En se basant sur 1’étude théorique par le biais de 1’outil informatique, on a essayé
d’expliquer et déterminer le mode d’interaction du complexe par la fixation de 1’inhibiteur
dans I’enzyme, avec une meilleure et forte complémentarité. Ces résultats aideront au
développement d’un outil thérapeutique efficace pour lutter contre le développement de la

maladie de cancer. La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils
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informatiques pour traiter le flot de données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces

outils est le Docking moléculaire, ADMET.....

Le role principal du "Docking” moléculaire est de prédire et reproduire des complexes
protéine-ligand [5,6]. Le programme de Docking est utilisé pour placer des représentations
générées par ordinateur d'une petite molécule appelé ligand dans une structure cible
représentée le plus souvent par une protéine. Le ligand peut étre aussi placé dans une partie de
la cible définie par l'utilisateur. Par exemple, le site actif d'une enzyme dans lequel le ligands

placera dans diverses positions, conformations et orientations [7].

Les tests ADME sont effectués pendant la phase préclinique du processus de

découverte de médicaments et sont une partie nécessaire de tout essai clinique [8].

L’objectif de notre travail est de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs
de la tyrosine kinase en faisant appel aux approches de modélisation des interactions enzyme
inhibiteur par Docking moléculaire dans les maladies du cancer. Ces methodes permettent de
rechercher in silico le mode d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son
récepteur (cible thérapeutique) ce qui aide a la prédiction de molécules en un temps limité et
surtout parfois sans avoir a synthétiser celles-ci, suivi par une filtration en utilisant les
propriétés ADME.

Notre travail est divisé en trois chapitres.

e Le premier chapitre présente un apercu général sur le Cancer, et la tyrosine kinase
EGFR.

e Le deuxiéme chapitre nous détaillons sur les différentes méthodes de criblage virtuel
(Docking moléculaire, ADMET).
e 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 1’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre 1 Généralités sur le cancer et la tyrosine kinase EGFR

1.1. Introduction :

Le cancer est un probléeme majeur de santé publique. C'est la principale cause de
déces dans le monde. De nombreux facteurs sont a l'origine de cette maladie, notamment
I'utilisation de produits chimiques dans de nombreux domaines. La plupart de ces produits

chimiques ont cancérigene ou toxique, il est donc considéré comme une maladie aigué [1].

Le cancer est une maladie génétique, causée par ’acquisition de mutations qui
peuvent étre déclenchées par plusieurs substances ou agents. Ces facteurs peuvent étre
chimiques, physiques ou encore biologiques. Une susceptibilité génétique héréditaire est
également mise en cause. Tous ces éléments font du cancer une maladie extrémement

complexe, multifactorielle et hétérogene [2].

1.2. Définition :

Le cancer est un terme général qui s'applique a plus de 100 maladies qui peuvent
affecter n'importe quelle partie du corps. L'une des caractéristiques du cancer est la
prolifération rapide de cellules anormales qui dépassent leur plage normale et peuvent
envahir les parties voisines du corps et semées dans d'autres organes pour former des

métastases [3].

Le cancer est la prolifération incontrdlée de cellules appelées changements malins
dus a certains caracteres inhabituels. La diffusion peut étre maintenue Localisée a (tumeur)
ou propagé a dautres parties par la voie lymphatique (Atteinte des ganglions
lymphatiques) ou par la circulation sanguine (métastase) le cancer est un Maladie de
I'ADN. Il y a déja des anomalies génétiques dans les ceufs Initialement pour les cancers
héréditaires rares qui apparaissent dans certaines cellules de nombreux cancers acquis
dans la vie. Cela signifie que les genes de structure normale au début ont été modifiés. Le
cancer est causé par des anomalies génétiques touchez la cellule. Effectuez généralement
au moins deux révisions, géenéralement plus de révisions quatriemement, il est nécessaire

que les cellules deviennent malignes [4].

1.3. Causes du cancer :

Principalement avec le vieillissement de la population et I'industrialisation,
I’incidence du cancer a fortement augmente [5]. Malgré I'amélioration des techniques de

diagnostic et des traitements, le cancer reste une importante cause de déces a travers le
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monde. Au Canada, c'est la premiére cause de déces avant méme les maladies du cceur [6].
Le cancer le plus fréquent chez I'homme est celui du poumon et le cancer du sein chez la
femme [5]. lls sont également les plus mortels mondialement, mais le taux de mortalité
pour un cancer donné dépend beaucoup du niveau d'industrialisation du pays. L’accés aux
méthodes diagnostiques et aux traitements de pointe influence grandement I’issu d'un
cancer. Par exemple, malgré le fait que le cancer du sein soit le plus fréquemment
diagnostiqué chez les femmes canadiennes, elles ont 87 % de chance de survivre cing ans
et plus [7].

Il est difficile de cibler les causes exactes d'un cancer. Il s'agit d'un ensemble
variant d'un individu a l'autre. Il existe plusieurs facteurs environnementaux bien connus
[5,8] et certains facteurs génétiques [9,10]. Toutefois, I'importance de la génétique dans le
développement du cancer ne fait pas consensus. Elle semble varier d’un cancer a l'autre et
en fonction des génes mutés. Beaucoup de variations génétiques constitueraient plutét une
prédisposition. Parmi les facteurs environnementaux, on retrouve plusieurs éléments reliés
a notre mode de vie tels que la qualité de I’alimentation ainsi que le niveau d'activité
physique [11]. En effet, I'embonpoint est responsable de prés de 4 % des cancers

mondialement, mais son implication peut atteindre jusqu'a 50 % dans certains cancers [12].

La consommation d'alcool et le tabagisme sont aussi d'importants facteurs [5].
Certaines infections chroniques, causées surtout par des virus affectant un organe
spécifique, peuvent favoriser l'apparition d'une tumeur dans lI'organe en question [5, 8]. On
connait, par exemple, le virus de papillome humain qui cause le cancer du col de l'utérus et
les virus hépatiques qui favorisent le cancer du foie [5]. Certaines substances chimiques
industrielles ainsi que des radiations, telles que les rayons ultra-violets, peuvent aussi
causer un cancer en fonction du degré d'exposition [8]. Certains de ces facteurs
environnementaux induisent des modifications directement dans notre ADN qui
s'accumulent avec I'age, et qui sont trés similaires aux modifications retrouvées dans les
tumeurs [13]. Le vieillissement de la population accentue I'accumulation de ces mutations

ou des modifications épi génétiques.

Les derniéres affectent les portions non-codantes des génes. Il semble donc que
nous ayons chacun un certain contr6le sur nos risques de développer un cancer a long

terme.
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1.4. Propriétés des cellules cancéreuses :

- Insensibilité aux signaux extérieurs : perte de I’inhibition du contact.
- Formation anormale de vaisseaux : néo angiogenése.

- Echappement aux défenses immunitaires.

- Potentiel de prolifération illimité « immortalisation ».

- Echappement & la mort cellulaire programmée.

- Prolifération incontrdlée : processus autocrine.

- Invasion des tissus et création de metastases [14].

Indépendance envers les Insensibilité envers les
signaux de prolifération signaux antiprolifératifs

Dérégulation des métabolismes Evasion de la destruction par les
énergétiques cellules immunitaires
~
Résistance a la mort cellulaire Potentiel de réplication illimité

[ Instabilité génomique ?

Capacité d’induction de Capacité d’invasion et de
I’angiogenése métastase

Promotion de Finflammation
tumorale

Figure. 1.1: Propriétés des cellules cancéreuses

I.5. Les etapes de cancérisation :
Différentes étapes ont été identifiées dans le développement d'un cancer :

1.5.1. Phase d’initiation :

Apparition de cellules qui se transforment et qui possédent des capacités

cancéreuses.
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1.5.2. Phase de promotion:

La multiplication des cellules va en augmentant parallélement Aux mutations de
I'ADN du noyau.

1.5.3. Phase de progression :

Etape finale dans le développement de cancer et le néoplasie et Cliniqguement
détectable [15].

Initiation Promotion Progression

Chmb
" SO e G S
Virus
Cellule Cellule Léslon Tumeur
normale inkiée précancéreuse  maligne

Figure. 1.2: Les étapes de cancérogénese
1.6. Les différents types de cancer et difféerentes classifications :

Les cancers sont généralement classés en 3 catégories, a savoir les carcinomes, les

sarcomes et les tumeurs hématopoiétiques :

- Le carcinome : les cellules cancéreuses se développent dans les tissus qui
recouvrent les organes. Les tissus externes (I’épiderme) peuvent aussi €tre touchés. Le
tissu dans lequel les cellules cancéreuses se développent et appelé épithélium. Peut-étre
avez-vous déja entendu parler d’adénocarcinomes ? Dans ce cas, les cellules cancéreuses
se développent directement dans 1’épithélium d’une glande comme cela peut-étre le cas

avec le sein ou encore la prostate.

- Le sarcome : ici, les cellules cancéreuses se développent dans les tissus de
support que sont les os (ostéosarcome), la graisse (liposarcome) ou encore les muscles

(rhabdomyosarcome).
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- Le cancer hématopoiétique : cette derniere typologie concerne les cancers du

sang (leucémie) ainsi que ceux qui touchent les organes lymphoides (lymphome).

Certains spécialistes du cancer distinguent aussi les tumeurs solides des tumeurs
des cellules sanguines. Les tumeurs solides, qui sont les plus courantes, peuvent étre
repérées grace au développement d’une masse. En ce qui concerne les tumeurs des cellules
sanguines, la réalité est tres différente : les cellules cancéreuses sont diffusées dans le sang

et la moelle osseuse [16].

e La classification des cancers en fonction des organes touchés est la plus connue. Le
plus commun Oui :

- Cancer du poumon.

- Cancer du sein.

- Cancer du colon.

- Cancer du foie.

- Cancer du pancreéas.

- Cancer du sang ou leucémie.

- Cancer de la moelle osseuse ou myélome multiple.

- Cancer vasculaire ou sarcome de Kaposi.

- Lymphome hodgkinien et lymphome non hodgkinien [17].

1.7. Les Symptomes :

1.7.1. Anxieté et dépression :

Comme nous le savons tous, la détresse psychologique est une conséquence Le
cancer survient souvent. Plusieurs études ont été menées pour évaluer La prévalence des
symptomes de dépression et d'anxiété chez les patients cancéreux. Déprimé, perte d'intérét
pour les activités de divertissement, le sentiment d'intériorité et le sentiment de difficulté a
se concentrer sont Les symptoémes se retrouvent chez les patients souffrant de dépression.
Probléme en ce qui concerne l'anxiété, il se référe surtout a l'inquietude, a I'excitation,

Irritabilité et tension musculaire [18].
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1.7.2. Insomnie :

L'insomnie est également I'un des probléemes les plus courants rapporté par des
patients cancéreux. L'insomnie peut faire référence a difficulté a s'endormir avant de se
coucher, a s'endormir ou a dormir la nuit se réveiller trop t6t sans s'endormir a nouveau.
Cela peut aussi montrer se manifeste par un sommeil agité et peut étre accompagné de
déficience fonctionnelle (par exemple, fatigue, troubles de I'humeur, performances
Réduire) ou détresse évidente. Bien que l'insomnie survienne Indépendant (insomnie
primaire), peut également étre autres troubles du sommeil (comme I'apnée) ou maladies
psychopathologiques (comme dépression, anxieté) ou liés aux effets physiques d'une
substance (comme la caféine), ou condition physique (p. Ex. Cancer). Ensuite, ces

conditions font référence a I'insomnie Comorbidité [19].

1.7.3. Fatigue :

Parmi les différentes difficultés liées au cancer, plusieurs auteurs soulignez que la
fatigue est le symptome le plus fréquemment rapporté [20,21]. Ce symptome est défini
comme subjectif et multidimensionnel, avec physique (par exemple, manque d'énergie),
cognitif (par exemple, concentration) et les émotions (comme une diminution de la
motivation [22-24]. La fatigue affecte également le processus de traitement, réduire
I'observance du patient avec le traitement de la tumeur [23]. Plusieurs études montre que la
fatigue liée au cancer est plus courante qu'on ne le trouve dans la population générale [25,
26].

1.7.4. Douleur :

La douleur est un phénoméne multidimensionnel, notamment :

Physique (par ex. Emplacement, fréquence, gravité), psychologique (par ex.
Dépression ou anxiété liée a la douleur), cognition (par ex. Douleur, croyances liées a sa
prise en charge) et socialisation [27]. La littérature Braibant, Park et Katz (2010) a souligné
que la douleur associée au cancer symptomes douloureux souvent sous-diagnostiqués et
mal gérés principaux facteurs de risque d'idées et de comportements suicidaires patient

atteint de cancer.
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1.8. Traitements du cancer :

Le traitement du cancer est adapté en fonction de chaque situation. En effet, chaque

patient atteint d'un cancer est un cas particulier et demande une prise en charge appropriée.

Le choix d'un traitement ou d'une combinaison de traitements dépend de plusieurs

facteurs dont les plus importants sont :

- le type de cancer.

- le degré d'extension du cancer.

- la présence d'éventuelles autres maladies.
- I'4ge de la personne.

- I'état général de la personne [28].

1.9. Les différents traitements du cancer :

Systeme de stadification basé sur la taille et le degré de la tumeur La présence
d'infiltration ganglionnaire et de métastases a distance permet classez la plupart des
cancers. Une partie du plan de traitement selon le stade. En ce sens, des traitements dits
locaux sont généralement envisagés. Traitement dit local du cancer précoce (c.-a-d. In situ,
stade 1) Convient aux cancers plus avanceés (c.-a-d. Stade Il et IIl) et aux types de
traitement palliatif (c'est-a-dire prolonger la survie en traitant les symptdmes liés aux
symptémes suivants cancer, mais non guérissable) pour métastases ou stade avancé (c.-a-d.
La quatrieme étape). En plus du stade du cancer, il existe quelques indicateurs
biochimiques dans les cas suivants, il est évident de prendre en compte 1’age et 1’état de
santé genéral du patient décidez du choix de la méthode de traitement des tumeurs [29].

Opération, radiothérapie et chimiothérapie.
1.9.1. Lachirurgie :

Chirurgie, soit pour enlever la tumeur locale, soit afin de poser ou de confirmer un
diagnostic, une activité minimale est également definie utilise pour le cancer du sein, le
tube digestif, le systéeme urinaire et la chirurgie du cancer thoracique, service de
gynécologie, oto-rhino-laryngologie et maxillo-faciale. Le systeme est congu pour garantir
que tous patients, soins de qualité dans tout le pays. Ce le but de la chirurgie est d'enlever

la tumeur et d'évaluer sa gravité et son étendue. Analysez immédiatement les ganglions
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lymphatiques pres de la tumeur. La technologie les procédures chirurgicales deviennent de
moins en moins invasives et de plus en plus d'interventions sont retenues seule la tumeur
est retirée, ainsi que la zone touchée. Cependant, cette approche est il ne peut exister que
dans certaines régions, et parfois il n'est pas autorisé a supprimer toutes les cellules
malades. Pour les petites tumeurs avec une bonne localisation, une chirurgie
laparoscopique est nécessaire par exemple, vous pouvez faire de petits trous et réduire
I'entrainement complications postopératoires. Une simple ablation peut étre suffisante pour
certains cancers, c'est comme si la peau se développait lentement. La plupart des
opérations souvent suivi d'autres traitements, tels que la chimiothérapie ou la radiothérapie,
dans l'ordre prévenir la survenue ou le développement de récidives et de métastases [30].

1.9.2. La radiothérapie :

Aide & detruire les cellules cancéreuses en irradiant et en modifiant les cellules
cancéreuses La constitution genétique de la cellule empéche son développement. Elle
pourrait étre utilisé seul ou en association avec la chirurgie et la chimiothérapie. La dose
délivrée doit pouvoir provoquer des Iésions cutanées suffisamment importantes I'ADN des
cellules cancéreuses, donc elles ne peuvent pas les réparer. Comme lors de la chirurgie, le
principal inconvénient de la radiothérapie vient de la difficulté du traitement traitez les
tumeurs situées dans des endroits difficiles d'accés sans dommage les organes qui les
entourent. Pour plus d'efficacité et de sécurité, il ne peut étre congu que comme

environnement technique trés important.
L'équipement comprend :

-Scanner pour identifier le volume de la tumeur et les organes clés, dispositif de

mise en forme, peut définir le contour de la peau sur le plan transversale ou sagittale.

-Simulateur, équipement de diagnostic radiologique, peut centrer le faisceau ; il
Simule un équipement de traitement en lui permettant de voir chaque objet irradié faisceau,
Systeme informatique utilisé pour effectuer la dosimétrie, qui peut étre visualisé

distribution spatiale de la dose et calcul du temps de traitement [30].
1.9.3. La chimiothérapie :

La chimiothérapie consiste en plusieurs médicaments qui peuvent prévenir les
cellules cancéreuses peuvent les développer ou les détruire. Parce que ces médicaments

sont injection orale ou intraveineuse, et propagation a la plupart des parties du corps, en

11
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revanche, I'effet de la chimiothérapie est systémique (c'est-a-dire général) la radiothérapie
et la chirurgie ont des effets locaux. Mais c'est comme La radiothérapie, la chimiothérapie
peuvent étre utilisées en complément de la chirurgie afin d'éliminer les cellules cancéreuses
résiduelles ou de réduire le taux de récidive. Celui-la trois a quatre semaines entre les
traitements contre le cancer (que ce soit ou non appelé « cycle »), il prend environ six mois
[31]. L'hormonothérapie est considérée lorsque le cancer est consideéré comme hormono-
dépendant, ce qui signifie que la cellule les patients cancéreux, comme la plupart des gens,
comptent sur les hormones pour proliférer cancer du sein et cancer de la prostate. Afin
d'éviter la production d'hormones, il est possible ablation des organes reproducteurs (par
exemple, testicules ou ovaires) ou fournir une hormonothérapie pharmacologique [32,33].

1.9.4. Hormonothérapie :

L'hormonothérapie est un traitement qui consiste a bloquer I'action ou la production
d’hormones naturelles afin d'empécher le développement des cellules cancéreuses.
Contrairement a la chimiothérapie ou a la radiothérapie, qui cherchent a tuer rapidement
les cellules cancéreuses, I'normonothérapie vise a entrainer leur mort a plus long terme en

créant un milieu hormonal qui leur est défavorable.

Le développement de certaines cellules cancéreuses est stimulé par des hormones
qui se fixent sur des récepteurs a la surface de ces cellules. Ces récepteurs sont alors
activés, déclenchant des réactions a l'intérieur de la cellule, comme par exemple une
division cellulaire. On peut comparer I'hormone a une clef qui permet d'ouvrir une serrure

(le récepteur hormonal) [28].

1.9.5. Immunothérapie :

Notre systéeme immunitaire est entrainé a lutter contre les intrus venant de
I’extérieur (bactéries, virus...), mais aussi contre les cellules cancéreuses. Pour ce faire, il

doit cependant réussir a les distinguer des cellules saines.

Le terme générique «immunothérapie» englobe tous les traitements qui
encouragent les défenses immunitaires du patient a attaquer le cancer. Contrairement a la
chimiothérapie et a la radiothérapie, I'immunothérapie ne cible donc pas directement les

cellules cancéreuses mais collabore avec le systeme immunitaire afin de les éliminer.

Il existe plusieurs formes d’immunothérapie et les chercheurs continuent a trouver

de nouveaux moyens de renforcer le systeme immunitaire. La liste ci-aprés est donc

12



Chapitre 1 Généralités sur le cancer et la tyrosine kinase EGFR

provisoire et reprend les principaux traitements disponibles & I’heure actuelle afin de
favoriser une meilleure compréhension des différentes formes d’immunothérapie. D’autres

viendront certainement s’y ajouter a I’avenir.
- Les anticorps monoclonaux.

- Les inhibiteurs de check point immunitaire.
- Les vaccins anticancéreux thérapeutiques.

- La thérapie TIL.

- La thérapie cellulaire CAR-T.

- Les cytokines [28].

1.10. Recepteur tyrosine kinase EGFR :

1.10.1. Introduction :

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est une recapture a la famille des
récepteurs du facteur de croissance épidermique humain ou Human Epiderme Growth
factor receptor (HER) sont parmi les premiers oncogénes identifiés. Ils font partie de la

superfamille des récepteurs a tyrosine kinase, répartis-en 20 familles différentes.

La famille des récepteurs HER comprend quatre récepteurs homologues : HER1
(Erb B1, EGFR, Epidermal Gowth Factor Receptor ), HER2 (Erb-B2), HER3 (Erb-B3), et
HER4 (ErbB4). Ces récepteurs sont des récepteurs transmembranaires présentant un
domaine N-terminal extracellulaire portant le site de fixation du ligand, un domaine
transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire qui porte 1’activité tyrosine
kinase. Ils sont exprimés a 1’état physiologique dans de nombreux types de tissus d’origine
épithéliale, mésenchymateuse ou encore neurale, dans lesquels ils jouent un réle majeur

dans le développement, la prolifération, la différentiation et le métabolisme cellulaire.

Les récepteurs HER sont surexprimés ou présentent des mutations activatrices dans

de nombreux types tumoraux [34].

1.10.2. La structure ’EGFR :

L'EGFR consiste en une seule chaine polypeptidique de 1186 acides aminés, de 170

daltons (kDa), et est exprimé a la surface de la majorite des cellules normales.
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Le récepteur ErbB1 ou EGFR comprend une partie extracellulaire de liaison avec
les ligands et un domaine intra-cytoplasmique connecté par une hélice o unique
transmembranaire. La partie extracellulaire se compose de 4 domaines en tandem. Les
domaines I et I1l forment le domaine de fixation du ligand et les domaines Il et 1V, riches
en cystéines, permettent la dimérisation du récepteur. La partie intracellulaire comprend un
domaine juxta-membranaire suivi d’un domaine tyrosine kinase et le domaine

carboxyterminal contenant des séquences de régulation [35,36].

EGFR

Figure. I. 3: Représentation schématique de ’EGFR

1.10.3. Activation d’EGFR :

EGFR présente un rdle physiologique préférentiel dans le développement des tissus
d’origine épithéliale. Activation du récepteur nécessite sa dimérisation (homodimérisation
ou hétérodimérisation), consécutive a la fixation du ligand. La fixation des ligands au
récepteur a pour conséquence la stabilisation du domaine extracellulaire dans une
conformation favorable a sa dimérisation avec un second. Cette activation est définitive ;
sans mécanisme de déphosphorylation actuellement connu, 1’activité tyrosine-kinase du
récepteur peut se poursuivre indéfiniment. Le récepteur peut étre internalisé et étre dégradé

par la voie lysosomiale ou recyclé et réexprimé a la surface membranaire.
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Cette dimérisation permet la transphosphorylation du domaine kinase intracellulaire
au niveau de résidus tyrosine, permettant ainsi le recrutement de molécules de signalisation
et l’activation des voies de signalisation. Il peut s’agir d’une homo- ou d’une

hétérodimérisation [37].

Les ligands d’EGFR sont de type monomérique c'est-a-dire qu’ils induisent des

complexes avec une steechiométrie ligand/récepteur [38].

L’étude de la structure d’EGFR par cristallographie a révélé qu’il existe sous deux
conformations distinctes [39]. La conformation fermée est inactive car les domaines Il et
IV sont attachés entre eux et empéchent les domaines I et 111 de se rassembler pour former
le site de liaison au ligand. Cette conformation est en équilibre avec une conformation
ouverte active du récepteur ou les domaines II et IV s’¢éloignent des domaines | et 111 ce qui
d’une part forme la poche de liaison au ligand et d’autre part expose la boucle du domaine
Il nécessaire a la dimérisation du récepteur. Les interactions entre les domaines Il et IV

modulent I’orientation des deux autres domaines et ainsi 1’affinité aux ligands [40].

La dimérisation dépend d’interactions récepteur—récepteur induites par
la fixation du ligand. Cette dimérisation est dite asymétrique puisque l'un des domaines
kinase va agir comme un activateur allostérique du second domaine kinase et entraine
I’autophosphorylation en trans des résidus tyrosine kinase de la boucle d'activation et le

début de la signalisation.
Plusieurs voies d’aval, activées par les récepteurs de la famille HER, sont décrites :

- la voie des MAP-kinases (pour Mitogene Activates Protéines), qui fait intervenir

successivement RAS (dont KRAS est un iso forme), RAF (dont BRAF est un iso forme),
MEK, ERK. Elle aboutit a la libération de facteurs transcriptionnels tels que Jun, Fos,
Myc.
- la voie Pi3K/AKT (Pi3K = phosphatidylinositol-3-kinase), impliquée dans la résistance a
I’apoptose et la prolifération cellulaire. Cette voie est négativement régulée par PTEN, par
conséquent considéré comme un gene suppresseur de tumeur. AKT posséde plusieurs
cibles d’aval, qui peuvent étre activées (notamment par mTOR) ou inhibeées.
- la voie protéine kinase C/Jake/STAT [41].
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1.10.4. EGFR et le cancer :

Les mutations, la surexpression ou [’amplification des génes de la famille de
I’EGFR sont fréquemment retrouvees dans les tumeurs solides en particulier les cancers du
sein, de la téte et du cou, du colon, cérébraux et les cancers bronchiques non a petites
cellules. Ces altérations jouent un réle clé dans le développement des cancers favorisant la

prolifération 1’angiogenése ainsi que 1’invasion des cellules tumorales [42].

L’EGFR est un géne normal de la cellule (Epithélial Goth Factor Réception). Son
role est de fabriquer un récepteur situé¢ a la surface de la cellule. Lorsqu’il est activé, ce
récepteur donne a la cellule I’ordre de se multiplier. Dans certains cancers (cancer non a
petites cellules), le gene EGFR est anormal : on parle de mutation. Cette anomalie est
responsable d’une activation permanente du récepteur ; en d’autres termes la cellule regoit
alors 1’ordre de se multiplier en permanence et a l’infini, ce qui en fait une cellule

cancéreuse [43].
Plusieurs modes d’activation oncogénique d’EGFR ont été décrits :

- augmentation de 1’expression d’EGFR par divers mécanismes : augmentation de
la transcription, stabilisation au niveau membranaire par inhibition de son internalisation

ou de sa dégradation, ou encore amplification du gene.

- mutations d’EGFR ayant pour conséquence I’expression d’une forme du récepteur
constitutionnellement active ; on distingue des mutations dans des domaines codant la
partie extracellulaire du récepteur (EGFRvIII) ou sa partie intracellulaire (mutation
T790M)

- augmentation de I’expression des ligands (TGFa).

- auto activation par une boucle autocrine [44].

1.10.5. Les modifications de P’EGFR impliquées dans le cancer :

EGFR a été le premier récepteur tyrosine kinase a avoir été mis en cause dans des
tumeurs humaines. EGFR est impliqué dans le développement de nombreux cancers
humains. Il a été montré que les patients avec des altérations au niveau des récepteurs ont

les maladies les plus agressives.

Dans les cellules cancéreuses, I’EGFR est constitutivement actif par plusieurs

mécanismes, qui régulent normalement [D’activit¢é du récepteur (augmentation de
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I’expression des ligands, voie en aval de ’EGFR déficiente ou des interactions avec les

récepteurs couplés aux protéines G, les RTK ou des molécules d’adhésion).

L’EGFR est donc trés important et est malheureusement répandu dans I’ensemble
des cancers épithéliaux d’ou la nécessité de comprendre comment il est modifié dans ces
cancers et comment ces modifications peuvent induire le développement de cancer. Des
études sur ce sujet sont en cours mais aucune ne permet de comprendre parfaitement les

mécanismes mis en jeu [45].

1.10.6. Inhibiteurs de tyrosine kinases EGFR :

Le récepteur de 1’épiderme goth factor (EGFR) exercant un role important dans la
croissance tumorale des cancers bronchiques non a petites cellules peut étre bloqué par de
petites molécules inhibant spécifiquement la phosphorylation des résidus tyrosine de son
domaine intracellulaire [46].

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) sont désinhibent des protéines a activité
tyrosine kinase, qu’il s’agisse de la partie intracellulaire d’un récepteur transmembranaire

ou d’une protéine impliquée dans la transduction du signal en aval du récepteur [47].

L'EGFR peut étre considéré comme un facteur de survie dans les cellules
tumorales, Faire de cette voie de signalisation une cible attractive pour une intervention
thérapeutique. De nombreux groupes de recherche recherchent des traitements ciblant ce
récepteur pour éradiquer les tumeurs, mais les résultats ne sont pas encore satisfaisants.
Deux principaux traitements anti-B sont utilisés : les anticorps bloquant la conformation le
domaine extracellulaire stable est induit par liaison au récepteur et au ligand de I'inhibiteur
de la tyrosine kinase a petite molécule, qui entre en compétition avec I'ATP pour le

domaine intracellulaire de la tyrosine kinase [48].
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Chapitre 11 Aspects théorique et méthodologiques

11.1 Drug discovery :

11.1.1 Historique et développement :

Dans le passé, la diffusion des savoirs ancestraux en medecine traditionnelle a
longtemps été un facteur déterminant dans la découverte d'un grand nombre de médicaments.
Les principes actifs extraits de substances naturelles d'origine végétale, minérale ou animale
ayant été identifiés, ces ingrédients ont été historiquement sélectionnés grace a l'utilisation et
a des observations empiriques de leurs effets sur le processus de la maladie, il est donc
toujours important d'explorer ces savoirs ancestraux. La pharmacologie ethnique est une
discipline en soi [1]. Par conséquent, la morphine a été séparée du pavot au début du XIXe
siecle et Friedrich Wilhelm a décrit son r6le, ce qui a marqué un tournant historique dans la

recherche de nouveaux médicaments [2].

Cinguante ans plus tard, le développement des médicaments synthétiques a commencé
avec le développement de I'acide acétylsalicylique, qui a ensuite été commercialisé par Bayer
Laboratoires sous la marque « Aspirine » [3]. Depuis, plusieurs médicaments ont également
été identifiés, mais avec de nombreuses avancées dans les domaines de la synthése chimique
et de la pharmacologie, le besoin de développement rapide d'autres ressources de découverte
et de mise en place de méthodes de recherche systématiques en permettant le «
développement de nouveaux médicaments » est rapidement apparu. A une efficacité plus
élevée [4]. Les découvertes de drogues les plus importantes ont eu lieu aux XIXe et XXe

siécles et sont résumees a la figure 1 [5].

Outre la chimie et la pharmacologie, les deux autres disciplines ont également
révolutionné la recherche de nouveaux médicaments et conduit au procéde actuellement
utilisé dans les premiers stades de la recherche et développement (R&D). C'est la génétique :
en mettant en ceuvre de nouveaux outils de découverte, des cibles biologiques définies au

niveau moléculaire et bioinformatique peuvent étre rationnellement sélectionnées et utilisées.
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Figure. 11.1 : Quelques-unes des principales étapes de la découverte de médicaments
aux XIXe et XXe siécles
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La découverte d’une molécule médicamenteuse « Drug Discovery » est un processus
souvent extrémement long, fastidieux et incertain (Figure 2). Pour chaque nouveau
médicament, le temps s’écoulant entre la premicre étape, au cours de laquelle une cible
biologique pertinente dans un processus pathologique donné est identifiée, jusqu’a la mise sur
le marché d’un médicament est estimé a une moyenne de 12 a 14 ans avec un codt global

minimum de 800 millions de dollars [6].

Figure. 11. 2 : Etapes du processus de développement de médicaments (R&D)

En effet, le processus de (R&D), dans I’industrie pharmaceutique, n’est couronné de
succes que pour environ une molécule sur 10000 testées. Les nouvelles méthodes permettant
la découverte de nouveaux médicaments se doivent donc d’innover afin de mettre en évidence
des molécules encore inconnues ayant un certain potentiel d’activité sur des cibles
biologiques connues et les outils mis en place doivent étre capables de guider les chimistes
dans le choix des molécules a cribler et a synthétiser [4,7]. Ce processus suit les étapes

suivantes :
11.1.2 Choix d’une cible thérapeutique :

Le processus de découverte d’un nouveau médicament doit logiquement débuter par la
définition d’une maladie pour laquelle le défaut de traitement adapté est efficace et engendre

un réel besoin médical. Il s’agit le plus souvent de pathologies touchant une grande partie de
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la population, largement étudiées et avec un fort potentiel commercial, comme par exemple

les maladies cardiovasculaires, neuro dégénératives, les cancers, le diabete.

Une fois la maladie définie, une cible thérapeutique, a 1’aide de données issues de la
littérature, doit étre identifiée. Cette cible est une biomolécule, en général une protéine ou un

complexe protéique, impliquée dans un processus pathologique [8].

Avant de rechercher des molécules capables d’agir sur la cible biologique identifiée, il
est nécessaire de procéder a la validation de cette cible. Cette validation consiste d’une part a
s’assurer de 1’effet bénéfique de la modulation de la cible sur la pathologie étudiée tout en
vérifiant d’autre part que les conséquences de ces altérations ne seront pas néfastes. Ces

parametres régulent ce que I’on appelle la « dérogabilité » de la cible [9,10].

De nombreux outils in vitro et in vivo sont utilisés lors de cette étape de validation,
parmi lesquels les animaux transgéniques, les petits ARN interférents (ou Small interféron
RNA si RNA), les anticorps monoclonaux ou encore la chémogénomique (dont le but est de
fournir une petite molécule pour chaque protéine codée par le génome pour explorer les

fonctions cellulaires et guider la découverte de nouveaux médicaments) [11,12].
11.1.3 Identification de hits :

Dans cette seconde étape, les effets de cible en question sont modulés pour pouvoir
agir favorablement sur le processus pathologique en question, et ceci par interaction avec des
molécules. Ces composés ayant la capacité d’interagir avec la cible et susceptibles de moduler
ses effets sont appelés des « touches » ou « hits ». Les hits sont sélectionnés par le criblage «
screening » de librairies de composés « chimiothéques » ciblées ou d’autres non ciblées. Le
screening s’effectue, soit par le biais des tests expérimentaux, qui nécessitent le plus souvent
une connaissance approfondie des systémes étudiés. Ce type de screening, peut s’avérer tres
compliqué a mettre en ceuvre et parfois irréalisable au vues colts financiers et temporels tres

importants, surtout lors d’un criblage a haut débit HTS « High Throughput Screening » [13].

Pour pallier ces difficultés, des techniques de criblage virtuel sur ordinateur « in silico
»ont été développées. Contrairement aux tests expérimentaux, est souvent plus aisé a mettre
en ceuvre, peu colteux et relativement rapide. En revanche, ce criblage données résultats
prédictifs qui doivent donc ensuite étre impérativement validés parades tests expérimentaux,

ceci représente I'inconvenient majeur de ce genre de screening [14].
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Par conséquent la combinaison des deux approches de criblage est utilisée tres
fréquemment lors des processus actuels de R&D de nouveaux médicaments en considérant le
criblage in silico en tant que premier filtre des chimiotheques afin d'identifier les molécules

les plus prometteuses et restreindre le nombre de composés a cribler expérimentalement [15].
11.1.4 Génération et optimisation des leads :

A ce stade, parmi les hits precédemment choisis, quelques molécules se qualifient tétes
de séries ou « leads ». Les leads idéaux sont des composes plus actifs et plus sélectifs que les
hits dont ils sont issus, tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques optimales, qui
vont ensuite permettre de créer des séries de composés ayant une activité démontrée sur la
cible choisie [12].

L'intervention des chimistes et des chémoinformaticiens est déterminante a cette étape
pour obtenir ces leads, en effectuant de vastes etudes de relations structure-activité (SAR)
basées principalement sur la variation et la modification des groupements fonctionnels tout en
gardant leurs squelettes de bases des hits. L’analyse des résultats issus de ces études SAR sont
actuellement assistés par des approches bio-informatiques [16], ce qui permet de guider la
sélection de nouveaux leads en optimisant les propriétés favorables d’activité « Drug-like »
(activité, sélectivité, toxicité, propriétés physico-chimiques,) [17]. Tout en tentant d’améliorer
I’affinité avec la cible et de prouver que I’effet biologique observé est bien induit par

interaction du composé avec la cible [18].
11.1.5 Le tests précliniques et cliniques :

Le rdle dun chimiste au cours du processus R&D se limite dans les
étapes précédemment décrites a identifier des médicaments candidats susceptibles de devenir
un jour un medicament commercialisé10. Une fois les candidats identifiés, place aux tests
précliniques et cliniques qui représentent les étapes les plus longues et les plus colteuses, afin

d’évaluer l'efficacité, la sélectivité et la streté de ces candidats.

Les tests précliniques s’effectuent sur les animaux, in vivo, pour assurer une analyse
du métabolisme, de 1’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 adéquats pour les essais cliniques. De nos jours, pour épargner des
vies animales, ces tests sont réalisés in vitro en remplagant les modéles animaux par des

cellules humaines dérivant de différents tissus et organes [12].
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Cette étape est trés importante puisque la poursuite ou non du développement des
composés et leur entrée en phase clinique sont décidées a cette étape. Cette décision
représente pour 1’équipe de R&D une double prise de risque aux vues du grand cofit financier
de telles études mais aussi et surtout de la grande responsabilité incombée puisque les

candidats médicaments vont étre testés a 1’échelle humaine.

Les tests a échelle humaine appelés « tests cliniques », constituent 1’étape la plus
critique et la plus longue de tout processus de R&D. Cette étape se passe en plusieurs phases
en évaluant [Il'efficacité du candidat meédicament chez 1’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 sassurer de la sécurite du medicament candidat en recherchant les effets
secondaires qui apparaissent lors de 1’administration croissante du candidat médicament et
pour déterminer la dose minimale active et la dose maximale tolérable. Cette phase n'est pas
autorisée quand il s’agit de molécules anticancéreuses et antibiotiques. Dans ces cas, les
chercheurs passent directement a la phase 1. Réalisée sur un groupe de patients malades pour
évaluer D’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 médicament peuvent étre
également déterminés lors de cette phase, et si les effets secondaires sont trop importants le
processus R&D est suspendu définitivement 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 médicament 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 [5].

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 commercialiseé, une derniere phase 1V déebute 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)
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apparaissant plus tard dans la prise du médicament et inexplorés lors des phases précédentes

pour garantir aux patients une plus grande sécurité d’utilisation [12].
11.2 Docking moléculaire :

11.2.1 Introduction :

Il y a plus de 30 ans, I’utilisation des méthodes de Docking moléculaire in silico dans
le processus de conception de nouvelles molécules actives a débuté, afin d'étudier les modes
d'interactions des ligans avec la cible biologique pour I'inhiber ou I'activer. Ce qui est
considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que I'utilisation

d'une méthode expérimentale [19].

Docking (ancrage ou amarrage en frangais) est le nom donné aux simulations
moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes
d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur
macromoléculaire (cible de Docking) dont la structure tridimensionnelle est connue et d’une

petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le

terme Docking seul est couramment employé pour désigner un « Docking protéine-ligand »
[20].
11.2.2 Principe de Docking :

Le Docking est utilisé pour prédire la structure du complexe intermoléculaire résultant
de I’association entre au moins deux molécules. Quand il s’agit de deux protéines, on parle de
Docking protéine-protéine [21], par opposition au Docking protéine-ligand que nous avons

utilisé pour ce travail.

Le processus du Docking est itératif et chaque passe de calcul s’articule en deux
¢étapes. Tout d’abord une portion limitée de I’espace des conformations du complexe protéine-
ligand est explorée afin d’améliorer la pose (orientation et/ou conformation) du ligand dans le
site actif de la protéine. L’étape suivante fait intervenir une fonction de score qui évalue la
qualité de la pose générée [22]; Cette estimation in silico de 1’affinité du ligand pour la cible
est basée sur un examen simplifié des interactions entre les deux partenaires. La répétition du
cycle de recherche associ¢ a 1’estimation du score guidant I’exploration de I’espace doit
assurer la convergence de l’algorithme vers un état représentatif du minimum global de

I’énergie libre d’associa.
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*Le Docking : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de
la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles,

en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.

sLe Soering : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le ligand
et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de Docking. Ce score

permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposée.

Figure. 11.3 : Représentation schématique du Docking de deux molécules

Ligand
Docking “ Scoring
———— —_—
Lignus Protéine Protéine

Complexe + AG

Figure. 11.4 : principe générale d'un programme de Docking
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11.2.3 Les type de docking moléculaires :
° Docking rigide

Dans le cas des méthodes de Docking rigide, la recherche de la pose optimale se
limite au positionnement. Cette opération consiste en la recherche exhaustive dans
I’espace discrétisé des 6 degrés de liberté. Certains programmes, s’ils n’appartiennent pas
a la famille des techniques de Docking rigide, utilisent plusieurs étapes successives
d’optimisation dont les premiéres peuvent s’apparenter a du Docking rigide. Par exemple,
le programme Glide, utilise initialement, dans son approche multi-étape, une recherche
systématique pour positionner le ligand de facon approchée au sein du site actif de la
protéine [23].

o Docking flexible

Lorsque les méthodes de Docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux
étapes sont effectuées successivement pendant toute la durée du Docking. La premiere
étape correspond a une exploration de I’espace conformationnel de maniére a retrouver,
parmi les conformations proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxiéme étape
une fonction de score evalue ces conformations. Il existe plusieurs types d’algorithmes
pour le traitement de la flexibilitt du ligand : les méthodes systématiques
(Fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et les méthodes de simulation

(dynamique moléculaire) [24].

° Docking semi-flexible

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de
libert¢ de I’espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules trés
flexibles. Dans un tel contexte, I’emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait
souvent inapproprié car nécessitant des simplifications importantes au niveau de
I’échantillonnage. D’autres algorithmes, dits de fragmentation, sont employés pour
construire de facon incrémentielle le ligand au sein du site actif de la protéine. L’espace
des conformations du ligand est alors restreint au voisinage d’un ensemble initial d’états
simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction, qui se présente sous diverses
variantes, est notamment adoptée par les programmes DOCK, Flex, et Hammer Head
[23].
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11.3. Les fonctions de score :

Le 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 1’énergie libre
résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a ’association sous forme de

complexe. Le principe thermodynamique est le suivant :
AG = AG complexe - AG ligand - AG protéine

Concrétement, le score est une estimation de 1’affinité entre la macromolécule et la

petite molécule organique. Un score ne prédit donc en rien une activité mais bien une affinité.

Un grand nombre de programmes (commerciaux ou non) de Docking moléculaire sont
d’ores et déja disponibles. Parmi ceux-Ci, nous citerons par exemple AUTODOCK, FLEXX,
GOLD, DOCK et SURFLEX etc. lIs different les uns des autres sur la maniére de représenter
le systeme moléculaire et la maniere de déterminer le score de Docking (fonction de score).
Deux approches sont principalement employées pour la modélisation du systeme protéine-

ligand.
11.3.1 Représentation géométrique :

Cette premiere approche a conduit au développement de méthodes geométriques dites
de complémentarité de forme (Shape complémentarité) ou la protéine et le ligand sont décrits
par des surfaces de descripteurs qu’il suffit d’apparier (Matching). La construction de la
surface de descripteurs de chacune des deux entités prend en compte différentes
caractéristiques telles que la surface moléculaire, la surface accessible au solvant, les

propriétés hydrophobes, la formation éventuelle de liaisons hydrogene, etc.

Dans cette approche, la fonction de score mesure un taux d’appariement correct des
descripteurs entre la protéine et le ligand pour chaque conformation a évaluer. Plus ce taux est
grand, plus le score de Docking est élevé et plus la conformation du systéme protéine-ligand
est optimale. Ces méthodes sont typiquement rapides et robustes. Elles sont choisies
préferentiellement, par exemple, dans le cas d’un scan de plusieurs milliers de ligands

pharmacophores.
11.3.2 Représentation atomique :

La seconde approche repose, quant a elle, sur une simulation du processus de Docking

avec une description atomique du systéme proteine-ligand. La protéine et le ligand sont, au
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début, éloignés a une certaine distance et le ligand doit, au fil de la simulation, trouver sa
position optimale dans le site actif de la protéine apres un certain nombre de déplacements
dans I’espace configurationnel. Ces déplacements correspondent aux Translations et aux
rotations du ligand, auxquelles on ajoute les changements de géomeétrie interne du ligand et de
la protéine (principalement des angles de torsion) si on considere un Docking flexible. Le
traitement explicite de la flexibilité est un avantage indéniable de cette approche par rapport a
la précédente. Cette approche s’apparente aussi d'avantage a un probléme de reconnaissance

moléculaire.

Signalons qu’il existe des fonctions de score liées au traitement spécifique d’un type
de Docking tel que protéine-ligand, protéine-protéine, ou protéine-ADN. Ces fonctions
calculent généralement le score de Docking a partir d’une méthode paramétrée ou empirique

[25]. Nous avons regroupé ces méthodes selon quatre grandes catégories :
. Les fonctions de score basées sur un champ de force :

Les champs de force dans leur forme standard évaluent la somme de deux énergies :
I’énergie entre atomes liés au sein d’une molécule donnée (énergie interne) et 1’énergie entre
atomes non-liés. Ce deuxiéme terme correspond au terme principal de 1’énergie d’interaction
protéine-ligand dans le cas d’une application a un probléme de Docking. La plupart du temps,
les fonctions de score basées sur un champ de forcené considérent qu’une conformation
donnée de la protéine. Ainsi, si I’on compare 1’activité de deux ligands par rapport a cette
méme conformation, cela permet de faire abstraction du terme d’énergie interne de la protéine
qui s’annule dans I’expression de la différence d’énergie libre d’interaction entre les deux

ligands.

De telles fonctions de score présentent certaines limitations qui s’ajoutent a celles
induites par la représentation du systéeme (p. ex. le non représentation explicite du solvant). En
particulier, les effets d’entropie, qui peuvent varier d’un ligand a 1’autre pour un site actif
donné, aussi bien que pour un ligand donné d’un site actif a I’autre, ne sont pas pris en
compte. Seule la contribution enthalpique de I’énergie libre d’interaction est ainsi prise en

compte.

Les fonctions G-Score [26] (basée sur le champ de force de Tripons [26]) et celle
implémentée dans Auto Dock [27] (basée sur le champ de force AMBER) sont des exemples

de ce type de fonction de score.
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. Les fonctions de score empiriques :

Ce type de fonction de score approxime 1’énergie libre de liaison en sommant de
facon pondérée différents termes d’interaction dérivés de paramétres structuraux. Les
différents poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des données
expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de

complexes protéine-ligand.

La plupart des programmes de Docking implémentent ce type de fonction décore
témoignant de leur efficacité (en termes de rapport précision/rapidité). Cependant, le principal
inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisees
poules calibrer qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter leur transférabilité sur
des systemes différents. Parmi les principales fonctions de score empiriques, on peut citer :
Lismore [28].

o Les fonctions de score basées sur des connaissances statistiques :

Ces fonctions de score sont construites a partir déregles fondées sur une analyse
statistique des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. Elles partent du
principe que les distances interatomiques les plus représentées statistiquement dans les
complexes constituent des contacts énergétiques favorables et, qu’a I’inverse, les plus rares
représentent des interactions moins stables. Ainsi, leurparamétrisationdépend de la quantité
d’informations expérimentales disponibles et on doit leur apparition a la profusion de données
structurales accessibles dans des bases de données telles que la PDB. Comme exemple

populaire de ces fonctions de scores : Drugstore [29].
o Les fonctions consensus :

Ces fonctions hybrides combinent les résultats issus de diverses fonctions de score.
On estime qu’il est possible de compenser partiellement les faiblesses intrinséques de chacune
des fonctions de score employées, évitant leurs erreurs individuelles et ainsi d’augmenter la
probabilité d’identifier des composés actifs [30]. Cependant, si les termes des différentes
fonctions de score sont fortement corrélés, I’intérét du consensus devient limité car il peut
entrainer une amplification des erreurs, au lieu d’elles atténuer. Ces fonctions consensus ont

récemment fait I’objet d’une revue [31].
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En plus de la conformation optimale, 1’objectif d’un programme de Docking
moléculaire est idéalement de déterminer I’enthalpie libre (AG) de formation en solution du

complexe [P : L] entre la protéine P et le ligand L, selon :

Solv + Solve AG — [P: L] solve

Quelle que soit I’approche utilisée, les fonctions précédentes nous donnent le score de
Docking sous la forme d’une valeur, souvent abstraite, représentative de la conformation
obtenue du systéme protéine-ligand. Cette valeur n’est pas reliée directement a une grandeur
énergétique du systeme, sauf dans le cas de I'utilisation d’un champ de forces ou le score est
donné par les énergies d’interaction intermoléculaire. Des calculs supplémentaires sont donc
nécessaires, a partir des conformations optimales, pour déterminer la valeur de I’enthalpie

libre de formation [25].
1.4 Le RMSD (Root Meany Square Deviation):

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes par rapport a ceux de
la molécule d’origine. Le mieux possible signifie que la valeur du RMSD entre la pose du
ligand calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est le plus
petit possible. Le positionnement, ¢’est-a-dire 1’identification correcte du site de liaison sur la

protéine, 1’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD [32].

Le RMSD entre deux poses est une mesure géométrique de la distance entre les
positions atomiques de deux structures. Plus la prédiction du positionnement est précise, plus
les différences entre les deux structures sont faibles, plus la valeur du RMSD est basse. La
valeur de RMSD indique une bonne cohérence dans le tableau suivant :

Tableau .11 .1 : Les valeurs de RMSD données par le logiciel MOE.

RMSD RMSD< 15 15<RMSD<35 3.5<RMSD<6 6 <RMSD

Structure Parfait Acceptable Inadequate Inacceptable
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11.5 Les interactions recapture ligand :

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec la structure protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe
peuvent étre de nature stérique électronique ou les deux avec des contributions différentes
[33].

De nombreux type d’interaction non covalente, ont été mis en évidence dans les
complexes protéine- 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 hydrogeéne, liaisons ioniques) et celles de type hydrophobe qui résultent d’un contact

entre des groupements hydrophobe.
11.5.1 La liaison hydrogeéne :

Une liaison hydrogéne résulte de 1’interaction électrostatique entre un atome
d’hydrogéne (H), li¢ par covalence a un atome électronégatif (O, N, S) (donneur) et un
deuxieme atome é€lectronégatif possédant une paire d’électrons non partagée (accepteur)

H H
. /

Liaison hydrogene — 5

H\ /H
©

Figure. 11.5 : La liaison hydrogénée
11.5.2 Les interactions 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 trés 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 [34].
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Figure. 11.6 : Interactions de Van Der Walls

11.5.3 Interactions hydrophobes :

Les acides aminés dont le radical est hydrophobe et apolaire ont la propriété
d’empécher la formation des liaisons hydrogéne entre les molécules d’eau. Ils forment dans la
structure des protéines des zones hydrophobes ou les molécules d’eau ne peuvent échanger

aucune liaison avec les radicaux d’acides aminés [35].

interactions

hydrophobes

Figure. 1.7 : les interactions hydrophobes

11.5.4 Les liaisons ioniques :

Les liaisons ioniques représentent une force de liaison assez importante entre des
groupes fonctionnels qui sont porteurs de charges opposées. Les énergies de ces liaisons

environ 20 kJ mol-1.

36



Chapitre 11 Aspects théorique et méthodologiques

Une liaison ionique peut par exemple se former entre I ‘ion carboxylate d'un résidu
acide, tel celui de l'acide aspartique, et I'ion ammonium d'un résidu basique tel celui qui

provient de la lysine (figure) [36].

lonic bond
(salt bridge)

!

Asp .

Figure. 11.8 : La liaison ionique
11.6 ADMET :

Pour étre efficace en tant que médicament, une molécule puissante doit atteindre sa
cible dans le corps en concentration suffisante, et y rester sous une forme bioactive
suffisamment longtemps pour que les événements biologiques attendus se produisent. Le
développement de médicaments implique I'évaluation de l'absorption, la distribution, le

métabolisme et I'excrétion (ADME) de plus en plus tét dans le processus de découverte.

Une grande variété de méthodes in silico partagent I'objectif de prédire les parametres
ADME a partir de la structure moléculaire. A noter, le travail pionnier de Ilinski et al examiné
des composés actifs par voie orale pour définir des intervalles physicochimiques pour une
probabilité élevée d'étre un médicament oral. (C’est-a-dire la ressemblance médicamenteuse).
C'est ce que l'on appelle la Rule-of-Delve qui définit la relation entre les paramétres
pharmacocinétiques et physicochimiques.

En outre, la pharmacocinétique (comme [’absorption, gastro-intestinale) et la
pharmaco résistance prédiction telles que les régles d’llinski, et le score de biodisponibilité.
Le Hlinski est une régle appliquée pour évaluer la Drug liens pour prédire si un composé est
susceptible d'étre bioactif selon certains paramétres importants tels que le poids moléculaire,
Log, le nombre de HPA et HBD. L'outil suisse ADME a utilisé le vecteur algorithme de

machine (SVM) avec de grands ensembles de données soigneusement nettoyés d'inhibiteurs /
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non-inhibiteurs connus ainsi que substrats / non-substrats. ADMET (Absorption, Distribution,
Métabolisme, Excrétion et Toxicité) dépistage aide probabilité de drogue de composés. Le
format SMILES des ligands a été chargé Wissam, et ADME le criblage a été effectué aux

parametres par défaut [37].

o 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 premiere phase : la voie intraveineuse 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
barriéres qui séparent les différents compartiments de lI'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 l'action de transporteurs.

o Métabolisme

Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par une réaction
enzymatique d’un médicament en un ou plusieurs autres composé€s 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.

o 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 médicament peut
étre le résultat de n'importe quelle voie d'élimination, les éliminations hépatique et rénale
sont, habituellement, les deux principales a prendre en compte dans I'étude des médicaments
[38].

o Toxicité

On peut définir la toxicité comme la mesure du degré a partir duquel un composeé est toxique
pour un organisme vivant. Cette toxicité peut s’appliquer a un organisme entier ou uniquement a un

groupe cellulaire (cytotoxicité) ou bien encore a un organe particulier (organotoxicité). La toxicité
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peut étre aigiie ou chronique. La toxicité aigiic est définie comme celle qui résulte de I’exposition
unique et massive a un agent toxique entrainant des dommages corporels pouvant conduire a la mort.
La toxicité chronique est le résultat de I’exposition prolongée a plus ou moins faible dose a un
xénobiotique toxique dont les effets néfastes ne se font sentir que quelques mois a quelques années
plus tard.

L’approche par mode¢le biochimique est trés appropriée pour 1’étude de la toxicité de
composés chimiques notamment par modélisation moléculaire. Ces techniques sont
fréquemment utilisées lors de la création de molécules, elles évaluent les interactions des
ligands se fixant sur les sites actifs de leurs récepteurs. Par extension, les outils informatiques
de modélisation moléculaire permettent de détecter et d’évaluer de nouveaux composés actifs
sur différentes cibles (Docking). Ces mémes techniques peuvent étre appliquées a la
toxicologie, afin de résoudre des méecanismes réactionnels et de prédire ainsi la toxicité liée a
des interactions ligand-récepteur ou la formation de composés toxiques (par exemple apres
métabolisation) [39].

< Tissus
: Sang PR
Absorption Distribution

M | M-P _
o R——  siedaction
/| —

Métabolisme @ Métabolisme

M : médicament i
P : protéine
R : récepteur

Figure. 11 .9 : Représentation schématique de devenir d’un médicament dans

I’organisme
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Chapitre 111 Résultats et discussions

I11.1. Introduction

La chémoinformatique, et plus spécifiguement la modélisation moléculaire, sont
des techniques permettant de comparer les propriétés physico-chimiques associées aux
molécules chimiques, et d'analyser les interactions supramoléculaires responsables d'un
phénotype biologique, points clés pour la conception de nouveaux ligands. Plusieurs
modeles des méthodes de mécanique quantique aux méthodes de mécanique moléculaire
en considérant notamment la complexité de la molécule et les propriétés qu I'on souhaite

modéliser [1].

Le docking vise a prédire la structure d’un complexe formé par deux molécules
(cible et ligand), la formation de ces complexes est fondée sur la reconnaissance de la
structure tridimensionnelle d’un ligand par un site récepteur et contrdle de 1’activité de
nombreuses molécules. Le plus souvent, le récepteur est une protéine qui possede un ou
plusieurs sites actifs spécifiques, plus ou moins accessibles selon les cas. Le ligand est
généralement une molécule flexible étrangére de petite taille. La liaison entre le ligand et le

récepteur introduit un signal biologique qui peut avoir diverses formes [2].

Le profil ADME d'une molécule est I'ensemble des parametres 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 modéles ADME pour éliminer rapidement les composes ayant les
propriétés physicochimiques les moins similaires avec les médicaments disponibles sur le

marché « drug like » [3].

Ce travail consiste & étudier les interactions entre des nouveaux inhibiteurs de
tyrosine kinase EGFR contiennent 38 molécules avec I’enzyme récepteur du facteur de
croissance épidermique EGFR par docking moléculaire en utilisant le logiciel MOE,

ensuit la deuxieme étape pour voir les propriétés ADME pour les meilleur ligands.

Nous avons calculé I’interaction apres le protocole suivant :
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‘ Préparation de la structure : la cible \

-Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein

DataBank(PDB) .Choix d’une bonne résolution.

-Elimination les molécules d’eau, et les cofacteurs

Minimisation d’énergie

La structure de départ (enzyme)a été optimisées par le logiciel MOE

Les ligands sont optimisées avec Champ de force MMFF94X

L]

Recherche de la meilleure pose
(Conformation)

‘ Bilan d'énergie \

Figure.l11.1 : Protocole générale de calcul
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111.2. Matériels utilisé :

111.2.1.Microordinateur :

Dans notre étude, nous avons utilisé une un microordinateur puissante (processeur
Intel (R) Core (TM) 1.7 GHz, 4 Go de RAM, platform: Windows10). Les programmes
utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation Windows 10 (64bits).

I11. 2.2. Logiciels utilisés :
A). MOE 2014

MOE, « Molecular Operating Environment » est un package c’est-a-dire un
ensemble de plusieurs logiciels destinés a la découverte et a la conception assistée par
ordinateur de molécules biologiquement actives. Celui-ci permet d’effectuer plusieurs
taches pendant un temps trés réduit. Il permet de dessiner les molécules, et les minimiser
pour avoir les meilleures conformations de ces molécules. 1l permet également de docker
plusieurs ligands rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de
maniere successive.

MOE presente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand
change de conformation et s’adaptent a I’environnement. Il est également possible de

représenter I’enzyme et son ligand co-cristallisateur [4].

G vt 2 o
Fie Edit Stiect Resder Prown Compate Window Help L s O oo [EEEENE

Ot

Comsirain «

admgane

WNFFS& PEC Aame Ritban Contacts Fog ITIp

Figure.l11.2 : La fenétre de logiciel MOE
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B). ChemDraw Ultra 12.0 :

Professional est I'outil complet destiné aux chimistes et biologistes, intégrant toute
une gamme d’outils intelligents permettant de faciliter les travaux des chercheurs au
quotidien. En plus des fonctionnalités de ChemDraw Prime, il inclut de nombreux outils

innovants tels que la prévision RMN ou la fonction nom=structure [5].

ChemDraw Ultra - [Untitled Document-1] =] x
File ESt View Object Structure Text Curves Color Online Window Help

(<)
2

=
-

FILY
JoZlwypr Nl

oD@ a

Figure.lll. 3 : La fenétre de logiciel ChemDraw Ultra 12.0
111.2.3. La banque de données protéiques (PDB) :

La banque de données protéiques (Protein Data Bank) est la principale source de
données de biologie structurale et permet en particulier d’accéder a des structures 3D de
protéines d’intérét pharmaceutique. Ces structures sont principalement déterminées par les
deux méthodes la cristallographie a rayons X et la RMN. Les structuralistes du monde
entier sont tenus d'y déposer leurs données expérimentales, de cette facon elles

appartiennent au domaine public [6].

RCSBPDB  Depoet = Search = Viswlkoe = Anlyzn = Downboond = Lean = Mo = Doawmentation =

=1 p | - il n
LD ES o
o AN I vans o
N 506 8 Bl mar g == 'Qo'-mzzn
-

L4 kil Assentty 1 © 5CAV

wefDE Validation @

Mt

v w—

Il

Figure.lll.4: L’interface graphique du site web de base de données PDB
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111.2.4.SwissADME :

Les modeles informatiques constituent des alternatives valables aux expériences.
Ici, nous présentons le nouvel outil web SwissADME qui donne un acces gratuit a un pool
de modeéles prédictifs rapides mais robustes pour les propriétés physico-chimiques, la
pharmacocinétique, la ressemblance avec les médicaments et la convivialité de la chimie
médicinale. Une saisie et une interprétation simples et efficaces sont assurées grace a une
interface conviviale via le site Web http://www.swissadme.ch. Spécialistes, mais aussi un
non expert en chimie informatique ou en chimie computationnelle peut prédire rapidement
des parametres clés pour une collection de molécules pour soutenir leurs efforts de

découverte de médicaments [7].

ﬁ SuisseADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Domicile FAQ Aider Avertissement

Ce site Web vous permet de calculer des descripteurs physico-chimiques ainsi que de prédire les paramétres ADME, les propriétés
pharmacocinétiques, la nature meédicamenteuse et la convivialité de la chimie medicinale d'une ou plusieurs petites molécules pour
soutenir la découverte de médicaments

L'article principal décrivant le service Web et ses méthodologies sous-jacentes est SwissADME : un outil Web gratuit pour évaluer la
pharmacocinétique, la similarité des médicaments et la convivialité de la chimie médicinale de petites molécules. Sci. Rép. (2017)
742717

Pour plus de détails sur le développement et la validation d'iLOG, veuillez vous référer a cet article - ILOGP - une description simple
robuste et efficace du coefficient de partage n- octanol/eau pour la conception de médicaments en utilisant 'approche GB/SA. J Chem
Inf. Modeéle (2014) 54(12):3284-3301

Pour plus de détails sur le développement et la validation du BOILED-Egg, veuillez vous référer a cet article: A BOILED-Egg to prédire
l'absorption gastro-intestinale et la pénétration cérébrale de petites molécules. ChemlMedChem (2016) 11(11):1117-1121

Deéveloppé et maintenu par le Molecular Modeling Group du SIB | Institut suisse de bicinformatique

= x o B @'.‘Jf o @ Entrez une liste de SMILES ici :

I

Ny

Figure.l11.5 : Page d'accueil du serveur SwissADME

111.3 Méthodologie des calculs :

111.3.1.Préparation d’enzyme :

Le téléchargement de enzyme a été fait a partir de la base de données Bookhaven

Protein Data Bank (www.rcsh.org/pdb).

La structure tridimensionnelle de la protéine tyrosine kinase EGFR est identifiée
par le code 5CAV a été obtenue par diffraction aux rayons X a haute résolution (2.73A°)
Structure cristalline de la forme auto-inhibée de EGFR dans un complexe avec le inhibiteur
EGFR (C21 H25 F4 N7 02:(1R)-1-{6-({2-[(3R,4S)-3-fluoro-4-methoxypiperidin-1-
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yl]pyrimidin-4-yl}amino)-1-[(2S)-1,1,1-trifluoropropan-2-yl]-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-2-
yl}ethano ).

Apres le téléchargement du récepteur, nous 1’avons simplifié en ¢éliminant les molécules
d’eau et les cofacteurs, et puis nous avons optimisé le récepteur a I’aide de MOE avec un
champ de force MMFF94X et nous avons minimisé son énergie de maniere & avoir la

meilleure conformation.

Figure. 111.6: La structure 3D de I’enzyme EGFR non simplifié

111.3.2.Préparation des ligands :

Les molécules utilisées dans ce travail sont des dérivés des anthraquinones [8]. Les
ligands sont dessinés en utilisant le logiciel« ChemDrew Ultra (12.0) ». L’optimisation de
la géométrie des ligands a été effectuée a I’aide du champ de forces (MMFF94X) implanté
dans le logiciel MOE, version professionnelle pour détermine la conformation la plus

stable.

Les structures sont représentées dans le tableau 111.1.
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Tableau I11. 1: Structures chimiques 2D des ligands etudiés

Ligand Structure Ligand Structure
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e N (LI

Dans notre travail on s’est basé sur 38 ligands qui sont capable de faire des
interactions avec I’enzyme EGFR et par la suite forme des complexes stables. La structure
chimique du ligand co-cristallisé de code (4ZQ) avec le récepteur du facteur de croissance

épidermique (EGFR) est donnée dans la figure (figure 111.8).

Figure.l11.7 : Structure chimique de ligand de référence (Lref) 4ZQ
111.3.3.Deétection de cavite:

L’identification de sites actifs a une grande importance pour comprendre la
fonction d'une proteine et le mécanisme des interactions. De plus, la connaissance de ces
sites fonctionnels peut étre utilisée pour guider les expériences de mutagenese. Il existe un
certain nombre de cavités ou de poches a la surface des protéines ou se lient de petites
molécules. Par conséquent, I’identification de telles cavités est souvent le point de départ
de la prédiction du site de liaison protéine-ligand pour 1’annotation de la fonction protéique

et la conception de médicaments basee sur la structure [9].

Dans notre travaille nous avons choisi la cavité 1. Le logiciel MOE 2014 a permis

d’identifier et présenter les résidus qui forment les sites actifs (les cavités) en utilisant le
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module « Site Finder ». On donne les propriétés de premiere cavité détectée par MOE dans
le tableau (Tableau 111.2).

La cavité 1 a été choisie pour faire notre calcul de docking car elle posséde :

1. Le ligand qui Co-cristallisé d’EGFR.

2. Un volume important par rapport autres cavités.

3. Les mémes résidus de site actif de la littérature.

Tableau 111.2 : Différentes propriétés de cavité détectée par MOE de EGFR

Site Size PLB Hyd Side Résidus

LEU718 PHE723 VAL726 ALA743 ILE744 LYS745 GLU762
MET766 CYS775 LEU788 ILE789 THR790 GLN791 LEU792
MET793 PRO794 PHE795 GLY796 CYS797 ASP800 TYR801
GLU804 HIS805 ARG841 ASN842 LEU844 THR854 ASP855

1 110 252 34 63

Figure.l11.8 : Cavité 1 d’enzyme EGFR

I11.4. Résultats et interprétations:
111.4.1. Les interactions protéine — ligand :

Nous avons utilisé la méthode de Docking a 1’aide de logiciel MOE 2014. 1l est
basé sur un type de docking semi-flexible et généralement utilisé pour I’amarrage protéine-

ligand, le ligand étant considéré comme flexible et la chaine principale de I’enzyme a été
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maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles. Une fois que le
complexe ligand- récepteur est formé, celui-ci va adapter la conformation la plus stable,

c’est-a-dire avec le niveau énergetique le plus faible. Les résultats dans le tableau suivent :

Tableau I11. 3 : Résultats de SCORE de docking moléculaire

Ligands S Ligands S
L1 -5,2815 L 20 -5,2178
L2 -5,4733 L21 -4,6549
L3 -6,0459 L 22 -5,3051
L4 -5,5954 L 23 -5,0489
L5 -6,2315 L 24 -5,1234
L6 -6,8002 L 25 -5,1206
L7 -6,7406 L 26 -4,9944
L8 -7,3927 L 27 -5,3818
L9 -5,8863 L 28 -5,0772
L 10 -5,0793 L 29 -4,7698
L11 -5,5286 L 30 -4,7987
L12 -5,044 L 31 -5,1409
L 13 -6,2402 L 32 -4,6612
L 14 -6,3594 L33 -5,1297
L 15 -4,8871 L34 -5,0006
L 16 -5,3037 L35 -5,651
L17 -5,0353 L 36 -6,3065
L 18 -5,1909 L 37 -6,6703
L 19 -7,558 L 38 -6,6327
47Q -6,5491

Nous avons sélectionné six molécules L6, L7, L8, L19, L37 et L38 avec qui
présentent 1’énergie de score les plus bas a I’énergie de score de ligand de référence ceci

montre que ces complexes sont plus stables. On peut classer selon 1’ordre suivant :

L19 <L8 <L6 <L7 <L37<L38 <L4ZQ.
54



Chapitre 111 Résultats et discussions

* Ligand de référence :

L’étude de I’interaction de (enzyme- ligand de référence) est importante pour faire
la comparaissant avec des autres ligands Le tableau suivant représenté les différentes

interactions entre les résidus du site actif et le ligand de référence 4ZQ.

D’aprés Anne Imbert et col, Les interactions ayant des distances comprises entre
2.5 A et 3.1A sont considérés comme fortes et celles comprise entre 3.1A et 3.55A sont
supposées moyennes et quand leurs distances sont supérieures a 3.55A elles sont

considéreées faibles [10].

L’analyse visuelle montre que le ligand de référence forme trois interactions avec
le site actif EGFR (Figure 111.9, Tableau 4) : la premiére interaction de type H-donneur
moyenne (entre I’atome C1 de ligand de référence et I’oxygéne du résidu ASP 800) avec
une distance 3.40 A et la deuxiéme de type H-accepteur moyenne (entre I’atome N34 de
ligand de référence et la fonction amine NH2 du résidu MET 793) avec une distance
3.50A, le troisiéme de type pi-H faible (entre I’atome 6-ring de ligand de référence et le
carbone du résidu LEU 718) avec une distance 4.15A.

Tableau I11.4 : Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec 4ZQ

Ligand Récepteur Interaction Distance E(kal/mol)
Cl ASP 800 H-donor 3.40 -0.7
N 34 MET 793 H-acceptor 3.50 -1.6
6-ring LEU 718 pi-H 4.15 -0.7
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© polar » sidechain acceptor O solvent residue

O acidic 4 sidechain donor metal complex

Q basic -+ backbone acceptor solvent contact

O greasy - backbone donor metalion contact
proximity ligand receptor

" contour L4 exposure Oexpusure

(SXEF arene-arene
©H arene-H
@+ arene-cation

Figure.l11.9: L’interaction3D,2D de ligand de référence avec les résidus de site actif

EGFR

* Ligand 6:

La figure 111.10 a révele la présence quatre interactions entre ligand L6 et le site

actif EGFR : la premiere du type H-accepteur fort (entre I’atome O28 de ligand 6 et la

fonction amine NH2 du résidu CYS 797) avec une distance 2.97 A et le deuxiéme type H-

accepteur moyenne (entre 1’atome O41 de ligand 6 et la fonction amine NH2 du résidu

MET 793) avec une distance 3.34 A, et deux interactions de type pi-H (entre I’atome 6-
ring de ligand 6 et le carbone du résidu VAL 726) avec une distance 4.19A et 4.36A

respectivement.

Tableau I11.5: Le rapport des interactions entre les résidus de site actif avec L6

Ligand Récepteur  Interaction Distance  E(kal/mol)
028 CYS 797 H-acceptor  2.97 -5.0
041 MET 793 H-acceptor  3.34 -1.6
6-ring VAL 726 pi-H 4.19 -0.7
6-ring VAL 726 pi-H 4.36 -0.7
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O polar  —»sidechain acceptor O solventresidue  ©18) arene-arene
O acidic  + sidechain donor 0 metal complex  ©@H arene-H

O basic -+ backbone acceptor solventcontact (@4 arene-cation
O greasy + backbone donor - metalfion contact

proximity ligand receptor
“ contour exposure oexpusure

Figure.lll. 10: Les interactions 3D, 2D de ligand 6 avec les résidus de site actif EGFR.

e Ligand 8.
L'analyse visuelle de ligand 8 et les résidus de site actif EGFR indique la présence

deux interactions (Tableau I11.6, Figure I11.11) : la premiére type H-accepteur moyenne
(entre ’atome O17 de ligand 8 et la fonction amine NH2 du résidu LYS 745) avec une
distance 3.19A et le deuxiéme type H-accepteur forte (entre 1’atome 020 de ligand 8 et la
fonction amine NH2 du résidu LYS 745) avec une distance 2.79 A.

Tableau 111.6 : Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le ligand 8

Ligand Récepteur Interaction Distance E(kal/mol)
0 17 LYS 745 H-acceptor 3.19 -0.9
020 LYS 745 H-acceptor 2.79 -1.1
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O polar «# gidechain acceptor (¥ solvent residue ©Xd) arene-arene
O acidic 4+ sidechain donor O metal complex EH arene-H
basic -* backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy - backbone donor metalfion contact
proximity ligand receptor
- contour exposure |::)e)cposure

Figure.lll. 11 : Les interactions 3D, 2D de ligand 8 avec les résidus de site actif EGFR

e ligand 19 :

Dans le tableau I11.7 et figure 111.8 indique que le ligand 19 forme cing
interactions : la premiére type H-acceptor moyenne (entre I’atome O18 de ligand 19 et la
fonction amine NH2 du résidu MET 793) avec une distance 3.20 A , le deuxiéme type
métal (entre I’atome K31 de ligand 19 et I’oxygéne du résidu ASP 800) avec une distance
2.17A | le troisiéme type métal (entre ’atome K32 de ligand 19 et I’oxygéne du résidu
ASN 842 ) avec une distance 2.49 A , le quatriéme type métal (entre 1’atome K32 du
ligand 19 et I’oxygéne du résidu ASP 842 ) avec une distance 2.41 A et le derniére type
pi-H (entre I’atome  6-ring de ligand 19 et le carbone du résidu LEU 718) avec une
distance 4.01A.

Tableau I11. 7 : Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le ligand 19

Ligand Récepteur Interactions Distance E (kal/mol)
018 MET 793 H-acceptor 3.20 -1.8
K31 ASP 800 Metal 2.17 -5.2
K 32 ASN 842 Metal 2.49 -3.6
K32 ASP 855 Metal 241 -4.8
6-ring LEU 718 pi-H 4.01 -0.7
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O polar

~-»gidechain acceptor O solventresidue  (©0] arene-arene

O acidic  + sidechain dener O metal complex~ ©H arene-H
O basic - *backbone acceptor solventcontact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor ~ metalfion contact
_proximity ligand receptor
“-7 contour O

exposure exposure

Figure.lll. 12 : Les interactions 3D, 2D de ligand 19 avec les résidus de site actif EGFR

e ligand 7, ligand 37 et ligand 38 :

Les tableaux (Tableau I11.8, Tableau 111.9 et Tableau
111.13, Figure 111.14 et Figure 111.15) suivant représenté les i
L7, L37 et L38 et les résidus de site actif EGFR.

111.10) et les figures (Figure
nteractions entre les ligands

Les ligands L7, L37 et L38 formes deux interactions la premiere type H-

accepteur fort et moyenne avec une distance 3.16A, 3.39A et

3.29 A successivement avec

I’azote des résidus de site actif CYS 797, MET 793 et MET 793 successivement , et le

deuxiéme type pi-H avec une distance 3.95A , 4.10A et 3.89A successivement avec le

carbone des résidus de site actif VAL 726 ,LEU718 et LEU 7

18 successivement.
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Tableau I11. 8: Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le ligand 7

Ligand Récepteur Interaction Distance E(kal/mol)
029 CYS 797 H-acceptor 3.16 -1.2

6-ring VAL 726 pi-H 3.95 -0.9
Tableau I11. 9: Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le ligand 37
Ligand Récepteur Interactions Distance E (kal/mol)
022 MET 793 H-acceptor 3.39 -1.2

6-ring LEU 718 Pi-H 4.10 -0.6

Tableau 111.10 : Le rapport d’interactions entre les résidus de site actif avec le ligand 38

Ligand Récepteur Interactions Distance E (kal/mol)
028 MET 793 H-acceptor 3.29 -1.5
6-ring LEU 718 pi-H 3.89 -0.7

Val726

4 ) i

\ Cys797
. \ |

»

_proximity . ligand Orecemor
< contour exposure exposure

O polar » sidechain acceptor () solvent residue arene-arene
O acidic 4 sidechain donor O metal complex ©IH arene-H
O basic - * backbone acceptor solvent contact ©+ arene-cation
(O greasy < backbone denor metalfion contact

Figure.l11.13 : Les interactions 3D, 2D de ligand 7 avec les résidus de site actif EGFR
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Arg

841

O polar -+ sidechain acceptor () solvent residue arene-arene
O acigic  + sidechain donor O metal complex  ©H arene-H

O basic - »backbone acceptor solventcontact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor ~ metalfion contact

. proximity ligand receptor
- contour * exposure oexpnsure

Leu718

O polar  --»sidechain acceptor ) solvent residue arene-arene
© acidic  + sidechain donor O metal complex  ©H arene-H
O basic - »backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor -~ metalfion contact

proximity ligand receptor
“- contour . exposure oexposure

Figure.l11.15 : Les interactions 3D, 2D de ligand 38 avec les résidus de site actif EGFR

61



Chapitre 111 Résultats et discussions

111.4.2. ADME

Les propriéteés physico-chimiques telles que la solubilité et la lipophile jouent un
role majeur dans la progression d'un médicament vers un candidat médicament réussi, ces
calculs ont été effectués en utilisant le site SwisSADME. Les paramétres considerés pour
mesurer le score sont la lipophile (0,7 < X Log p < 5), le poids moléculaire (MW) (150 <
MW < 500 g/mol), polarité (20 < TPSA < 130), solubilité (0 < log S <-6) saturation (0,25
< Fraction Csp3 < 1) et flexibilité (0 < des liaisons rotatives < 9) [11]. Les propriétés
physico-chimiques des composes et compose de référence sont indiqués dans le tableau
11.11.

A travers de (tableau 11.) tous les composes ont des valeurs de logP inférieurs a 5
donc ils ont une bonne solubilité dans I’eau, une élimination efficace par les reins et une
bonne perméabilité a travers la membrane cellulaire, sauf L8 est supérieur a 5.

Le poids moléculaire des composes C6, C7, C19, C37, C38 et C4ZQ ayant des
valeurs inférieures & 500 g/mol, donc ils traversent facilement les membranes cellulaires,
mais le compose L8 possede un poids moléculaire supérieur a 500g/mol.

Tableau I11.11: Propriétés physicochimiques des composes C6, C7, C8, C19, C37, C38 et
4ZQ

Comp MW HBA HBD NROT LogP MR  Logs TPSA  CSp3

Cb6 43843 8 0 9 371 11363 -470 113.04 0.29
C7 480,51 8 0 12 496 128.05 -541 113.04 0.37
Cs8 52259 8 0 15 569 14248 -6.48 113.04 0.43
C19 44452 8 0 8 122 7797 -451 14012 0.00
C37 38039 6 0 8 3.74 10198 -453 86.74 0.27
C38 40844 6 0 10 438 11159 -523 86.74 0.33
4ZQ 45541 10 2 6 217 11029 -4.15 101.22 0.47
MW :molecular weigth; HBA : Num. H-bond acceptors;

HBD: Num. H-bond donors; NROT: Num. rotatable bonds;

LogP: Log Po/w (XLOGP3); TPSA: Topological polar surface Area;
MR: Molar Refractivity; CSp3: Fraction Csp3;

Log S : topological method implemented from Delaney;
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Tous les composes sauf le compose C19 ont des valeurs de TPSA supérieure a
140A2, 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 composes C6, C19,
C37et C4ZQ sont inferieures a 10, donc ces composes sont capables de présenter une
activité biologique sans avoir des problémes d’absorption par voie orale.

Tableau I111.12: Druglikeness et biodisponibilité des composes C 6, C7, C 8, C 19, C 37,
C38et42Q

Comp Lipinski Ghose  Veber Egan Muegge Bioavailability

Score
C6 0 0 0 0 0 0.55
C7 0 1 1 0 0 0.55
C8 1 4 1 1 1 0.55
C19 0 0 1 1 0 0.55
C 37 0 0 0 0 0 0.55
C38 0 0 0 0 0 0.55
4ZQ 0 0 0 0 0 0.55

Dans le score biodisponibilité les composes ont la méme valeur (0.55), on peut
observer que les composés C6, C37, C38 respectent la regle de Lipinski et ainsi que les
regle de Veber, Muegge, Ghose et enfin la regle de I’Egan.

Ces résultats indiquent que les composes C6, C37, C3 ont une bonne

biodisponibilite.

Tableau I111.13 : Résultats pharmacocinétique des composes C 6, C7, C 8, C 19, C 37, C38
et 4ZQ

Comp  Abs BBB P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP33A4 LogKp

Gl Perméant substrat Inhibitor inhibitor Inhibitor  inhibitor Inhibitor (cm /s)
C6 Haute No No Yes Yes Yes No Yes -6.21
C7 Haute No No Yes Yes Yes Yes Yes -5.70
C8 Faible No Yes Yes No Yes Yes Yes -4.80
C 19 Faible No No No Yes No Yes Yes -6.65
C 37 Haute No No Yes Yes Yes No Yes -5.76
C 38 Haute No No Yes Yes Yes Yes Yes -5.16
4ZQ Haute No No Yes Yes Yes No Yes -5.76
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Lorsque le médicament est absorbé par le systeme, il rencontre plusieurs barrieres
membranaires telles que des cellules epitheliales, gastro-intestinales, membrane
hépatocytaire, paroi capillaire sanguine, organe restrictif barrieres (par exemple, barriéere
hémato-encéphalique), glomérule et cible cellule. Une molécule est dite moins de peau

permanent si la valeur de log Kp est plus négatif.

D'apres les résultats ADMET (tableau [11.13), tous les composés sont moins
pénétrant dans la peau. L'absorption de la molécule dans l'intestin s'explique par le
parametre gastro-intestinal (Gl), elle est élevée ce qui signifie que les composés C6, C7,
C37, C38 sont fortement absorbés dans l'intestin HIA.

Tous les composés C6, C7, C8, C19, C37, C38 et le composé de référence 4Z2Q

montrent une réponse négative pour Blood Brain Barrier (BBB).

La P-glycoprotéine (P-gp) est un transporteur membranaire impliqué dans la
cinétique de nombreux xénobiotiques. Cette protéine permettant 1’efflux des xénobiotiques
est présente au sein des différents organes responsables de 1’absorption et de 1’excrétion

des médicaments. Tous les composeés (sauf compose 8) sont substrat de P-gp.

Dans la famille des enzymes CYP, le CYP3A4 était le plus importante en raison de
la métabolisation de 50% de tous médicaments et l'enzyme CYP2C9 métabolise

principalement plusieurs médicaments utilisés en clinique.

Donc dans les résultats des propriétés de ADME le compose 6 et le compose 37 ont

donné de bon résultats.
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Conclusion général

Les inhibiteurs de tyrosine kinase constituent une nouvelle classe thérapeutique en
oncologie. De tres nombreux composés sont en cours de développement. Ils sont dirigés
vers des cibles moléculaires spécifiquement exprimées ou surexprimées dans les tissus
cancéreux. L’utilisation de ces agents thérapeutiques est indissociable d’un diagnostic

moléculaire dont les critéres sont encore mal définis.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés aux interactions moléculaires
entre le récepteur du facteur de croissance épidermique abrégé en "EGFR" et 38 dérivés de
I'anthraquinone utilisés comme des futures inhibiteurs a 1’aide du docking moléculaire pour
mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de ces enzymes, ensuit nous avons étudié les

propriétés ADME pour déterminer les meilleurs candidats.

L'étude par docking moléculaire a revélé que les ligands L6, L7, L8, L19, L37,
L38 sont des meilleurs complexes et cela justifie par la présence de différents types
d'interactions en plus que ces ligands ont des niveaux d'énergie les plus faibles par rapport

aux autres complexes.

L’analyse des résultats ADME obtenus montre que les ligands L6, L37 possedent

des valeurs de parametres pharmacocinétiques dans la gamme acceptable.

En conclusion, le résultat prometteur pour le ligand L6 pourrait étre évalué pour

générer de meilleurs candidats médicaments pour le traitement anticancéreux.
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Résume

e cancer représente un probléme majeur de santé publique. Il constitue la

premiére Cause de mortalité dans le monde entier. Ce travail est focalisé sur

I'étude par le docking moléculaire employé pour la recherche de nouveaux
inhibiteurs de la tyrosine kinase EGFR. Pour cela nous avons fait appel a cette Technique,
Cette ¢étude a été assistée par le programme MOE pour comprendre le mode d’interaction de
38 dérivés de l'anthraquinone vis-a-vis du récepteur du facteur de croissance epidermique
Abrégé en "EGFR".

Les résultats de docking moléculaire montrent que les ligands,
L6,L7,L8,L19,L37,L38, sont les meilleures complexes sélectionnées qui donne la plus petite
valeur des énergies par rapport au ligand de référence (4ZQ), ce dernies dont le score est égal
a -6,5491 kcal/mol. On utilise Swiss ADME pour prédite et analyse les propriétés
Druglikenes, et pharmacocinétiques, les résultats montre que les ligand (L6, L37) dans la
gamme acceptable.

Selon les résultats de Docking moléculaire et propriétés de ADMET le compose 6
pourrait les meilleurs candidats de medicament.

Mots Clés : Cancer, EGFR, Docking moléculaire, ADMET.

Abstract

ancer is a major public health problem and the leading cause of death worldwide.
This work is focused on the study by molecular docking used for the search of
new inhibitors of the EGFR tyrosine kinase. This study was assisted by the MOE
program to understand the interaction mode of 38 anthraquinone derivatives with the

epidermal growth factor receptor, abbreviated as "EGFR".

Molecular docking results show that the ligands, L6,L7,L8,L19,L37,L.38, are the best
selected complexes that give the smallest value of energies compared to the reference ligand
(4ZQ), the latter with a score equal to -6.5491 kcal/mol Swiss ADME is used to predict and
analyze the Druglikenes, and pharmacokinetic properties, the results show that the ligand

(L6,L37) in the acceptable range.

According to the results of molecular docking and properties of ADMET compound 6

could be the best drug candidates.

Keywords: Cancer, EGFR, molecular docking, ADMET.



