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Résumeé

Application du Docking moléculaire par SURFLEX Pour la mise en évidence des
nouveaux inhibiteurs de la Kinase dépendante de la cycline 2 (CDK2)

La kinase dépendante de la cycline 2 représente une cible importante pour les traitements
anticancéreux.

Dans le but de concevoir de nouveaux composés a meilleur effet inhibiteur que le composé
«CK2» qui agit sur la cible cdk2, enzyme impliquée dans les tumeurs. Le programme de
docking moléculaire Surflex a été développé pour aider a la mise au point des molécules a
activité thérapeutique. Avec un taux de valeurs de RMSD inférieures ou égales a 2 A de 65,5
% et un coefficient de corrélation de -0,63, les performances du programme Surflex sont
avérées. Ce test a €té suivi d’une analyse visuelle de la superposition des ligands de référence
et ceux obtenus par docking moléculaire.

Un criblage virtuel a été effectué sur une collection de 236 structures avec un taux de similarité
de 92% a notre ligand de référence ont été télécharges a partir de la chimiotheque
« PubChem » afin d’évaluer leur affinité envers la cdk2. Parmi les 236 structures, 22
composés ont présenté des affinités supérieures a celle de notre ligand qui est de 4.63M™.

Les résultats du criblage virtuel par le logiciel Surflex nous a permis de sélectionner les 5
meilleurs composés qui peuvent étre proposes comme meilleurs inhibiteurs de notre cible
thérapeutique cdk2 et pour lesquels nous avons fait une analyse détaillée des diverses
interactions.

Nous avons complété nos essais de modélisation structurale par 20 mono substitutions et 35
bi substitutions, dans le but d’améliorer son action inhibitrice. Parmi lesquelles dix-sept (17)
composeés substitués ont eu des affinités améliorées :

La mono substitution concerne 20 composés et a permis une amélioration de 1’affinité pour 8
composés ; la meilleure (8.95 M) étant celle du composé n°1.

De la bi substitution résulte 35 composés parmi lesquels neuf (9) ont des affinités améliorées
supérieures & 8.95 M ; la meilleure étant celle du composé n°29 qui égale a 9.62 M,

Enfin, I'application de la regle de Lipinski nous informe de maniére positive sur les propriétés
physicochimiques de ces nouvelles molécules ainsi que sur leur biodisponibilité par voie orale
comme médicament qui ne posera aucun probleme.

Il est nécessaire de Vérifier et valider nos résultats theoriques par une étude expérimentale in
vitro et/ou in vivo.

Mots clés : Docking moléculaire, Criblage virtuel, Surflex, RMSD, cdk2, Cancer, Inhibition,
Lipinski.
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Abstract

Application of Molecular Docking by SURFLEX for the demonstration of new
inhibitors of Cyclin 2-dependent Kinase (CDK?2)

Cyclin 2-dependent kinase is an important target for cancer treatments.

In order to design new compounds with better inhibitory effects than the compound «CK2 »
which acts on the target cdk2, an enzyme involved in tumors. The Surflex molecular docking
program was created to help the development of therapeutic molecules. With a rate of RMSD
values less than or equal to 2 A of 65% and a correlation coefficient of -0.6. the performances
of the Surflex program are proven. This test was followed by a visual analysis of the
superposition of the reference ligands and those obtained by molecular docking.

A virtual screening was carried out on a collection of 236 structures with a similarity rate of
92% our reference ligand was downloaded from the "PubChem" library in order to assess
their affinity for cdk2. Among the 236 structures, 22 compounds exhibited affinities greater
than that of our ligand which is 4.63M™.

The results of the virtual screening by the Surflex software allowed us to select the 5 best
compounds which can be proposed as the best inhibitors of our therapeutic target cdk2 and for
which we have made a detailed analysis of the various interactions. We have completed our
structural modelling trials with 20 mono substitutions and 35 bi substitutions, with the aim
of improving its inhibitory action. Among which seventeen (17) substituted compounds had
improved affinities:

Mono substitution involves 20 compounds and has improved affinity for 8 of them: the best
(8.95 M-1) being that of compound n° 1.

Bi-substitution results in 35 compounds of which nine (9) have improved affinities greater than
8.95 M; the best being that of compound N° 29 which is equal to 9.62 M.

Finally, the application of the Lipinski rule informs us positively about the physicochemical
properties of these new molecules as well as their bioavailability by oral route as a drug which
will not pose any problem.

It is necessary to verify and validate our theoretical results by an experimental study in vitro
and/or in vivo.

Keywords: molecular docking, virtual screening, Surflex, RMSD, cdk2, cancer, inhibition,
Lipinski.
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Introduction

Chague individu est constitué de prés de 50 000 milliards de cellules organisées en tissus
(tissu conjonctif, tissu épithélial, tissu nerveux, tissu musculaire) qui vont eux-mémes former
des organes (cceur, cerveau, poumon, peau...). Chaque jour, au sein de chaque organe, des
milliers de cellules vont se multiplier (par division cellulaire) et d’autres vont mourir (par
apoptose). Ce renouvellement constant permet d’assurer le bon fonctionnement de 1’organisme.
Il est contrélé par des milliers de génes qui agissent ensemble pour « ordonner » aux cellules
de se multiplier ou de mourir en fonction de la situation. Une agression extérieure (alcool,
tabac, soleil, virus, radiations...) ou une prédisposition génétique peut étre a l'origine
d'altérations de I’ADN dont sont composés les génes. Ces altérations vont parfois conduire a
I’apparition de mutations. Heureusement, les cellules possédent des systéemes de réparation qui
permettent de repérer et de corriger ces anomalies. Lorsque les mutations sont trop importantes
pour étre réparées, la cellule va s’autodétruire, par apoptose. Mais parfois, ces systemes de
sécurité fonctionnent mal ou ne fonctionnent plus : la cellule va alors continuer a se multiplier
malgré la présence de mutations non réparées. Si ces derniéres touchent des génes impliqués
dans la régulation de la prolifération cellulaire ou de I’apoptose, la cellule peut rapidement
devenir incontrolable et se multiplier de fagon anarchique, conduisant a la formation d’une

tumeur. [1]

Le cancer est une pathologie métabolique qui pose un grand probleme de santé publique
engendrant, chaque année, 18,1 millions de nouveaux cas et 9,6 millions de décés. Un homme
sur cing et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur vie, et
un homme sur huit et une femme sur 11 meurent de cette maladie. A 1’échelle nationale, La
maladie du siecle se transforme en épidémie en Algérie. 50.000 nouveaux cas de cancer et pas
moins de 20.000 déces ont été enregistrés en 2019. La situation risque de s’aggraver a ’avenir
si rien n’est fait pour enrayer I’épidémie [2,3]. La cause du cancer implique de multiples voies.
Les voies des kinases dependantes de la cycline (cdk) comme cibles thérapeutiques importantes
pour le traitement du cancer ont été bien établies. Les cdk sont des enzymes impliquées dans
la réplication cellulaire, et leur réle dans la croissance des tumeurs les a longtemps rendus en
cibles de drogue attrayantes. Mais les premiéres tentatives industrielles d'inhibition des cdk
pour restaurer les cellules a la normale ont rencontré des problémes de toxicité. Les inhibiteurs
cdk de premiere géneration n'étaient pas specifiques, inhibant de nombreux cdk différents, ce
qui entraine des types de toxicités et une efficacité réduite. Avec des chimiothérapies plus
anciennes. La kinase 2 cycline dépendante (cdk2) est l'une des protéines Kinases

sérine/thréonine. Elle joue un role dans la régulation de la transition du cycle cellulaire de la




phase G1 a la phase S, et donc dans le contrdle de I'activité de la prolifération cellulaire. Par

conséquent, les inhibiteurs cdk2 sont des agents anticancéreux potentiellement efficaces. [4]
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Le criblage virtuel par docking moléculaire est une nouvelle approche visant a simuler et

prédire I’affinité d’un trés grand nombre de ligands pour le site actif d’une cible thérapeutique

donnée, ce qui est assez facile a mettre en place, plus rapide et pour un codt bien moindre que

les criblages expérimentaux. Initié¢ au début des années 1980, cette démarche s’est développée

pour devenir, de nos jours, un outil incontournable dans la recherche de nouvelles molécules

bioactives. [5]

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la mise en évidence de nouveaux inhibiteurs

de la kinase dépendante de la cycline 2 (cdk2) par un criblage virtuel de 236 structures avec un

taux de similarité de 92% a notre ligand de référence CK2, ainsi que 55 structures nouvelles

dont 20 monosubstituées et 35 bi-substituées.

Notre manuscrit est divisé en deux grandes parties :

1.

Une premiére dite : partie bibliographique qui comprend trois chapitres dont ;
Le premier chapitre : porte sur les principaux types de cancers en relation avec la cdk2.
Le deuxiéme : donne un apercu sur notre cible « cdk2 » et ses inhibiteurs.

Le troisieme chapitre : décrit le docking, ses algorithmes et ses logiciels.

une seconde dite : partie pratique qui comprend deux chapitres dont ;
Le premier chapitre : présente le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude.

Le second : expose les résultats et leurs interprétations suivis d une conclusion générale

et des perspectives qui cloturent ce travail.
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1. Le cancer

Le cancer est devenu un enjeu majeur de santé publique a I'échelle planétaire tant dans les
pays développés que ceux en voie de développement et une des principales causes de mortalité
(OMS, 2015). Pour I'année 2015, 8,8 millions de déces sont imputables au cancer soit 13,5 %
des déces enregistrés dans le monde. Plus de 32,6 millions de personnes vivent avec le cancer

dont 14,1 millions de nouveaux cas chaque année (OMS, 2015).

En Algérie la premiere place revient au cancer du sein chez la femme ou au cancer des
poumons chez ’homme (OMS ,2014).

1.1.Généralités

Le cancer est une famille de maladies caractérisee par une derégulation des mécanismes de
division cellulaire d’un organisme. La croissance cellulaire incontrélée qui en résulte parasite
le fonctionnement normal de la machinerie biologique, et peut aboutir a des déficiences graves
d’un ou plusieurs organes vitaux (principalement reins, foie et poumons). Ainsi, la plupart des
cancers humains peuvent causer la mort, et il s’aveére que les cancers sont devenus la premiere

cause de mortalité dans les pays développés. [6]

C’est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormale au sein d'un tissu
normal de l'organisme. Ces cellules dérivent toutes d'un méme clone, la cellule initiatrice du
cancer qui a acquis certaines caractéristiques lui permettant de se diviser indéfiniment et de

pouvoir former des métastases.

Le cancer est un terme général pour n'importe quelle maladie pour lesquelles certaines
cellules du corps humain se divisent d'une maniere incontrélée. Les nouvelles cellules
résultantes peuvent former une tumeur maligne (un néoplasme) ou se propager a travers le

corps et former des meétastases. [7]

Terllubes oormatless Accamiision de muran'cns

Figure 1 Cellule mutante a l’origine d'un clone (D'aprés ALBERTS B., JOHNSON A., Biologie
moléculaire de la cellule, 4e édition, Flammarion - © Réseau Canopé 2015).
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1.2.Définition
A. Selon POMS

« Cancer » est un terme général appliqué a un grand groupe de maladies qui peuvent toucher
n'importe quelle partie de I'organisme. L'une de ses caractéristiques est la prolifération rapide
de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d'autres organes, formant ce qu'on appelle des

métastases. [8]
B. Selon Larousse médicale

Maladie qui a pour mécanisme une prolifération cellulaire anarchique, incontrolée et
incessante. Cette prolifération anarchique du cancer s'oppose a la prolifération contrdlée,
harmonieuse et le plus souvent intermittente qui caractérise les tissus normaux et qui n'a lieu
que pour réparer les pertes cellulaires accidentelles par plaie ou agression et les pertes naturelles

par vieillissement (— cellule).

Figure 2 Cellule cancéreuse (https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/cancer/11745).


https://www.larousse.fr/encyclopedie/images/Cellule_canc%C3%A9reuse/1007096
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Le terme cancer recouvre un vaste ensemble de maladies, cataloguées selon les cellules et
les tissus a partir desquels les cancers se forment. La tumeur développée dans un organe
(tumeur primitive) va se greffer a distance sur d'autres organes (cerveau, poumon, foie, etc.),
en passant par les voies lymphatiques ou sanguines. Ces tumeurs secondaires, qui

reproduisent la structure de la tumeur mere, s'appellent des métastases. [9]

1.3. La cancérogenese

C’est un ensemble d'événements qui conduisent a la transformation d'un tissu physiologique
(normal) en tissu cancéreux ainsi qu’une accumulation d’altérations génétiques et une

acquisition progressive des propriétés des cellules cancéreuses.

1.3.1. Propriétes des cellules cancéreuses

« Insensibilité aux signaux extérieurs : perte de 1’inhibition du contact.
% Formation anormale de vaisseaux : néo angiogeneése.

% Echappement aux défenses immunitaires.

% Potentiel de prolifération illimité « immortalisation ».

% Echappement a la mort cellulaire programmée.

% Prolifération incontrélée : processus autocrine.

 Invasion des tissus et création de métastases.

Auronomie de
croissance

Echappement a
"apoptose

Inscnsibilité
aux signaux
anti-prolifératifs

Angiogenése
accrue

Echappement A
Mimmunosurveillance

Potentiel de
réplication illimitée

Invasion
meétastatique

Figure 3 Propriétés des cellules cancéreuses (https://www.researchgate.net/figure/Proprietes-
dune-cellule-cancereuse-dapres_figl 325682302).


https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/tumeur/16751
https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/m%C3%A9tastase_canc%C3%A9reuse/14530
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1.3.2. Les étapes de la cancérogenése

a) Phase d’initiation : Apparition de cellules qui se transforment et qui possedent des

capacités cancéreuses.

b) Phase de promotion : La multiplication des cellules va en augmentant paralléelement
aux mutations de I'ADN du noyau.

c) Phase de progression : Etape finale dans le développement de cancer et le néoplasie et

cliniquement détectable. [10]

Figure 4 Les étapes de cancérogenese (https://www.oncolie.fr/wp-content/uploads/2014/01/1-
BAZAN-Fernando-CANCEROGENESE-EPIDEMIO-2014.pdf).

1.4. Les différentes classifications du cancer

Il n’existe pas un cancer mais une multitude de cancers pouvant se développer a partir de
presque tous les tissus. La classification des cancers s’est établie selon le type de cellule, de

tissus ou de I’organe affecté initialement. On distingue ainsi quatre grandes familles de cancer.

R/

«» Les carcinomes sont les plus fréquents (plus de 85 %). lls représentent les tissus

épithéliaux recouvrant les surfaces internes ou externes des glandes et des organes.
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R/

%+ Les sarcomes concernent les tissus conjonctifs de soutien, comme les o0s, la graisse ou
les muscles. Ils sont cependant trés rares (moins de 1 %).

% Les lymphomes sont les cancers du tissu hématopoiétique permettant la formation de
toutes les cellules du sang. Les foyers impliqués sont le plus souvent les ganglions
lymphatiques.

¢+ Les leucémies concernent les tissus de la moelle osseuse responsable de la production

des globules blancs. [11]
1.5. Les chiffres du cancer

Les chiffres de propagation du cancer, révélés par le professeur Kamal Bouzid, chef de
service d’oncologie a I’hopital Mustapha Pacha font froid dans le dos. En effet, 50.000
nouveaux cas et 20.000 déces ont été enregistrés au courant de I’année 2019, rapporte le journal

arabophone « Echourouk ».

Les cas d’infections sont susceptibles d’augmenter davantage dans les années a venir,
indique la méme source qui précise que le cancer du sein est en téte avec 12.000 nouveaux cas
en Algérie, suivi du cancer du c6lon qui a connu une recrudescence terrifiante durant ces

derniéres années.

Le déficit budgétaire médical en Algérie affecte grandement les patients qui se retrouvent
impuissants face a la pénurie de médicaments et des traitements du cancer, souligne Kamel

Bouzid qui précise que le probléme s’est accentu¢ durant I’année derniere.

Le professeur a fait savoir en outre que d’ici 2025, 60.000 nouveaux cas seront
comptabilisés chaque année en Algérie, estimant que le chiffre sera revu a la hausse d’ici 2030,

pouvant atteindre les 70.000 cas/an. [12]

1.6. Les causes du cancer

Les cancers sont causés par l'exposition a des virus, a des substances naturelles ou
chimiques, a des rayonnements. Cela a pour effet d'induire des mutations ou des expressions
inappropriées de divers génes appelés oncogenes, impliqués dans la prolifération des cellules

(— division cellulaire), dans leur différenciation et dans la régulation de ces phénoménes.



https://www.echoroukonline.com/%d8%a7%d9%84%d8%b3%d8%b1%d8%b7%d8%a7%d9%86-%d9%81%d9%8a-%d8%a7%d9%84%d8%ac%d8%b2%d8%a7%d8%a6%d8%b1-%d9%8a%d8%aa%d8%ad%d9%88%d9%84-%d8%a5%d9%84%d9%89-%d9%88%d8%a8%d8%a7%d8%a1/
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/virus/101864
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/rayonnement/85933
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/mutation/72280
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/g%C3%A8ne/54943
https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/oncog%C3%A8ne_cellulaire/14938
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/division_cellulaire/44156
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/diff%C3%A9renciation/43409
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Les oncogenes sont normalement sous le contrdle de genes inhibiteurs, les antioncogenes,
qui peuvent étre perdus ou subir eux-mémes une mutation sous l'action des agents énumérés
plus haut, leur fonction s'en trouvant réduite. Mais ces antioncogénes peuvent manquer de
fagon héréditaire, ce qui explique en partie I'existence de prédispositions familiales a certains

cancers. Ces formes a prédisposition familiale représentent 5 % de la totalité des cancers. [9]

1.7. La prévention et Le depistage

La prévention et le dépistage ont pour objectif de réduire la fréquence ou la gravité de

certains cancers, en évitant leur survenue ou en les détectant précocement.
% Les principales mesures de prévention des cancers

A T’échelle individuelle, la prévention passe par la décision personnelle de réduire ses
comportements a risque, en adaptant ses habitudes de vie et en adoptant quelques bonnes
résolutions : arréter le tabac, limiter sa consommation d’alcool, manger de maniére équilibrée,
surveiller son poids, pratiquer réguliérement une activité physique, éviter 1’exposition au
soleil... Le recours aux vaccins préventifs développés contre certains virus inducteurs de
tumeurs fait aussi partie de la prévention : la vaccination contre le virus de 1’hépatite b (VHb)
ou celle contre les papillomavirus humains (HPv) peut réduire les risques respectifs de cancer

du foie et de cancer du col de 1’utérus.

% Le dépistage des cancers

Le dépistage consiste a réaliser un ou plusieurs examens afin d’établir un diagnostic de
cancer chez quelqu’un ne présentant a priori encore aucun symptome. L’intérét du dépistage
est de repérer la maladie le plus t6t possible, ¢’est-a-dire a un stade ou la prise en charge offrira
les meilleurs résultats possibles. Il permet dans certains cas de repérer aussi des lésions
précancéreuses, c’est-a-dire des anomalies bénignes susceptibles de devenir cancéreuses sans
traitement. Les examens de dépistage doivent réguliérement étre répétés. Dans la plupart des
cas, et hors prédisposition familiale particuliere, les examens sont renouvelés tous les 2 ou 3
ans, selon le type de tumeur recherché. Pour les personnes ayant une prédisposition génétique
au cancer, la nature et la fréquence des examens sont différentes et adaptées a 1’histoire

familiale ou a la nature de I’anomalie génétique identifiée. [13]



https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/antioncog%C3%A8ne/11262
https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/h%C3%A9r%C3%A9dit%C3%A9/57960
https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/pr%C3%A9disposition_%C3%A0_une_maladie/15499
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1.8. Les différents types de cancer liés a la Cdk2

Les cancers du poumon, du sein chez la femme et du célon-rectum sont les trois principaux
types de cancer en termes d’incidence et se classent parmi les cinq premiers en termes de mortalité
(premier, cinquiéme et deuxiéme, respectivement). Pris ensemble, ces trois types de cancer sont

responsables d’un tiers de I’incidence du cancer et de la mortalité dans le monde (OMS 2018).

1.8.1. Les cancers du sein
1) Définition

Les cancers du sein se définissent comme une prolifération maligne de cellules épithéliales
bordant les canaux ou les lobules du sein appelés respectivement carcinomes canalaires ou
lobulaires. S’il y a une effraction de la membrane basale, séparant 1’épithélium du tissu conjonctif,
ces carcinomes sont dits infiltrants. Dans le cas contraire, ils sont dits carcinome in situ ou intra-

canalaires). lls possédent ou non un potentiel métastatique.

2) Epidemiologie
2.1) Statistiques mondiales (OMS 2018)

Le cancer du sein est le cancer le plus souvent diagnostiqué chez les femmes (24,2 %, soit
environ un sur quatre des nouveaux cas de cancer diagnostiqués chez les femmes dans le monde)

et ce cancer est le plus fréquent dans 154 des 185 pays couverts par GLOBOCAN 2018.

2.2) Statistiques nationales

En 2018 selon les derniers chiffres du Centre international de recherche sur le cancer (CIRC),
qui dépend de I'OMS, Il est également indiqué que le nombre de femmes malades avoisine les
29112, avec en premiére position le cancer du sein. [14]

1.8.2. Les cancers du poumon
1) Définition

Le cancer broncho-pulmonaire est une tumeur maligne qui peut se développer a la jonction
entre les branches principales, dans une des bronches ou la périphérie, dans les alveoles
pulmonaires. Les cellules cancéreuses peuvent migrer dans les ganglions lymphatiques
(dissémination lymphatique) en empruntant les vaisseaux sanguins (dissémination hematogene),

les cellules cancéreuses peuvent atteindre différents organes conduisant & des métastases. [15]
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2) Epidémiologie

2.1) Statistiques mondiales (OMS 2018)

Le cancer du poumon est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les hommes (14,5
% du total chez les hommes et 8,4 % chez les femmes) et la principale cause de décés par

cancer chez les hommes (22,0 %, soit environ un déces sur cing).
2.2) Statistiques nationales

Pour les hommes, ¢’est le cancer des poumons qui se place en téte, avec un taux del3,61 %,

soit 3271 personnes atteintes. [14]
1.8.3. Le cancer du c6lon
1) Définition

Le cancer du colon (« gros intestin ») est le cancer le plus fréquent du tube digestif. Il résulte
de I’accumulation de mutations dans différents génes au sein des cellules constitutives de la couche

la plus interne de la paroi colique appelée « muqueuse ».

Ces mutations sont responsables de la prolifération excessive et anarchique de ces cellules qui
aboutit a la formation de petites tumeurs initialement bénignes appelées « adénomes » ou « polypes

adénomateux ».

Ces polypes peuvent se transformer secondairement en tumeurs malignes c’est-a-dire
cancéreuses (également appelées « adénocarcinomes ») qui ont la capacité d’infiltrer
progressivement 1’épaisseur de la paroi colique puis de diffuser a distance du célon pour donner
naissance a des métastases (tumeurs « filles », localisées a distance du c6lon, par exemple dans le

foie ou les poumons) par envahissement des vaisseaux sanguins et/ou lymphatiques.

Plusieurs années d’évolution sont nécessaires pour qu’un petit adénome se transforme
éventuellement en un cancer invasif. Cette séquence adénome-cancer permet d’expliquer en partie
I’efficacité du dépistage qui permet non seulement de faire le diagnostic des cancers a un stade
plus précoce mais également de diminuer leur fréquence grace a I’identification et a 1’exérése
(généralement au cours de la coloscopie) des polypes adénomateux avant qu’ils ne se transforment.

[16]



Le cancer

2) Epidémiologie

2.1) Statistiques mondiales (OMS 2018)

Le cancer colorectal (1,8 million de cas, soit 10,2 % du total) est le troisiéme cancer le plus

fréqguemment diagnostiqué apres les cancers du poumon et du sein.
2.2) Statistiques nationales

Le cancer colorectal par sa fréquence et sa gravité est un probléme de santé publique dans le
monde. L'incidence dans le monde est estimée a un million de nouveaux cas, et une mortalité a
500 000. En Algérie, I'incidence est de 24 pour 100 000 habitants (2014).

Selon le registre du cancer de Sétif, entre 2008 et 2014, le taux standardisé chez ’homme est de
13 pour 100 000 habitants et 10,7 pour 100 000 habitants. Chez la femme. Selon le méme registre,
entre 1986 et 2014, la tendance des cancers colorectaux retrouvée est de 5,7% chez I’homme et
5,5% chez la femme. La mortalité en Algérie par ce cancer est classée 2 -eme chez les hommes (1
005 déces soit 9,3%) apres le cancer du poumon est le 2 -eme chez les femmes (1 011 décés soit
9,2%) apres le cancer du sein. [17]
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Les kinases cycline dépendantes (cdk?2)

1. Généralités

Les kinases dépendantes des cyclines (en anglais, cyclin-dependent kinase ou cdk) sont
une famille de protéines kinases qui jouent un role majeur dans la régulation du cycle
cellulaire. Elles sont également impliquées dans la régulation de la transcription en réponse a
plusieurs signaux extra- et intracellulaires, le traitement des ARN messagers et
la différenciation des cellules nerveuses[18]. Elles sont présentes chez tous les eucaryotes, et

leur fonction dans le cycle cellulaire s’est fortement conservée au cours de I'évolution.

Les cellules humaines ont 20 cdk et 29 cyclines [19], dont 5 (cdkl, 2, 3,4 et 5) sont
impliquées directement dans le cycle cellulaire, nous nous intéresserons dans cette étude a la
Cdk 2. L’acquisition de I’activité kinasique par les Cdk nécessite ’association d’une sous-unité
régulatrice nommée cycline, dont 1’expression cyclique conditionne la chronologie de
I’activation des Cdk. Les cyclines sont divisées en deux groupes : cyclines mitotiques et
cyclines G1. Les cyclines mitotiques, indispensables a la division de la cellule, regroupent les
cyclines A et B (Bl et B2). Les cyclines dites cyclines G1 (chez I’homme, cyclines C, D1, D2,
D3 et E) sont présentes dans les cellules dés la phase G1, et activent les Cdk engagées dans des

étapes précoces du cycle cellulaire. [20, 21]

Une dérégulation des Cdk peut contribuer au développement d’un processus néoplasique,
comme le suggerent les interactions observées entre certaines Cdk et des oncoprotéines virales,

et la délétion fréquente, dans des lignées néoplasiques et des tumeurs de novo.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ines
https://fr.wikipedia.org/wiki/Kinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Transcription_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/ARN_messager
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diff%C3%A9renciation_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eucaryotes
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Figure 5 Schéma présente le réle de chaque Cdk au cours du cycle cellulaire. M=Mitose;
G1=Phase G1; S=Phase S; G2=Phase G2. (https://planet-vie.ens.fr/thematiques/cellules-et-
molecules/cycle-cellulaire/la-regulation-du-cycle-cellulaire)

2. Nomenclature et classification des Cdk

Pour faciliter la nomenclature et I'analyse des Cdk, les protéines appartenant a cette famille

ont récemment été renommeées Cdk1 a Cdk20. [22]

L'expansion evolutive de la famille Cdk chez les mammiféres a conduit a la division des
Cdk en trois sous-familles liées au cycle cellulaire (Cdk1, Cdk4 et Cdk5) et cing sous-familles
transcriptionnelles (Cdk7, Cdk8, Cdk9, Cdk11 et Cdk20). La plupart de ces Cdk se lient a une
ou quelques cyclines, ce qui correspond a la spécialisation fonctionnelle au cours de

I'évolution.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4097832/#B2
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Tableau 1 Cdk connues avec leurs cyclines partenaires et leurs fonctions chez I'étre humain.

[23]

|
Cdk1 Cycline B Mitose

Cdk2 Cycline E Transition G1/S

Cdk2 Cycline A Role en phase S et en phase G2
Cdks3 Cycline C Possiblement réle en phase G1
Cdk4 Cycline D Phase G1

Cdk5 P35 Transcription

Cdké6 Cycline D Phase G1

Cdk7 Cycline H Activatrice des CDK, transcription.
Cdk8 Cycline C Transcription

Cdk9 Cycline T Transcription
Cdk11 Cycline L Inconnue

3. Structure générale

De remarquables études cristallographiques permettent aujourd’hui de comprendre 1’ Aspect
structuraux de nombreux Cdk, qui provient principalement de structures obtenues chez
Schizosaccharomyces pombe (Cdc2), Saccharomyces cerevisiae (CDC28) et certains vertébrés
(CDC2 et Cdk2). On sait que, de facon générale, les cdk sont organisées en deux lobes de taille
varie environ 250 résidus d'acides aminés : le petit lobe amino-terminal est constitué

majoritairement de feuillets B et joue un réle important dans la fixation de I’ATP.

Le lobe carboxy-terminal est constitué majoritairement d’hélices o et intervient dans
I’interaction avec le substrat. L’acte catalytique implique des résidus situés dans les deux lobes
et a lieu a leur interface. Une partie de ces résidus est consacrée a un positionnement correct
de ’ATP. [24]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4097832/#B2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4097832/#B2
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Figure 6 Structure générale de Cdk. (Walter Filgueira De Azevedo Jr et al., Oct 2013)

Le lobe N contient un élément inhibiteur riche en glycine (boucle G) et une hélice majeure
unique - I'nélice C (contenant la sequence PSTAIRE dans Cdk1). Le lobe C contient le segment
d'activation, qui s'étend du motif DFG (D145 dans Cdk2; EMBL: AK291941 ) au motif APE
(E172 dans Cdk2) et comprend le résidu sensible a la phosphorylation (T160 dans Cdk2) dans
le soi-disant résidu Boucle en T (figure 8). Dans la forme monomere sans cycline, la fente
catalytique Cdk est fermée par la boucle en T, empéchant l'activité enzymatique. En outre, le
segment d'activation dans le lobe C une plateforme pour la liaison de la région Ser / Thr de

phospho-accepteur des substrats est partiellement désordonné. [25]

4. L’enzyme Cdk2 :

Cdk2 est une protéine découverte initialement par 1’équipe de Philippe chez le xénope [26].
Sa masse moléculaire chez ’homme est de 33kDa. Son geéne est localisé sur le chromosome 12

en 12q13. [27]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AK291941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4097832/figure/F3/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4097832/#B2
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Figure 7 Ideogramme chromosome 12 humain. (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CCNEL).

4.1. Domaine catalytique

Elle acquiert une activité kinasique en association avec la cycline A ou la cycline E [27, 28].
Comme Cdk1, Cdk2 subit des phosphorylations : activatrice sur la thréonine 160 et inhibitrice
sur la thréonine 14 et la tyrosine 15. Le complexe Cdk2-cycline A développe une activité
kinasique dés la phase G1 tardive jusqu’a la métaphase, quand la cycline A est protéolysée.
L’activité kinasique du complexe Cdk2-cycline E se manifeste aussi dés la phase G1, atteint
son maximum au début de phase S, puis disparait [27, 28]. Cette kinase, probablement en

association avec la cycline E, est indispensable a la mise en route de la réplication de I’ADN.
[29]

T14-Y15

T14-Y15

C-helix  Catalytic
pocket

Activation

: AR
domain ».
:

T160ph Activation
domain

Cdk2 Cdk2-Cyclin A

Figure 8 Structure cristallographique de Cdk2 sans et avec la cycline A. (Malumbres,
Marcos ., 2014).
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4.2. Mécanisme d’action

La Cdk2 peut s’associer au facteur de transcription E2F, responsable de I’expression d’un
certain nombre de genes participant a la réplication de I’ADN. Dans des cellules en phase G1
tardive, certains auteurs ont trouvé la Cdk2 dans un complexe avec la cycline E, E2F et une
protéine p107, apparentée a pRb, produit du géne de susceptibilité au rétinoblastome. Durant
la phase S, la cycline E est remplacée dans ce complexe par la cycline A [30]. Le complexe
Cdk2-cycline A peut également se lier a E2F-1, un membre de la famille E2F, directement,
sans I’intermédiaire de p107. Cdk2-cycline A, a la différence de Cdk2-cycline E, est capable
de phosphoryler E2F-1, qui perd, de ce fait, son affinité pour I’ADN et son activité comme

facteur de transcription. [31]

protéine Rl
achive
peotding E2F wanseription de gincs
. de ta phage 8 -
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ke
Reéplication de PADN
peotéme RD \ /

inivée
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Figure 9 Mécanisme d’action de CDk2 au niveau du cycle cellulaire. (Marie-Claude Lebart,
Jean Mariani., 2004).

5. Les inhibiteurs de Cdk2

La cristallisation d’inhibiteurs avec Cdk2 a permis un bond spectaculaire dans notre
compréhension des mécanismes d’action de ces molécules. Outre I’ATP, sept inhibiteurs ont
été co-cristallisés avec Cdk2 : I’isopentenyladénine [32], I’olomoucine [32], la roscovitine [33],
le purvalanol [34], un dérivé du flavopiridol [35], I’indirubine-3’-monoxime [36] et la

staurosporine. [37]
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Figure 10 Structure et activité des inhibiteurs de CDK2.

L’analyse des données structurales a permis 1’identification de plusieurs acides aminés de
Cdk2, essentiels pour I’interaction enzyme-inhibiteur. Les résidus Ilel10, Leu 83 et Leul34
assurent, a eux seuls, prés de 40% de I’ensemble des contacts entre Cdk2 et les inhibiteurs
(figure 10). Deux ou trois liaisons hydrogene sont constamment retrouveées entre les inhibiteurs
et les résidus Leu 83 et Glu 81 de CDK2 (figure 8). La sélectivité des inhibiteurs provient sans
doute d’interactions avec des résidus qui n’offrent aucune liaison avec la molécule d’ATP. Ces
acides aminés ne sont pas conserves dans les kinases autres que les Cdk. Ces données
structurales sont maintenant tres largement utilisées pour modéliser de nouveaux inhibiteurs de

Cdk et pour guider de nouvelles synthéses d’analogues.
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Le Docking Moléculaire

1. Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. La connaissance de la structure des complexes permet aux chercheurs
de mieux comprendre le mode de fonctionnement mis en jeux lors d’une interaction entre
protéine-ligand, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur

I'affinité entre deux molécules.

De méme, la découverte des nouveaux ligands activant ou inhibant I'activité biologique

d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective.

Les progres en maticre de cristallographie et I’introduction de structures obtenues par RMN
a conduit a la création d’une ressource basée sur les technologies modernes qui faciliterait
I’usage et I’analyse de données structurales. Dans, le domaine de la biologie, la « Protein Data

Bank » (PDB) est la base de données par excellence. [38]

Cependant, les outils informatiques ont pris place pour traiter le flot de données produites
et optimiser ses avancées. L’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le terme anglo-
saxon "Docking") est I’'une des méthodes in silico les plus récentes. La problématique du «
Docking », a été de prédire et reproduire des complexes protéine-ligand par étude 1’ensemble
des mécanismes et interactions intervenant lors de la formation de complexes moléculaires.
[39, 40]

2. Le Docking moléculaire

Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), in silico
vise a prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de la
formation d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir des
molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus

rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro.

Le Docking moléculaire permet soit de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage
de deux ou plusieurs molécules), soit de comprendre la nature d'un complexe de molécules

obtenu par cristallographie. [41]
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Figure 11 Représentation schématique du Docking de deux molécules. (A) protéine. (B)
Ligand. (C) Complexe moléculaire. (Laurent Hoffer, Université de Strasbourg., 2013)

3. Principe de Docking moléculaire

Le Docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site
actif d’une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants :
la prédiction de I’affinité du complexe [ligand- protéine], et la prédiction de la position correcte
du ligand dans le site actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands
de la collection, certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est lice a

la méme molécule de ligand mais dans des orientations différentes. [42,43]
4. Types de Docking

Il existe trois types de Docking moléculaire :

Le Docking rigide consiste a obtenir la conformation préférenticlle d’un systéme protéine-
ligand en considérant que chacune des deux molécules étant une entité rigide tout en conservant
une géométrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géométrie interne de chaque entité,
en interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte. Cependant, il est tout a fait
concevable que les structures de la protéine et du ligand soient modifiées durant le processus
de Docking moléculaire afin d’optimiser au mieux I’interaction entre les deux entités. On parle,

dans ce cas, de Docking flexible. [44]

Entre les deux modes existe le Docking semi-flexible, ou les partenaires d’interaction sont
partiellement déformables. En général, le récepteur est traité comme étant rigide et le ligand
comme ¢étant totalement flexible, se sont imposés, car elles permettent d’obtenir des résultats

plus précis.
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5. Applications

Il'y a deux principales applications au programme de Docking, La plus ancienne est la
prédiction du mode d’interaction. La seconde consiste a optimiser des molécules ayant déja

une activité avec le récepteur.

L’optimisation de la structure du ligand déja connu peut avoir plusieurs raisons :
I'amélioration de son affinite, de sa spécificité, de sa synthése ou encore de ses propriétés
ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité). [45]

Le Docking moléculaire a été appliqué avec succes sur un certain nombre de cibles
thérapeutiques (protéines) dont la structure 3D en complexe avec le ligand a été parallélement
déterminé. Actuellement, un bon nombre de médicaments mis sur le marché proviennent d'une

conception rationnelle basé sur des stratégies de criblage virtuel.

6. Les algorithmes de recherche

Un algorithme est une méthode utilisée pour résoudre un probleme particulier dont on est
shr qu'elle trouve toujours une réponse en un temps d'exécution fini. lls ont été congus pour
rechercher de fagon objective, rapide et efficace les modes d’association récepteur ligand les

plus favorables.
Il existe trois types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité du ligand :
6.1. Methodes systématiques

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Dans un
premier lieu, un ou plusieurs fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein du site actif
et donc mis en interaction avec la cible, puis le ligand est reconstruit en plagant les fragments

flexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion. [46]
Des programmes comme FlexX, Surflex et Dock utilisent cette approche qui permet

notamment un criblage rapide de vastes chimiothéques de molécules. [47]

6.2. Méthode stochastique (génétique)

L’approche stochastique est plus précise, a partir d’une position initiale aléatoire, a
I’extérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site actif étudié par la

répétition successive de mouvements et d’évaluations de I’interaction ligand-recepteur. Ces



Le Docking Moléculaire

techniques sont plus lentes que la méthode systématique mais prennent mieux en considération

la flexibilité du ligand et permettent 1’exploration de régions plus vastes.

Dans cette catégorie, nous pouvons citer GOLD et Auto Dock. [48]

6.3. Méthodes de Simulation

Les méthodes de simulation sont basées sur la résolution des équations du mouvement de
Newton. Elles comprennent notamment les techniques de dynamique moléculaire et des
algorithmes de minimisation. Les premiéres ne sont jamais utilisées pour générer de la
flexibilité sur le ligand car elles demandent un temps de calcul non compatible avec la gestion
de bases de molécules. Les secondes en revanche sont parfois utilisées dans les programmes
de Docking, en complément d’un autre algorithme de recherche, afin d’atteindre une

conformation de basse énergie. [49]
7. Fonctions de score

Sont des méthodes mathématiques et des fonctions discriminant les poses de Docking
correctes de celles incorrectes. Ce score permettra non seulement de retenir la meilleure pose
parmi toutes celles proposées, mais également de classer la meilleure pose de différents ligands

pour identifier les meilleurs d’entre eux.

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 I’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 [50] :
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.

7.1. Fonctions de score basees sur les champs de force

Les fonctions de score basees sur un champ de force qui est une fonction mathématique
exprimant I’énergie d’un systeme par la somme de divers termes issus de la mécanique
moléculaire. L’utilisation de champ de force permet de calculer I’énergie d’interaction du

complexe récepteur-ligand (interactions intermoléculaires) et I’énergie interne du ligand.
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Les interactions entre récepteur et ligand comprennent souvent des termes de Van der Waals
et électrostatiques [51, 52]. Les fonctions de score qui se basent sur les champs de force les
plus rigoureux comme AMBER [53,54], CHARMM (Chemistry at HARvard

Macromolecular Mechanics). [55, 56]

7.2. Fonctions de score empiriques

Les fonctions empiriques de score estiment ’affinité des complexes protéine-ligand en se
basant sur un décompte du nombre d’interactions dans le systéme protéine-ligand comme par
exemple le nombre de liaisons hydrogene, les contacts hydrophobes, les contacts hydrophiles,
les contraintes de torsion dues a la formation du complexe protéine-ligand, etc. Elles sont
utilisées dans la plupart des algorithmes d’amarrage notamment FlexX [57], Chemscore et
LUDI [57, 65].

7.3. Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based »

Ces fonctions proviennent de 1’analyse des structures tridimensionnelles de complexes
ligand-protéine déterminés de maniére experimentale. Des régles definissant la géométrie
préférentielle des interactions sont déduites de ces structures grace a des moyens statistiques.
[58]

Ces fonctions statistiques permettent d’établir une corrélation entre 1’état thermodynamique
du complexe protéine-ligand qui forme un systeme et la probabilité de trouver ce complexe
dans un état microscopique donné. Ainsi les fréquences sont converties en enthalpie libre
(énergie) grace a une distribution de Boltzmann, les potentiels sont donc nommeés potentiels de

force moyenne (Potential of Mean Force : PMF).
7.4. Fonctions de score consensus

Les fonctions de score consensus [59, 60], combinent les informations obtenues a partir des

différents scores, afin de compenser les erreurs des fonctions de score individuelles.

Plusieurs études ont montré que ces fonctions performent le calcul des énergies libres des
complexes et ainsi les interactions protéine - ligand mieux que les fonctions individuelles [61,
62]. Un exemple de fonction de score consensus est X-CSCORE [63] qui combine un PMF
[64-65] et ChemScore. [66]
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8. Les principales classes d'interaction

En dehors de la formation d'une liaison covalente entre le ligand et sa cible comme c'est le
cas pour les inhibiteurs dits suicide, I'association d'un ligand a sa cible est réversible et résulte

d'interactions favorables non liées / non covalentes entre eux.

Etant donné que les principales classes d'interaction rencontrées en biologie et chimie
médicinale seront régulierement abordées dans ce manuscrit, elles sont brievement introduites
dans ce sous-chapitre. Une interaction peut notamment impliquer un ligand et son récepteur

(interactions intermoléculaires) ou concerner une seule entité (interactions intramoléculaires).

On peut également se réferer a la revue de Bissantz et al pour une description tres
approfondie et quasi-exhaustive des différents types d'interaction ligand-récepteur rencontrés
en biologie. [67]

8.1. La notion d'électronégativite

La notion d'électronégativité est fondamentale pour comprendre un bon nombre
d'interactions. Un atome électronégatif a la capacité d‘attirer le nuage électronique vers lui-
méme. Lorsqu'il y a une différence d'électronégativité entre les atomes d'une liaison covalente,
le doublet électronique de la liaison n'est plus partagé équitablement entre les atomes
impliqués, et il y a lI'apparition d'un dipble. On attribue une charge partielle & - a I'atome le plus
électronégatif et une charge partielle & * a I'atome le moins électronégatif. A l'opposé, lorsque
la différence d'électronégativité est trés faible ou nulle, le doublet électronique de la liaison

reste globalement equitablement réparti entre les atomes.

Aucune Légére
différence différence
d'électro- d'électro-
négativité négativité

différence
d’'électro-
négativité

Figure 12 Impact sur une liaison covalente de la différence d'électronégativité entre les
atomes la constituant (Laurent HOFFER, Docteur de I’Université de Strasbourg,
Chémoinformatique, 2013)
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Enfin, les particules chargées genérent localement un champ électrique, ouvrant la voie a
des interactions électrostatiques. Ces dernieres sont attractives lorsque deux charges en

interaction sont de signes opposés, et répulsives lorsque les charges sont de méme signe.
8.2. Les liaisons ioniques

Les liaisons ioniques ou ponts salins concernent les fortes interactions électrostatiques
attractives entre charges de signe opposé. La distance entre les centres chargés doit étre
inférieure & 4,0-4,5 A environ pour que I'on considére l'interaction électrostatique comme une
liaison ionique en tant que telle. Bien qu'elle soit plus faible que celle d'une liaison covalente,
I'énergie d'une liaison ionique reste trés importante pour une interaction non covalente (de
I'ordre de 10 kcal.mol-1). [68]

(@]
"\
[ Distance, _,<4,5A ] °----.....° —— NHY ------ /.)
o

Figure 13 La liaison ionique. (Laurent HOFFER, Docteur de [’Université de Strasbourg,
Chémoinformatique, 2013)

8.3. Les liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogene (LH) sont des interactions d'origine électrostatique entre un atome
¢lectronégatif dit “accepteur” (A porteur d'une charge partielle 6 ) et un atome d'hydrogéne
polaire (H porteur d'une charge partielle 5 *) qui est lié de maniére covalente a un atome

¢électronégatif dit “donneur” (D porteur d'une charge partielle & 7). [69]

Les atomes d'oxygeéne et d'azote sont les donneurs et accepteurs les plus courants dans notre
contexte d'intérét. Une distance faible entre le donneur et I'accepteur est nécessaire pour qu'une
LH soit significative (0,8 & 2,8 A), et son énergie est maximale (de l'ordre de 5 kcal.mol-1

[70]).




Le Docking Moléculaire

Distancep, <3,5A 5 5

Distance, . <2,5A @ \"_', \—H ..... ‘0

135" < Angle 6 < 180° 0

Figure 14 La liaison hydrogéne. (Laurent HOFFER, Docteur de I'Université de Strasbourg,
Chémoinformatique, 2013)

8.4. Les interactions dipolaires impliquant un dip6le permanant

Dans les molécules globalement neutres, les interactions électrostatiques ne disparaissent
pas pour autant. Méme si les charges partielles se neutralisent, la séparation locale des charges

due aux différences d’¢lectronégativité géneére néanmoins des dipdles.

8.5. Les interactions de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals (VdW), également connues sous le nom d'interactions
de London ou de forces de dispersion, impliquent des dip6les instantanés. Contrairement aux
interactions dipolaires décrites auparavant, les interactions de VdW n'impliquent pas de dipole

permanent.

Figure 15 Interactions de London. (Laurent HOFFER, Docteur de I'Université de Strasbourg,
Chémoinformatique, 2013)

Les interactions de VdW sont de faible intensité (ordre de grandeur du kcal.mol-1) de
distance entre 3 & 4 A, mais elles sont néanmoins trés importantes en pratique a cause de leur
tres grand nombre, les interactions de VdW sont essentiellement responsables de la

complémentarité stérique lors d'un phénomeéne de liaison.
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8.6. L'effet hydrophobe

Les molécules non polaires et peu polarisables ont tendance a se regrouper, ce qui crée une
force de liaison hydrophobe. Les groupements vont se positionner de maniere a presenter la
plus faible surface de contact avec I'eau. Les groupements vont donc s'attirer mutuellement par

des forces de type dispersion (London).

8.7. Les interactions entre systémes n

Les interactions non liées n-n impliquent des systémes = comme les cycles aromatiques.
Ces derniers sont tres souvent présents dans les ligands organiques et dans les macromolécules

biologiques. Deux configurations sont principalement observées expérimentalement [71-72] :

* interaction n-n face a face - les deux cycles aromatiques sont paralléles et leurs centres
géométriques sont distants de moins de 4 A environ. Deux sous-catégories peuvent étre créées
selon la présence (conformation décalée) ou non (conformation en sandwich) d'un décalage

entre les deux cycles paralléles.

e interaction n-m en forme de T (“edge to face”) les deux cycles aromatiques forment un angle

droit et leurs centres géométriques (centroides) sont distants de moins de 5,5 A environ.

= 2 >
= = 2 =5

Foce a face Face a face Configuration

sandwich décalé en formede T

Figure 16 Les différentes configurations d'interactions non liées n-n. (Laurent HOFFER,
Docteur de I’Université de Strasbourg, Chémoinformatique, 2013)

8.8. Les interactions cation-nt

Comme leur nom le suggere, ces interactions non liées de nature électrostatique impliquent
un cation (un ion positif ou un groupe porteur d'une charge positive) et un systeme = (par

exemple un cycle aromatique) [73]. Comme pour d'autres classes d'interaction, un critére de
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distance permet d'identifier de maniére géométrique les interactions cation-r : la distance entre

le centre chargé et le centre géométrique du systéme = doit étre inférieure a 5 A environ. [74]

Figure 17 L'interaction non liée cation-z. (Laurent HOFFER, Docteur de I’Université de
Strasbourg, Chémoinformatique, 2013)

8.9. Les interactions impliquant des métaux

Les groupements chimiques possédant un doublet d'électrons non appariés peuvent former
une liaison de coordination avec un cation métallique, dés lors qu'un site de coordination est

libre au niveau de cet ion.

HN o
\ gt
i —
\ é‘-".
Coordination Coordination
simple double

Figure 18 Exemples de liaison de coordination ligand-ion métallique. (Laurent HOFFER,
Docteur de I’Université de Strasbourg, Chémoinformatique, 2013)

Les résidus impliqués dans ce type d'interaction sont principalement l'aspartate, le
glutamate, I'histidine et la cystéine, et les principaux ions métalliques rencontrés sont le zinc,
fer, le calcium, le magnésium, le cuivre et le manganese [75]. En pratique, une distance
empirique maximale variant de 2,6 A 28 4 2,8 A 1 est généralement utilisée pour identifier ce

type d'interaction.



Le Docking Moléculaire

9- Les Outils de Docking

Les éléments indispensables pour pratiquer un Docking moléculaire se limitent en un
récepteur macromoléculaire de nature protéique appelée « cible », une petite molécule appelée
ligand et un programme de Docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au

sein du récepteur choisi.

9.1. Le récepteur

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception
d'information. Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de
se lier spécifiquement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. Les structures 3D

que nous utilisons proviennent de la PDB « Protein Data Bank ». [76]
9.2. Ligand

Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible & une macromolécule ciblée,
protéine nucléique, jouant en général un réle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse,

modulation d’une activité enzymatique, transmission d’un signal. [77]

En Docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des

molécules. [78]
9.3. Programme

Plus de 30 programmes de Docking moléculaire (commerciaux ou non) sont disponibles
[79]. Les plus fréeguemment cités sont respectivement : AutoDock [80], GOLD [81], FlexX
[82], DOCK [83] et ICM. [84]
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Figure 19 Comparaison des programmes de Docking les plus cités [85]

Tableau 2 Adresses des principaux programmes de Docking moléculaire. [86]

Nom Editeur Sitelnternet
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrédinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http:/Awww.cede.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http:/Awww.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
v SURFLEX

Parmi les programmes de Docking moléculaire, nous avons utilisé le programme Surflex
pour réaliser le travail de recherche. Ce programme repose sur I’ajustement de fragments en

commengant par construire un modele « en négatif » du site actif dit protomol.
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Ce modele est constitué par le volume accessible du site et les points d’interaction tels que
les sites de liaison hydrogéne, les charges ou les sites lipophiles. Son algorithme est appelé
également de fragmentation incrémentale car, dans un premier temps, la molécule est découpée
en parties rigides et en liaisons flexibles. Par la suite, les parties rigides sont positionnées en
premier et le ligand est reconstruit de proche en proche, explorant diverses conformations lors
de la mise en place des liaisons flexibles ce qui permet un criblage rapide de vastes librairies

de composés. [87]
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I. Matériel

1. Micro-ordinateur

Deux micro-ordinateurs ont été utilisés pour I’exécution et 1’analyse de notre travail dont

les caractéristiques sont rassemblées dans le tableau suivant :

Tableau 3 Les micro-ordinateurs utilisés et leurs caractéristiques.

Micro-ordinateur 1 Micro-ordinateur 2

Mémoire (RAM) 4.00 GO 8.00 GO
Type du systeme Systeme d’exploitation 64 bits Systéme d’exploitation 64 bits

Intel(R) Core (TM) i5-4300 CPU Intel(R) Core (TM) i5-4210U

Processeur
@ 1.90 GHz, 2494 MHz CPU @ 1.70 GHz, 2.40GHz
Systéme Microsoft Windows 10 Windows Windows 10
d’exploitation professionnel professionnel

L’utilisation de plusieurs programmes et la consultation de plusieurs bases et banques de

données ont été nécessaires pour pouvoir réaliser notre partie pratique.

2. Les banques de données et les sites internet
» PDB (Protein Data Bank)

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.
» PubChem

C’est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la Bibliotheque nationale de
médecine des Etats-Unis sous l'autorité de la National Institute of Health (NIH) (Murray,
2001). La PubChem englobe plusieurs millions de composés mis en ligne, gratuitement,
pour chaque substance une grande quantité de données de divers ordres chimique,

biochimique, Pharmacologique, production, toxicologie. [88]
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3. Les programmes

» Arguslab

Dans sa version 4.0.1. 1l nous a permis de séparer les complexes issus de la pdb.[98]
> Viewerlite

Dans sa version la plus récente 4.2.0 pour la visualisation des interactions hydrophobes et

les liaisons hydrogenes formées entre les différents inhibiteurs et le site actif de I’enzyme

étudiée.[89]
» OpenBabel

Dans sa version 2.4.1. Il nous a servi pour la conversion des fichiers, contenant les données

chimiques, d’un format a un autre (pdb, mol2, sdf, smile...... ).[99]
> Surflex

Dans sa version 1.3. Nous a permis de réaliser un docking moléculaire rapide afin d’arrimer

les ligands dans un environnement constitu¢ d’acides aminés avec une bonne précision.

[100]

> Excel (2019)

Nous a permis de tracer et calculer respectivement la droite et le coefficient de corrélation
linéaire.

» Biovia Discovery studio visualizer

Nous a permis de préparer et visualiser aussi bien I’enzyme que les ligands afin d’étudier

les interactions effectuées entre la protéine et le ligand. [101]

> Titan

Dans sa version 1.0.1, nous a permis la construction moléculaire des ligands issus de la

littérature ainsi que la minimisation de leur énergie intramoléculaire.
» DruLiTo

Permet de calculer les propriétés physico-chimiques des molécules aux formats .sdf et .mol

auxquelles il applique plusieurs filtres tels que la régle de Lipinski.
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Il. Meéthode
1. Docking moléculaire (D.M)

Le docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules extraites, dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre deux molécules. Les logiciels de docking sont donc des outils trés
utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites
molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le
récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme docking seul est

couramment employé pour désigner un « docking protéine-ligand ». [90]

2. Tests d’évaluation de la fiabilité du docking

Il nécessaire d’étudier la fiabilité¢ des logiciels d’ancrage moléculaire afin de valoriser les
résultats fournis le long de notre travail. On a réalisé deux tests pour affirmer la fiabilité de
notre logiciel utilisé « Surflex », le premier concerne le coefficient de corrélation (r) et le

deuxiéme, le RMSD (Root-Mean-Square Deviation).

2.1. Coefficient de corrélation linéaire (r)

Le coefficient de corrélation linéaire de Bravais-Pearson permet d’étudier I’intensité et le
sens de la corrélation qui existe entre deux variables, dans notre cas : les valeurs expérimentales
de I’'IC50 des molécules étudiées et leurs affinités simulées par le docking moléculaire. La
valeur du coefficient de corrélation est située entre —1 et 1. Plus le coefficient de corrélation est

proche des valeurs extrémes -1 et 1, plus la corrélation linéaire entre les variables est forte. [91]
2.2. Le RMSD ou I’écart quadratique moyen

La fiabilité d’un programme de docking est évaluée en termes de capacité a reproduire des

complexes protéine-ligand déterminés expérimentalement.

La valeur de déviation quadratique moyenne ou RMSD (Root Mean Square Deviation) entre
la conformation et I’orientation du ligand déterminée par le programme de docking et sa pose
dans le complexe expérimental doit étre la plus petite possible. Le ratio admis est une différence
maximale de 2 angstroms (Vieth et al, 1998 ; Grosdidier, 2007 ; Chikhi et Bensegueni, 2008).

Plus la valeur de déviation quadratique moyenne se rapproche de 0, plus la conformation
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prédite par le logiciel se superpose avec celle de référence. La norme actuelle pour évaluer la
performance d’un logiciel de docking est de faire ce test sur environ une centaine de complexes
protéine-ligand cristallisés (Kramer et al, 1999 ; Kellenberger, 2004). Ce premier test a été
réalisé sur 200 complexes tirés de la PDB. [91]

3. Le choix du complexe 4fkl

La Cyclin-dependent Kinase 2 est la cible thérapeutique que nous avons étudiée dans notre
travail, sa structure tridimensionnelle est disponible sous format pdb via la banque de données
Protein Data Bank. Parmi les 50 complexes "cdk2 humaine-inhibiteur” proposes par cette
banque, nous avons choisi le complexe ayant pour code : 4fkl. Le choix de ce complexe est
dicté par sa faible valeur de résolution 1.26 A et son faible poids moléculaire. Le complexe a
été téléchargé sous format pdb :

Figure 20 Structure tridimensionnelle du complexe 4fkl

Aussi, parmi les différents complexes ; le ligand du complexe 4fkl affiche les meilleures
caractéristiques physicochimiques que 1’on retrouve dans le tableau suivant :

Tableau 4 Les caractéristiques physicochimiques du ligand de référence CK2 .

Le ligand PM Donneur de H Accepteur de H Liaison rotable | LogP

CK2 210.09 4 4 1 -0.151
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4. Préparation des molécules au docking moléculaire

4.1. Préparation de la protéine

Notre cible thérapeutique traitée est la Cyclin-dependent kinase 2 (cdk2 ou 4fkl-p). Avant
son utilisation par Surflex, le complexe 4fkl doit subir quelques modifications nécessaires :
L’enzyme étant formée d’une seule chaine, nous avons éliminé les molécules d’eau et le ligand
par Arguslab pour permettre une utilisation plus aisée de 1’enzyme avec un site actif libre lors
du docking moléculaire. Le programme Surflex fonctionne mieux avec le format .mol2, donc
les molécules sont protonées et transformées dans le format .mol2 par le programme
OpenBabel 2.4.1.

4.2. Préparation des ligands

= Laséparation du ligand (CK2 ou 4fkl-1)) par Arguslab est réalisée par I’élimination de
tous les autres composants du complexe (protéine, molécules d’eau, métaux...).

= Enregistrement des modifications apportées au ligand (CK2) au format pdb.

= Conversion des ligands (ligand de référence ou autres) au format .mol2 pour les adapter
au docking par Surflex grace a OpenBabel 2.4.1.

4.3. Les étapes du docking
Nous avons réalisé les étapes du docking moléculaire par le logiciel Surflex selon le protocole
suivant [92] :
> lere étape : génération du protomol
L’identification du site actif par la construction d’une pseudo-molécule appelée « protomol »

est une étape realisée grace a la commande suivante :

Surflex-dock proto 4fkl-l.mol2 4fkl-p.mol2 pl

» 2éme étape : le docking moléculaire

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine format .mol2, le protomol généré dans
’étape précédente et les ligands sous format .mol2. Le docking moléculaire par « Surflex »
permet d’avoir les dix (10) meilleures positions (conformations) de chaque ligand au sein du
site actif étudié, classées par leur score (Final-0, Final-1...... Final-9). Cette étape a été réalisée

en utilisant la commande suivante :
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‘ Surflex-dock dock 4fkl-l.mol2 pl-protomol.mol2 4fkl-p.mol2

» 3eéme étape : calcul du RMSD

Le RMSD considéré est celui des atomes lourds ; Cette étape a été réalisée en utilisant la

commande suivante :

‘ Surflex-dock rms 4fkl-l.mol2 final-0.mol2

> 4eme étape: optimisation du RMSD

Cette etape est supplémentaire pour optimiser quelques valeurs du RMSD. Cette étape a éeté

réalisée en utilisant la commande suivante :

Surflex-dock optrms ligand.mol2 final-0.mol2

5. Recherche de nouveaux inhibiteurs théoriques de la cdk?2

5.1. Le criblage virtuel

La banque de donnée PubChem fournit un nombre de similaires coordonné avec le taux de
similarite structurale désiré au ligand de référence. Cette derniere nous a proposé 236 composes
présentant 92 % d’homologie a notre ligand de référence. Nos similaires ont été télécharges

puis convertis du format .sdf au format .mol2 avec le programme OpenBabel 2.4.1.

Ces similaires ont subi un criblage virtuel au niveau du site actif de notre cible enzymatique
dans le but de prédire leur affinité envers elle grace a la commande « dock_list » du logiciel

Surflex.
Cette commande ne s’applique qu’aprés une préparation indispensable comme suit :

= Répertorier dans un dossier les similaires.
= Créer un fichier que I’on nomme « ligarchive » par exemple, incluant I’adresse de
chaque similaire dans son répertoire précis.
= Fournir la protéine ainsi que le protomol au format .mol2.
Dans notre travail, nous avons utilisé une nouvelle méthode dont le logiciel OpenBabel nous

a permis la conversion de tous les ligands au méme temps dans un seul fichier nommé
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« ligarchive » au format .mol2. On note bien que cette derniere est plus rapide que la

précedente.

| Surflex-dock dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protein.mol2 log

Pour obtenir un seul résultat (final-0) par ligand nous avons utilisé la commande suivante :

| Surflex-dock -ndock_final 1 dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protein.mol2 log

Dans cette partie nous avons remplacé le mot « log » par le mot ligand afin d’obtenir des

résultats bien ordonnées et nommés du premier ligand jusqu’au dernier .

Surflex-dock -ndock_final 1 dock_list ligarchive pl-protomol.mol2 protéine.mol2 ligand

File Edit Format View Help

h45241382: 42 atoms, 4 rot: [Time S5S: srch © aln 1 m+c 2 pol 2] [Ncn 75: 26 2466 2576]
[ligand-@: 6.47 crash -2.21 polar 2.74 ]

145241378: 28 atoms, 2 rot: [Time 2: srch © aln 1 mi+c @ pol 1] [Necn 73: 24 2424 2074)
[ligand-1: 4.38 crash -©.26 polar 1.98 ]

145241372: 33 atoms, 3 rot: [Time 3: srch © aln © m+c 2 pol 1] [Ncn 61: 12 2131 2521]
[ligand-2: 4.53 crash -2.40 polar 3.38 ]

145184957: 22 atoms, 3 rot: [Time 2: srch © 3ln 1 m+c © pol 1] [Ncn 73: 24 2424 2074]
[ligand-3: 2.2@ crash -9©.35 polar 2.26 ]

144996581: 24 atoms, 2 rot: [Time 2: srch © aln 1 m+c © pol 1] [Ncn 73: 24 2424 2074
[1igand-4: 3.22 crash -©.44 polar 2.98 ]

143760996: 45 atoms, S rot: [Time 6: srch @ 3ln 2 mic 2 pol 2] [Ncn 85: 36 2676 2586]
[ligand-5: 4.5© crash -1.40 polar 2.21 ]

143143329: 27 atoms, 2 rot: [Time 2: srch © aln 1 m+c @ pol 1] [Ncn 73: 24 2424 2e74]
[ligand-6: 4.45 crash -©.35 polar 3.24 ]

143143319: 32 atoms, 4 rot: [Time 3: srch © aln 1 m+c © pol 2] [Ncn 73: 24 2424 2074]
[ligand-7: 3.17 crash -2.61 polar 1.8 ]

143143311: 35 atoms, S rot: [Time 4: srch @ aln 1 m+c 1 pol 2] [Ncn 73: 24 2424 2974)
[ligand-8: 4.6© crash -1.25 polar 1.72 ]

143143278: 3© atoms, 3 rot: [Time 3: srch @ aln 1 m+ic @ pol 2] [Ncn 73: 24 2424 2074)
[ligand-9: 4.26 crash -©.38 polar 3.5 ]

142948185: 22 atoms, 1 rot: [Time 2: srch © 3ln © m+c 1 pol 1] [Ncn 59: 10 1491 1331]
[ligand-1@: 4.14 crash -©8.28 polar 1.72 )

142210127: 19 atoms, 1 rot: [Time 1: srch @ a3ln @ m+c @ pol 1] [Ncn 59: 1 1573 1503]
[ligand-11: 4.03 crash -8.93 polar 2.36 ]

141365955: 22 atoms, 1 rot: [Time 1: srch © 31ln @ m+c 1 pol 8] [Ncn 55: 6 488 998])
[ligand-12: 3.13 crash -©0.3© polar 1.87 ]

141351159: 392 atoms, 2 rot: [Time 3: srch @ aln 1 m+c 1 pol 1] [Ncn 73: 24 2424 2874]
[ligand-13: 3.18 crash -1.83 polar 2.75 1]

141258356: 29 atoms, 2 rot: [Time 3: srch © aln 1 m+c @ pol 2] [Ncn 73: 24 2424 2074]
[ligand-14: 4.24 crash -8.80 polar 1.17 ]

141258355: 29 atoms, 2 rot: [Time 3: srch © a3ln 1 m+c © pol 2] [Ncn 73: 24 2424 2074]
[ligand-15: 4.©9 crash -8.74 polar 1.89 ]

141253361: 42 atoms, 5 rot: [Time S: srch @ aln 1 m+c 2 pol 2] [Ncn 77: 28 25088 2578])
[ligand-16: 3.37 crash -1.3€ polar ©.02 ]

141172162: 25 atoms, 2 rot: [Time 1: srch @ aln @ m+c © pol 1] [Ncn 73: 24 2424 2074]
fligand-17: 4.83 crash -1.25 polar 1.49 1

Figure 21 : les résultats obtenues par Surflex selon la nouvelle commande utiliser
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5.2 . La modélisation moléculaire par substitution in silico

La modélisation moléculaire sert a construire de nouvelles molécules ou le remplacement
de quelques groupements chimiques par d’autres. Ces substitutions ont été réalisées dans le but
de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus efficaces. L’étude de la modélisation moléculaire
par substitution permet d’améliorer 1’affinité de maniére significative par un choix judicieux
des fragments a substituer et de proposer de nouveaux inhibiteurs meilleurs que notre ligand

de référence.

6. Filtrage ADME/Tox

Chaque médicament éventuel doit de se conformer a plusieurs criteres de base, tels son
faible colt de production, étre soluble, stable, brevetable, mais doit aussi se conformer a des
baremes associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de
métabolisme, d’excrétion et de toxicité [93]. En 1997 Lipinski et al ont proposé « la regle de 5
» également appelée « régle de LIPINSKI » permettant de déterminer si un composé chimique
posséde des caractéristiques médicamenteuses précises. Selon cette regle, un composé posséde

toutes les chances d'étre disponible oralement s’il respecte au moins 3 des 5 critéres suivants :

1. Posséde une masse moléculaire inférieure & 500 daltons.

2. Un coefficient de partition (log P) ou une lipophilie entre -2 et 5.

3. Ne posséde pas plus de 5 donneurs de ponts hydrogéne (OH et NH).

4. Ne possede pas plus de 10 accepteurs de ponts hydrogene (O et N).
5. Le nombre de fonctions rotables (flexibles et linéaires) inférieur a 15. [94]

Le log P est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I'octanol et dans I'eau. log P = log (Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender le caractére
hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d'une molécule. Diverses études statistiques ont mis en
¢vidence les valeurs optimales de log P pour qu'un compos¢ (typiquement un médicament) soit

absorbé par le corps humain :

= Pénétration au cerveau: 2,0
= Absorption orale: 1,8
= Absorption sublinguale: 5

= Absorption percutanée: 2,6 [94]
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Des compléments a cette regle ont été apportés, notamment par Veber :

= Le nombre de liaisons a libre rotation (FRB) < 10

= La surface polaire de la molécule (PSA) < 140 A [95]

Les paramétres précédemment cités sont déduits a partir des structures 3D en utilisant le

logiciel DruLiTo pour nos meilleurs composés substitués.

7. Analyse visuelle des interactions établies entre le ligand et les acides
amines du site actif
C’est une étape importante qui permet de vérifier et de comparer les résultats du RMSD

calculé et la superposition des molécules. Elle permet également d’observer et de dénombrer

les différentes interactions réalisées entre le ligand et les résidus du site actif.
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Résultats et Discussion

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, I'amarrage est une méthode qui calcule
l'orientation préférée d'une molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées par I’ensemble
des interactions assurant la stabilité du complexe formé et déclenchant un signal responsable

de I’effet thérapeutique.

Avec le developpement des outils informatiques dans les 20 derniéres années, la
modélisation moléculaire et plus précisément le Docking moléculaire s’est tres vite introduit
dans le domaine de la recherche en biologie. Le programme de Docking moléculaire Surflex
est développé pour aider a la mise au point de molécules a activité thérapeutique. 1l a été utilisé
pour étudier I’inhibition de la cdk2, dans le but de découvrir des nouveaux inhibiteurs.
L’évaluation de I’affinité de ces molécules a mis en évidence celles présentant le meilleur effet

inhibiteur.

L'intensité de signal est calculée par ce programme qui traduit en score basé sur la puissance

de I’affinité ou 1’énergie attribuée par ’ensemble des interactions.

1. Tests de fiabilité du programme SURFLEX

Avant d’aborder 1’étude de I’inhibition de la cdk?2 par diverses molécules, nous avons tenté

d’évaluer la fiabilité du programme Surflex utilisé.

Souvent, les performances d’un programme de Docking moléculaire sont évaluées en

termes de capacité a reproduire le mieux possible des complexes expérimentaux.
La fiabilité du logiciel peut étre jugée au moyen de deux critéres :
-La détermination du RMSD complétée par une visualisation des complexes formés.

-Le calcul du coefficient de corrélation.

1.1. RMSD

En bio-informatique , la déviation quadratique moyenne des positions atomiques (ou
simplement la déviation quadratique moyenne , RMSD ) est la moyenne de la déviation de
chacun des atomes du ligand (ligand docké¢) par rapport a ceux de la molécule d’origine (ligand

de référence).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mod%C3%A9lisation_mol%C3%A9culaire
https://en.wikipedia.org/wiki/Bioinformatics
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Ce test permet d’estimer la performance du programme de Docking a reproduire
’orientation spatiale expérimentale du ligand a I’intérieur du site actif. Le positionnement
correspond a I’identification correcte du site de liaison sur la protéine. Autrement dit, il faut
que 1’évaluation quantitative de la déformation spatiale entre la pose du ligand calculée par
Surflex et la conformation dans le complexe expérimental soit la plus petite possible. Donc ce
test se base sur une comparaison entre le ligand de référence et celle prédite par le logiciel de
Docking apres calcul des interactions qui présente une conformation ayant la plus grande
affinite (final-0).

Le test est approuvable seulement si la valeur du RMSD est inférieure ou égale a 2 A.
L’évaluation de la fiabilit¢ du programme par le RMSD a été effectuée sur 200 complexes
(protéine-ligand) que nous avons téléchargés de la PDB et regroupés dans le tableau 1 des

annexes.

Parmi 200 complexes utilisés, seuls 139 complexes ont eu une valeur de RMSD <2 A et
sont considérés comme résultats positifs. Ce qui donne a un pourcentage de 69.5 % et que

seulement 30.5 % des résultats sont supérieurs a 2 A.

Conformément aux travaux de (Chikhi. A. et Bensegueni. A., 2008) et (Teniou. S., 2012)
qui révelent un pourcentage de 63% a partir de 300 complexes et 85,8% sur 134 complexes
successivement. Le programme Surflex est un outil de modélisation moléculaire de haute

performance.

HRMSD <2

@ RMSD > 2

Figure 22 L anneau bleu représentant le pourcentage des RMSD inférieurs a 24 obtenus par
Surflex.
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1.2. L’analyse visuelle

L'analyse visuelle faisant suite au test RMSD est une étape essentielle et complémentaire
pour juger la performance du programme Surflex. Elle permet une Vérification de la

superposition du ligand expérimental par rapport a celui docké.

La visualisation des résultats du Docking moléculaire est réalisée avec 4 inhibiteurs dont le
premier a un RMSD inférieur 2 2 A ; le deuxiéme a une valeur proche de 2 A ; le troisiéme est
nettement supérieur & 2 A ; quant au quatriéme nous avons choisi un résultat de Docking

optimisé par le logiciel Surflex par 1’option « optrms » qui présente une valeur de 0.275 A.

La comparaison des conformations expérimentales du ligand et des conformations optimales

calculées par le logiciel Surflex des 4 complexes est montrée dans les figures suivantes :

La meilleure conformation du ligand générée par le Docking (colorée en vert) est superposée

a la pose expérimentale du ligand de référence (colorée en rose).

Figure 23 Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé
par Surflex (coloré en vert) du complexe 2wxv (RMSD = 0.53 A).
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Figure 24 Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé
par Surflex (coloré en vert) du complexe 2r64 (RMSD = 2.06 A).

Figure 25 Superposition du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du finale-0 calculé
par Surflex (coloré en vert) du complexe 2c6k (RMSD = 5.99 A).
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Figure 26 Comparaison de la géométrie du ligand donné par rayon-X (coloré en rose) et du
finale-0 calculé par Surflex avant ['optimisation (coloré en vert) (RMSD = 2.33 A) et aussi
du finale-0 calculé par Surflex apres [ optimisation (coloré en bleu) du complexe 1vyz
(RMSD = 0.27 A).

Dans le premier cas la superposition de la conformation optimale du ligand obtenue par
docking avec la géométrie du méme ligand donnée par diffraction des rayons-X est maximale,
de ce fait la superposition est presque parfaite (figure 23).

Dans le deuxiéme cas, avec un RMSD de 2.06 A, elle I’est moins (figure 24), alors que pour
le troisiéme complexe, avec un RMSD de 5.99 A(figure 25), il n’y a aucune superposition

remarquée.

Concernant le quatrieme cas, la superposition du modele du ligand simulé par Surflex sans
optimisation est totalement loin vis-a-vis de la conformation determinée expérimentalement,

alors qu'aprés l'optimisation la superposition est presque parfaite avec un RMSD de 0.27 A.
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1.3. Le coefficient de corrélation (r)

Dans le méme objectif, nous avons fait un deuxiéme test qui consiste principalement a
évaluer le degré de corrélation qui existe entre les affinités de 38 inhibiteurs de la cdk2
calculées par Surflex et les valeurs de leurs I1Cso déterminees expérimentalement dans la

littérature.

Ces derniers sont téléchargés a partir de la PDB dans le format pdb portant des codes et des
IC50 différent.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous ;

Tableau 5 Résultat de [’analyse entre les Affinités obtenus par Surflex et les log ICso des
ligands déterminer expérimentalement de la pdb.

Composé Code PDB IC5 (nM) logIC;, Affinité (M")

01 2g99x 45 1,73 4.05
02 1r78 3 0,47 8.96
03 2duv 87 1,93 6.07
04 2uzn 30 1,47 6.96
05 2b52 8 0,9 8.54
06 2bpm 2 0,32 7.04
07 2uzb 120 2,07 5.3

08 3pyl 130 2,11 8.58
09 3ejl 120 2,07 5.53
10 3py0 130 2,11 7.16
11 2r64 30 1,47 6.13

12 2j9m 140 2,14 5.13
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35 1ckp 9 0,3
36 2vtq 140 2,14 4.01
37 1ke6 5.69 0,75 9.84
38 3uli 70 1,84 7.48
r=-0,63288
12
10
8
S
L 6
4
2
0
0 0.5 1 logICsy 15 2 2.5

Figure 27 Corrélation entre [activité biologique (logICso) et [ affinité calculée par Surflex
des 38 complexes choisis.

La valeur r égale a -0.63 montre qu'il ya une corrélation entre les deux parameétres analysés.
Cette valeur légerement supérieure au valeur absolue a -0.5 signifie que la corrélation a une

intensité moyenne négative.

Les résultats des travaux effectués par d’autres auteurs sont bien meilleurs que le notre. En
effet, ils ont trouvé la valeur r =0.70 (BRAHMI .A et BOUGUERN .A., 2019) affirmant ainsi
la performance du logiciel Surflex.
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2. Etude et recherche de nouveaux inhibiteurs de la cdk?2

La plupart des laboratoires pharmaceutiques implique une stratégie pour optimiser et
découvrir de nouveaux medicaments plus efficaces a dose minimale dévoilant une moindre
toxicité. Dans ce cadre nous avons tenté de proposer de nouveaux inhibiteurs plus puissants

envers la cdk2 que le ligand de référence CK2.

Il est primordial d’étudier, dans un premier temps, les mécanismes mis en jeu dans

I’interaction du meilleur inhibiteur réellement actif sur la cible.
2.1. Le criblage virtuel des similaires

Nous avons effectué le criblage virtuel de 236 similaires du ligand de notre complexe 4fkl
téléchargés de la chimiothéque PubChem présentant une homologie structurale de 92 % a notre

ligand de référence.

A T’aide du programme Surflex, nous avons pu simuler la formation de ces complexes et
évaluer leurs affinités. L’interface graphique Biovia Discovery Studio nous a aidés a visualiser

le nombre et le type de liaisons mises en jeu lors de ces interactions.

Parmi les 236 similaires (regroupés dans le tableau 2 des annexes), seulement 22 ligands
présentent une affinité supérieure a celle de notre ligand de référence, estimée a 4.63M* et que
nous regroupons dans le tableau 2 :

Tableau 6 Les 22 meilleurs similaires, leurs affinités et leurs structures.
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Les 5 meilleurs sont :

= Le composé : 01 avec une affinité de 7.13 M.,
= Le composé : 02 avec une affinité : 6.71 M2,
= e composé : 03 avec une affinité : 6.54 M2,
= Le composé : 04 avec une affinité : 6.47 ML,

= Le composé : 05 avec une affinité : 6.35 ML,

2.1.1. La regle de cing de Lipinski

Chaqgue pro-médicament doit respecter certaines conditions pour étre considéré comme
« Drug-like ». Notamment 1’absorption, et la distribution du futur médicament dans le corps
humain, donc la regle de Lipinski présente un excellent test pour accepter ou refuser les

similaires comme inhibiteurs & potentiel médicamenteux.

Plusieurs serveurs web proposent le calcul de ces paramétres, comme le site Web
SwissADME que nous avons consulté. Parmi les 22 ligands similaires, nous avons choisi les 5
premiers qui présentent une affinité largement supérieure a celle de notre ligand de référence,

les résultats de cette opération sont cités dans le tableau 3.

Tableau 7 Les paramétres de la regle de cing de Lipinski des 5 meilleurs similaires.

- Log K
®NOD O TheH DeH o 9P (ermetin
01 126534318 234.32 1 3 2 2.21 -6.20
02 447956  206.27 1 3 1 1.58 -6.58
03 11637250 235.31 2 6 3 1.7 -6.55
04 145241382 303.4 1 6 4 3.4 -5.76
05 10220758 257.32 1 3) 2 1.7 -6.65

D’apres les 2 tableaux nous avons conclu que les 5 similaires inhibent la cdk2 avec une
affinité (final-0) supérieure a 4.63M™ et remplissent tous les critéres de la régle de cing de

Lipinski validant ainsi leur biodisponibilité orale.

NB : I’activité biologique ne peut étre confirmée que par des tests « in vitro » et/ou



Résultats et Discussion

« In vivo ».

2.1.2. L’analyse visuelle et discussion des interactions

Dans cette étude, on commence toujours avec les cing molécules ayant les meilleures

propriétés parmi les composés étudiés précédemment.

Le docking de ces composés dans le site actif de la protéine donne plusieurs informations
intéressantes concernant les interactions formées entre ces derniers. Nous avons fait appel a
I'interface graphique " Show 2D" du programme Biovia Discovery Studio pour visualiser et

analyser le nombre et le type de liaison formant le complexe.

Les interactions prédites par le docking sont, en général, électrostatiques. Parmi les liaisons
électrostatiques, les liaisons Hydrogénes sont trés répandues et importantes en raison de leur

force qui bascule entre celle de la liaison covalente et celle des forces de Van Der Waals. [96]

A - Etude des interactions du composé 1

Figure 28 Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du ligand
1 avec le site actif de la 4fkl.
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La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 29 La présentation des interactions récepteur-ligand 1 en schéma 2D.

> Discussion des résultats :

Tableau 8 Les liaisons hydrogene établies par le compose 1 avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison de I’inhibiteur avec Types Distance
H les résidus du site actif (A)
01 H (N° 29)= H-----O ( N° 1209) de ’'AA : Conventional 1,950844
GLU81 Hydrogen
Bond
02 N (N° 3)=N----HZ3 (N°533) de ’AA : LYS33 || Conventional 2,252731
Hydrogen
Bond

Le composé 1 forme 2 liaisons hydrogénes (Conventional Hydrogen Bond) qui lient deux

atomes électronégatifs discutées dans le tableau ci-dessus.
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Le schéma graphique 2D indique aussi des forces attractives de Van Der Waals colorées en

vert clair impliquant les aminoacides suivants :

e 2 Glycines numérotée 11 et 13 ; I’ Asparagine 132 et la Glutamine 131.
e 2 phénylalanines numérotées 80 et 82 ; I’acide aspartique 145 et I’acide glutamique 12.
e Laleucine numérote 83 et la valine 64.
e [’isoleucine 10.
En rose s’ajoutent des interactions hydrophobes réalisées par les alkyls hydrocarbonés

apolaires gue nous retrouvons entre :

e Les ramifications hydrocarbonées du ligand avec les radicaux aliphatiques des
aminoacides ALA 31 et 144 ; VAL 18 ; LEU 134 ainsi que PHE 82.
e Lescycles du ligand et les radicaux des aminoacides ALA 31 ; VAL 144 et LEU 134
formant des interactions Pi-Alkyle.
Une autre interaction hydrophobe nommée Pi-Pi Stacking qui s’établit entre deux cycles est
présente entre 1’un des cycles du ligand et le noyau aromatique de I’acide aminé Phénylalanine
82.

L’autre interaction impliquant le cycle du ligand est une interaction Pi-Cation réalisée avec la

charge positive du NH3z* de I’aminoacide LY 33.
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B - Etude des interactions du composé 2

Figure 30 Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du ligand
2 avec le site actif de la 4fkl.

La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 31 La présentation des interactions récepteur-ligand 2 en schéma 2D.
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» Discussion des résultats :

Tableau 9 Les liaisons hydrogene établies par le compose 2 avec le site actif.

Liaisons || Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
01 N (N° 3)=N----HZ3(N°533) de I’AA : LYS33 Conventional 2,347496

Hydrogen
Bond
02 H (N° 24)=N----O (N°1209) de I’AA : GLUS81 Conventional 2,026599
Hydrogen
Bond
03 N (N° 4)=N----HN(N°1249) de ’AA : LEU83 Conventional 2,401925
Hydrogen
Bond

Le composé 1 forme 3 liaisons hydrogénes conventionnelles (Conventional Hydrogen Bond)

qui lient deux atomes électronégatifs discutées dans le tableau ci-dessus.

Le schéma graphique 2D indique aussi des forces attractives de Van Der Waals colorées en

vert clair impliquant les aminoacides suivants :

e 2 Glycines numérotées 11 et 13 ; I’ Asparagine 132 et la Glutamine 131.
e 2 phénylalanines numérotées 80 et 82 ; I’Acide aspartique 145 et 1’acide glutamique
12.
e Lavaline 64 et I’isoleucine 10.
En rose s’ajoutent des interactions hydrophobes réalisées par les alkyls hydrocarbonés

apolaires que nous retrouvons entre :

e Les ramifications hydrocarbonées du ligand avec les radicaux aliphatiques des
aminoacides ALA 31 et 144 ; VAL 18 et LEU 134.
e Lescycles du ligand et les radicaux des aminoacides ALA 31 ; 144 et la Leucine 134

formant des interactions Pi-Alkyle.
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L’autre interaction implique le cycle du ligand est une interaction Pi-Cation entre I’AA lys 33

et la valine 18.

C - Etude des interactions du compose 3 :

Figure 32 Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du ligand
3 avec le site actif de la 4fkl.
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La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 33 La présentation des interactions récepteur-ligand 3 en schéma 2D.
> Discussion des résultats
Tableau 10 Les liaisons hydrogéne établies par le composé 3 avec le site actif.
Liaisons || Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
01 N (N° 5)=N----HN (N°1249) de I’AA : LEU83 || Conventional 2,347496
Hydrogen
Bond
02 H (N° 29)=N----O (N°1209) de I’AA : GLUS81 || Conventional 1,991169
Hydrogen
Bond
03 N (N° 4)=N----HZ3 (N°533) de I’AA : LYS33 || Conventional 2,162246
Hydrogen
Bond
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Le composé 3 forme 3 liaisons hydrogénes conventionnelles (Conventional Hydrogen

Bond) qui lient deux atomes électronégatifs discutées dans le tableau ci-dessus.

Le schéma graphique 2D indique aussi des forces attractives de Van Der Waals colorées en

vert clair impliquant les aminoacides suivants :

e 2 Glycines numérotées 11 et 13 ; 1’ Asparagine 132 et la Glutamine 131.
e 2 phénylalanines numérotées 80 et 82 ; 1’Acide aspartique 145 et L’acide glutamique
12.

e La valine numérotée 64 et L’isoleucine 10.

En rose s’ajoutent des interactions hydrophobes réalisées par les alkyls hydrocarbonés

apolaires que nous retrouvons entre :

e Les ramifications hydrocarbonées du ligand avec les radicaux aliphatiques des
aminoacides ALA 144 et 31 ; VAL 18 et LEU 134,
e Lescycles du ligand et les radicaux des aminoacides ALA 31 et 144 et la Leucine 134

formant des interactions Pi-Alkyle.
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D - Etude des interactions du composeé 4

Figure 34 Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé 4 avec le site actif de la 4fkl.

La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 35 La présentation des interactions récepteur-ligand du composé 4 en schéma 2D.
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» Discussion des résultats :

Tableau 11 Les liaisons hydrogéne établies par le composé 4 avec le site actif.

Liaisons || Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
01 N (N°4)=N----H (N°533) de '’AA : LYS33 || Conventional || 2,470878

Hydrogen
Bond
02 N (N°5)=N ----- H (N°1 249) de ’AA : LEUS3 || Conventional || 2,210306
Hydrogen
Bond
03 H (N° 39)=H-—--O (N° 1 1 209) de I’AA : Conventional || 1,968694
GLU81 Hydrogen
Bond

Le composé 4 forme 3 liaisons hydrogénes (Conventional Hydrogen Bond) qui lient deux

atomes électronégatifs discutées dans le tableau ci-dessus.

Le schéma graphique 2D indique aussi des forces attractives de Van Der Waals colorées en

vert clair impliquant les aminoacides suivants :
* 2 Glycines numérotées 11 et 13 ; I’ Asparagine 132 et la Glutamine 131.
* 2 Lysines numérotées 88 et 89 ; 2 ASP 86 et 145 ; GLU 12.
* L’isoleucine 10.

En rose s’ajoutent des interactions hydrophobes réalisées par les alkyls hydrocarbonés

apolaires gue nous retrouvons entre :

» Les ramifications hydrocarbonées du ligand avec les radicaux aliphatiques des

aminoacides ALA 31 et 144 ; VAL 18 et 64 ; LEU 134 ainsi que PHE 80.

* Les cycles du ligand et les radicaux des aminoacides ALA 31 ; VAL 18 et la Leucine 134

formant des interactions Pi-Alkyle.
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Une autre interaction hydrophobe nommée Pi-Pi Stacking qui s’établit entre deux cycles est

présente entre I’un des cycles du ligand et le noyau aromatique de 1’acide aminé Phénylalanine

82.

Une derniére interaction du type Pi-Cation relie le cycle du ligand a la charge positive NHs" de
LYS 33.

E - Etude des interactions du composé 5

Figure 36 Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d'interaction du
composé 5 avec le site actif de la 4fkl.
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La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 37 La présentation des interactions récepteur-ligand du composé 5 en schéma 2D.

» Discussion des résultats

Tableau 12 Les liaisons hydrogéne établies par le composé 5 avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
01 N (N°4)=N----H (N°533) de PAA : LYS33 Conventional || 2,237739

Hydrogen
Bond
02 N (N°5)=N ----- H (N°1 249) de ’AA : LEU83 || Conventional || 2,378239
Hydrogen
Bond
03 H (N° 29)=H----O (N° 1209) de I’AA : GLUS! || Conventional || 1,983220
Hydrogen
Bond

Le composé 5 forme 3 liaisons hydrogenes (Conventional Hydrogen Bond) qui lient deux

atomes électronégatifs discutées dans le tableau ci-dessus.
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Mises a part les liaisons hydrogenes, les forces attractives de VVan Der Waals figurent en vert

clair impliquant les aminoacides suivants :
* La Glycine 11 ; I’ Asparagine 132 et la Glutamine 131.
* Le Lysine 129 et 1’ Acide aspartique 145.
* Le Phénylalanine 80; 1’ Alanine 144 et la Valine 64.

A D’addition, des interactions hydrophobes schématisées en rose par effet des alkyles qui sont
les radicaux a chaines aliphatiques apolaires dont la terminaison est un groupement non-

fonctionnel CHs et que nous retrouvons entre :
L’atome de chlore et les radicaux des aminoacides VAL 18 et ILE 10.
Les cycles du ligand et les radicaux des aminoacides Leucine 134; Valine 18 et Alanine 134.

Une autre interaction hydrophobe nommée Pi-Pi Stacking qui s’établit entre deux cycles est

présente entre 1’un des cycles du ligand et le noyau aromatique de I’acide aminé Phénylalanine

82.

Une derniére interaction du type Pi-Cation relie le cycle du ligand a la charge positive NHs" de
LYS 33.

2.2. Essais de modélisation moléculaire

Afin de rationaliser au mieux le développement de nouveaux inhibiteurs de la cdk2, une
étude plus approfondie fut menée sur la structure de meilleur similaire a notre ligand de
référence provenant de la banque des ligands PubChem dont 1’affinité est de 7.13 M. Cette
étude nous a permis de cibler les radicaux de notre ligand & modifier dans le but de créer de

nouvelles liaisons hydrogene afin d’améliorer cette affinité.

Pour cela, nous avons effectué 2 types de substitutions : 20 mono substitutions et 35 bi
substitutions indiquées dans le tableau dans lequel est également représenté le modéele

bidimensionnel, dessiné avec le logiciel Arguslab et Titan.

La substitution réalisée par I’ajout d’un groupement méthyle (CHz), d’un hydroxyle (OH),
d’une fonction amine (NHz), un groupement (C=0) -H, (C=0) -OH, CH-CHzs, (C=0) -NHa,
(C=0) -NH3 ou d’un cycle benzéne lié a I’oxygéne SP3 a la place des hydrogénes liés a certains

carbones de 1’inhibiteur.
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La mono substitution concerne 20 composés et a permis une amélioration de 1’affinité pour

8 d’entre eux: 1,2, 3,4,5,6,7¢et8; lameilleure (8.95 M) étant celle du composé 1.

De la bi substitution résulte 35 composés parmi lesquels neuf ont des affinités améliorées

supérieures a 8.95 M représentées par les composés 21, 22, 29 et 31.

Tableau 13 Les mono et bi substitutions de 4fkl.

POSITIONS DES ATOMES DU 4FKL

~N o o1 B~ W N

LES MONO-SUBSTITUTIONS

C5 C8 C9 Cc10 C11 SCORE
(M-1)
O-benzéne 8.95
CO-OH 7.95
CO-OH 7.87
O-benzeéne 7.56
CO-OH 7.50
CO-NH2 7.25
CO-OH 7.23



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35

(C=0)-H
CO-OH
CH2-CH3
NH2
CH3
(C=0)-H
C5 C8
CO-OH
CO-OH
CO-NH2
CO-OH
O-benzéne
NH2
CO-OH
(C=0)-OH
CH3

Résultats et Discussion

CH2-CH3
O-benzéne
CO-OH
O-benzene
(C=0)-H
CH2-CH3
CH3
LES bi-SUBSTITUTIONS
C9 C10 C11

O-benzéne CO-NH2

CO-OH O-benzeéne

CO-NH2

O-benzéne
O-benzéne
O-benzéne CO-OH
CO-OH
CO-OH

O-benzéne

CO-OH O-benzéne

CO-OH
O-benzéne

O-benzéne

(C=0)-OH
(C=0)-OH O-benzéne

(C=0)-OH

7.14
7.05
7.00
7.00
6.99
6.86
6.72
6.67
6.63
6.28
6.17

C13

N7

SCO
RE
(M)
9.21
9.31
8.51
8.31
8.61
8.92
8.40

8.23
9.62
8.57
9.21
8.19
8.04
8.19
8.62



36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

o1

52

53

54
55

CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3
CH3

(C=0)-H
CH3

(C=0)-H

(C=0)-H
(C=0)-H

(C=0)-H

CH3
(C=0)-NH2

O-benzéne

Résultats et Discussion

CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3
CH2-CH3

(C=0)-NH2
(C=0)-NH2
CH2-CH3

NH2

(C=0)-H
(C=0)-H
(C=0)-H

OH
(C=0)-OH

(C=0)-OH

CH2-CH3

O-benzéne
(C=0)-NH2

CH2-CH3
CH2-CH3

CH2-CH3
CH2-CH3

(C=0)

NH2

NH2

8.20
8.22
8.23
8.12
8.11
8.83
8.79
8.77
8.53
8.15
8.26
8.51
8.53

8.17

8.83

8.10

8.08
8.07
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2.2.1. Evaluation pharmacologique « Drug-Likeness »

Il était trés important de compléter cette étude par 1’application de la méthode de filtrage
ADME qui est basée sur la régle de cing, afin de nous renseigner sur les propriétés
pharmacocinétiques (ADME) des molécules proposées pour déduire si nos trois composés
(meilleur similaire, meilleur composé mono substitué, meilleur composé bi-substitué) peuvent
agir comme médicament, par I’utilisation du logiciel ’DruLiTo’’ qui estime la biodisponibilité

a travers 1’application des filtres suivants :

% Laregle de Lipinski.

¢ Filtre de Veber.

% Filtre de Ghose.

% MDDR like rule, avec MDDR: MDL Drug Data Report.
% BBB likeness, avec BBB: Blood Brain Barrier.

e Le filtre de Ghose

Le filtre Ghose est un filtre de type médicament décrit dans Ghose, AK. ; Viswanadhan,
VN. ; Wendoloski JJ.

Une approche basée sur les connaissances dans la conception de bibliotheques de chimie
combinatoire ou médicinale pour la découverte de médicaments. Une caractérisation
qualitative et quantitative des bases de données connues sur les médicaments. J. Comb.
Chem., 1, 55, (1999).

Les paramétres par défaut utilisés sont :
-Masse moléculaire entre 160 et 480
-LogP entre -0,4 et +5,6

-Nombre d’atomes entre 20 et 70

-Réfractivité molaire entre 40 et 130

e Le filtre de veber

Le filtre Veber est un filtre de regle générale pour les médicaments actifs par voie orale décrit
dans Veber et. al. J Med Chem. 2002; 45(12): 2615-23.

Les paramétres par défaut utilisés ici sont :

-Liaisons rotatives <= 10

-Surface polaire topologique <= 140
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Les résultats sont regroupés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 14 Les Propriétés physico-chimiques des meilleurs composés de la substitution
(mono et bi), le ligand de référence et le meilleur similaire.

PM Icog. Accepteur  Donneur  Surface Refractivite. Nombre [Liaison
Compose
(g/mol) de H de H polaire Molaire molaire  rotable
Ligandde  210.09 4 4 62.11 53.63 28 1
-0.151
référence
Meilleur 234.09 4 1 88.4 68.4 30 2
S -0.151
similaire
Meilleur 326.12 5 1 97.63 99 .99 41 4
mono 1.003
substitution
Meilleur 370 .11 7 2 143.93 106.33 44 7
bi- -0 .065
substitution

Nous avons travaillé en utilisant les parametres par défaut.

Apreés ce test nous avons conclu que :

v Tous les composés remplissent les criteres ADME de biodisponibilité orale.

= Conclusion :
Le logiciel « DruLiTo » permet I’identification des composés « Drug-like » parfaitement

mais ne peut pas distinguer les composés a potentiel médicamenteux.
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Ce logiciel offre aussi la possibilité de détecter la toxicité de certains composés par
I'invalidation (indique les composés invalides en rose automatiqguement -Figue38-) auxquels

s’appliquent des filtres qui prédisent la biodisponibilité orale « Drug Likeness ».

O YYargad ol pras(Voire o Vgt 21 0 l_-.."..fJ ‘L.&...- 'y | ”.. o | |'.“__|
Blprmniy || swweme | WGty | osews | BOCSiNGS | ovmmm | ST | s |
o MECH e R | ateense | (o) o Uvanans | | Ao e | | o QED | satewiis |

Figure 38 Exemple de [’évaluation du programme « DruLiTo » par 21 molécules différents.

Sur un total de 21 molécules, DruLiTo indique 2 composés en rose parce qu’ils ne valident pas

les propriétés ADME qui caractérisent un compose « drug-like ».

Une toxicité qu’il faut vérifier par de nombreuses méthodes in silico comme : construction
de bases de données toxicologiques, établissement de modeéles QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship ou relation quantitative structure-activité), et méthodes baseées sur la
structure. [97]
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2.2.2. L’analyse visuelle et discussion des interactions

A- Etude des interactions de ligand similaire :

Figure 39 Mode d'interactions de ligand similaire avec le site actif de la 4fkl.

La presentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 40 La présentation des interactions récepteur-ligand similaire en schéma 2D.
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» Discussion des résultats :

Les liaisons hydrogenes :

Tableau 15 Les liaisons hydrogene établies par le ligand similaire avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
Conventional
01 N (N°3)=N----H (N°533) de I’AA : LYS33 Hydrogen 2,210902
Bond

Conventional
02 H (N°29)=H ----- O (N°1209) de I’AA : GLUS8I Hydrogen 1,974239
Bond

En plus des liaisons Hydrogene discutées dans le tableau ci-dessus, on trouve aussi :

Les forces attractives de VVan Der Waals faisant intervenir les aminoacides suivants :

® PHE 80 ; 82 et VAL 64 ainsi que I'ILE 10.

| GLy 11 ; 13 ; GLU 12 ; GLN 131 et ASN 132.

Des interactions Hydrophobes :

o De types alkyles établies entre le carbone et les radicaux hydrocarbonés de la Leu 134
et Alal44.
o De type Pi-Alkyle établies entre le noyau du cyclopentane, benzéne et les radicaux
hydrocarbonés apolaires du VVal 1 8 ; Leu 134 et Ala 31.
D’autres interactions é€lectrostatiques s’ajoutent aux précédentes comme : L’interaction Pi-

Cation entre le noyau du cycle aromatique de ligand et la Lys numérotée 33.
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B- Etude des interactions de ligand de référence :
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Figure 41 Mode d'interactions de ligand de référence avec le site actif de la 4fkl.

La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 42 La présentation des interactions récepteur-ligand de ligand de référence en
schéma 2D.
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Discussion des résultats :

sons hydrogenes :

Tableau 16 Les liaisons hydrogéne établies par le ligand de référence avec le site actif.

Liaisons | Mode de liaison d’inhibiteur avec les Types Distance
H résidus du site actif (A)
Conventional Hydrogen
01 H (N°19)=H----O (N°1244) de I’AA : LEU83 1,855189
Bond
Conventional Hydrogen
02 H (N°23)=H ----- O (N°164) de I’AA : ILE10 2,033508
Bond
Conventional Hydrogen
03 H (N° 28)=H----O (N° 164) de ’AA : ILE10 2,062253

Bond

En plus des liaisons Hydrogene discutées dans le tableau ci-dessus, on trouve aussi :

Les forces attractives de Van Der Waals impliquant les aminoacides suivants :

W ASP 86 ; LYS 33 et VAL 18 ainsi que HIS 84.

® GLY 11;GLU 12 et GLN 85;131.

Des interactions Hydrophobes :

o De types alkyles établies entre le carbone et les radicaux hydrocarbonés de la Ala 31 ;

Phe 82 ; Leu 134 et lle 10.

o De type Pi-Alkyle établies entre le noyau du cyclopentane, benzene et les radicaux

hydrocarbonés apolaires du Leu 134 et Ala 31.
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C-Etude des interactions du meilleur ligand mono-substitué

W/

Figure 43 Le mode d'interactions du meilleur ligand mono-substitué avec le site actif du 4fkl.

La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 44 La présentation des interactions récepteur-ligand du meilleur ligand mono-
substitué en schéma 2D.
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» Discussion des résultats :

Les liaisons hydrogenes :

Tableau 17 Les liaisons hydrogéne établies par le meilleur ligand monosubstitue avec le site

actif.
Liaison | Mode de liaison d’inhibiteur Types Distance
H avec les résidus du site actif (A)
H (n°21)------------ Conventional Hydrogen
1 2,158793
A:GLU81:0(n°1209) Bond
A:LYS33:HZ3(n°533)------------ Conventional Hydrogen
2 2,182005
N(n°12) Bond
H(n°44)------ A:ASP145:0D2(n° Conventional Hydrogen
3 2,045346
2 262) Bond
Conventional Hydrogen
4 A:THR14:HN(n°261)--------- :0(n°43) Bond 2,150139
on

En plus des liaisons Hydrogéene discutées dans le tableau ci-dessus, on trouve aussi :
Les forces attractives de VVan Der Waals faisant intervenir les aminoacides suivants :

= ALA:144 ; ASN :132; GLN :131; VAL :164 et 64 ; THR :158
= GLU:162et12; VAL :64; GLY :11; PHE :80 et

Des interactions Hydrophobes :

o De types alkyles établies entre le carbone et les radicaux hydrocarbonés de la VAL :18
et ILE :10.
o De type Pi-Alkyle établies entre le noyau du cycle benzéne et les radicaux
hydrocarbonés apolaires du Leu 134 et Ala 31.
D’autres interactions électrostatiques s’ajoutent aux précédentes comme : L’interaction Pi-

Cation entre le noyau du cycle aromatique de ligand et la Lys : 129 et 33.
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D- Etude des interactions du meilleur ligand bi-substitué

Figure 45 Le mode d'interactions du meilleur ligand bi-substitué avec le site actif du 4fkl.

La présentation des interactions récepteur-ligand en schéma 2D
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Figure 46 La présentation des interactions récepteur-ligand du meilleur ligand bi-substitué

en schéma 2D.
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» Discussion des résultats :

Les liaisons hydrogenes :

Tableau 18 Les liaisons hydrogéne établies par le meilleur ligand monosubstitue avec le site

actif.
Liaison Mode de liaison Types Distance (A)
H d’inhibiteur avec les
résidus du site actif
. H----ememememee- Conventional 2,160276
A:GLU81:0(n°1 209) Hydrogen Bond
5 A:LYS33:HZ3(n® 533)------------- Conventional 2,152046
B ---N Hydrogen Bond

En plus des liaisons Hydrogene discutées dans le tableau ci-dessus, on trouve aussi :
Les forces attractives de Van Der Waals impliquant les aminoacides suivants :

= PHE :80et82; VAL :64; ASP:86 ;ILE :10; GLU :12 ;ASN :132
= LYS:89et129; THR:158¢et14; GLY :11et13; GLN:131

Des interactions Hydrophobes :

o De types alkyles établies entre le carbone et les radicaux hydrocarbonés de ALA 144 et
LEU 134.
o De type Pi-Alkyle établies entre le noyau du cycle benzene et les radicaux
hydrocarbonés apolaires de Leu 134 et Ala 31 ainsi qu’entre le noyau cyclopentane et
la VAL 18
D’autres interactions électrostatiques s’ajoutent aux précédentes comme : I’interaction Pi-
anion et Pi-cation entre le noyau du cycle aromatique et le résidu ASP 145 ainsi ’interaction

entre le noyau du cyclohexane et la LYS 33
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Conclusion

L’objectif primordial de notre travail est de développer in silico par le biais du docking
moléculaire de nouvelles structures agissant comme inhibiteurs plus puissants de la cdk2, cible

enzymatique récente jouant un role curatif contre les tumeurs.

Afin d’affirmer que Surflex est un programme adapté a notre étude, nous avons essayé de
tester la capacité¢ de ce programme a prédire I’emplacement correct d’un ligand au niveau de
son récepteur. Pour cela, nous avons fait appel au test du RMSD (Root Mean Square
Deviation) qui sert a évaluer la déviation de la géométrie du ligand simulée par Surflex par
rapport a sa conformation de référence qu’on retrouve dans la PDB. Sur les 200 complexes pris
arbitrairement de la PDB, 65,5% ont présenté un RMSD inférieur & 2 A. L'analyse visuelle
confirme ces résultats puisqu’on observe une bonne superposition des 2 conformations, celle
du ligand calculée par Surflex et celle du ligand de référence pris initialement de la PDB pour
des valeurs de RMSD inférieures & 2 A. La superposition devient mauvaise pour des valeurs de
RMSD supérieures a 2 A. Le deuxiéme test utilisé est celui du coefficient de corrélation linéaire
qui existe entre les valeurs expérimentales de I’IC50 des molécules étudiées et leurs affinités
simulées par le docking moléculaire. Les résultats de la régression linéaire donnent un

coefficient de corrélation r = -0 ,63.

Ces tests nous apportent la preuve que le programme Surflex est hautement performant et

peut étre utilisé en toute fiabilité pour simuler les interactions d’autres inhibiteurs de la cdk2.

Dans la recherche de nouveaux inhibiteurs théoriques plus efficaces que notre ligand de
référence CK2, 236 structures avec un taux de similarité de 92% a notre ligand de référence ont
été téléchargés a partir de la chimiothéque « PubChem » afin d’évaluer leur affinité envers la
cdk2. Parmi les 236 structures, 22 composés ont présenté des affinités supérieures a celle de
notre ligand qui est de 4.63M™.

Les résultats du criblage virtuel par le logiciel Surflex nous a permis de sélectionner les 5
meilleurs composés qui peuvent étre proposés comme meilleurs inhibiteurs de notre cible
thérapeutique cdk2 et pour lesquels nous avons fait une analyse détaillée des diverses
interactions qui interviennent : les liaisons Hydrogénes, Van Der Waals, Pi-Anion, Pi-Sulfur,
Pi-Pi stacking, Alkyl, Pi-Alkyl et Pi-Cation.

Ces 5 similaires inhibent la cdk2 avec des affinités allant de 7.13 M & 6.35 M, valeurs

bien supérieures a celle du ligand de référence qui est de 4.63 M et remplissent tous les critéres
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de la régle de cing de Lipinski y compris le nombre de liaisons rotatives et le coefficient de

partage ce qui valide la biodisponibilité orale.

On a complété nos essais de modélisation structurale par 20 mono substitutions et 35 bi
substitutions, parmi lesquelles dix-sept (17) composés substitués ont eu des affinités
améliorées. Le meilleur composé (n°1) parmi les mono substitues a atteint une affinité de 8.95

M et le meilleur composé bi substitué (n°29) une affinité de 9.62 M.

Il était trés important de compléter cette étude par I’application de la méthode de filtrage
ADME afin de nous renseigner sur les propriétés pharmacocinétiques des molécules proposées
pour déduire si nos trois composés (meilleur similaire, meilleur composé mono substitué,
meilleur composé bi-substitué) peuvent agir comme médicament, en utilisant du logiciel
“DruLiTo’’ qui évalue la biodisponibilité a travers I’application des filtres suivants : La régle

de Lipinski , Filtre de Veber....etc . Le résultat a été positif.

En termes de perspectives d’avenir, ce travail pourra étre complété et prolongé par une étude
expérimentale in vitro et/ou in vivo afin de valider nos résultats théoriques et vérifier I’efficacité

de I’approche in silico.
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Annexes 1

Tableau 19 Les résultats des calculs des 200 complexes utilisés pour tester la fiabilité de
programme Surflex.

Rmsd(A)
Optimisé

Rmsd(A) Le
Optimisé complexe

Le
complexe

Rmsd(A) Rmsd(A)

1fvv 1.230 2w06  4.172
1pkd 2.306  1.481 3eoc  1.076
1pye 2181  0.145 3Ifn 1.076
1r78 1277 3ifq  1.003
lagl 0798 3ifs  0.422
LU 1ke6 0.574 5 3ns9 2.257  1.589
lke7 1513 3qi8  1.920
08 Y, 2338  0.275 3qrt 1.560
LOED 2wox 2.098  1.247 3qru  0.625
1g5s 1.478 3qtq 2.218  0.635
1y91 2290  0.822 [ KD 3qtr 2.768  1.533
1ykr 2.747  0.363 3gts  1.646
2052 1577 5l 3qtu 3.948
2bkz 1.803 3qtw  3.801
2bpm 2.046 3qtx 4.123
loiy 0.960 G 3qtz 4.026
2bts 1.504 3qu0  4.502
2c4g  BHIGE [l 3qwj  §202 N80
2¢5n 3.116 0 3qwk  0.688
2c50 {676 3qx2 3058 424
2vtt 0.899 20 3qx4  4.464
2a0c 1.169 3gxo  3.722
2c5y 4.175 R 3qzf 3.085  0.904
2c6i 1875 3q2g  0:436
2c6k 5.999 3qzi 4.621
26l 5.773 3rlq 1.161
2com G024 3rls 3.864
2060 1.192 128 151" 2.880  0.503
2c6t 1.062 3r6x 3.780
2c68 2.812  1.685 3r7e 4.674
2c69 2895  1.813 37 5.106
2duv 2176  1.668 3r7u 1.358
2exm  1.186 cEL 3rv BB NSO
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Annexes 2

Tableau 20 Les résultats du criblage par Surflex des similaires du ligand 4fkl.

N° Ligands Affinités N° Ligands  Affinités
145241382 6.47 141258356

1.89

145241378 2.23 141351159 1.37
13582281 2.45 141365955 1.58
45788107 2.18 142210127 1.59
45788110 3.29 142948185 3.38
i 60113136 3.47 143143278 1.96
63752111 2.27 143143311 1.94
el 63752263 2.83 143143319 2.47
Ll 64295784 2.21 143143329 1.45
64296534 2.87 143760996 3.33
82374891 1.32 144906581 1.91
82402647 1.57 145104957 1.14
82402665 2.29 145241372 1.17
83967517 3.04 145241378 1.81
85770828 1.83 145241382 1.66
86147318 1.15 83967517 4.88
96033377 2.75 82402665 4.75
96617213 1.89 63752263 4.67
96624152 1.24 447956 6.71
96862082 2.17 447957 3.42
103278296 2.62 6539280 3.64
103278372 0.65 6539284 5.04
103278381 3.03 6539285 4.79
103278408 1.06 6539286 3.65
103278518 2.33 6539300 4.19
103278549 1.17 9547884 2.69
103278653 1.95 13582275 4.18
103278755 2.75 46830767 4.23
103278849 1.90 6539278 4.63
103278889 1.85 143760996 450
103278948 3.14 71682965 451
103278999 1.76 60113109 2.42
103279094 1.83 91283487 3.88
103279154 1.65 91340739 4.22
103279166 1.10 118330357 4.56
103279192 3.98 118334147 4.23
103279296 2.40 55 122534113 4.92
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Theme : Application du Docking moléculaire par SURFLEX Pour la mise en évidence des nouveaux
inhibiteurs de la Kinase dépendante de la cycline 2 (CDK2).

Résumé:

La kinase dépendante de la cycline 2 représente une cible importante pour les traitements anticancéreux.
Dans le but de concevoir de nouveaux composés a meilleur effet inhibiteur que le composé «CK2» qui agit sur
la cible cdk2, enzyme impliquée dans les tumeurs. Le programme de docking moléculaire Surflex a été
développé pour aider a la mise au point des molécules a activité thérapeutique. Avec un taux de valeurs de
RMSD inférieures ou égales a 2 A de 65,5 % et un coefficient de corrélation de -0,63, les performances du
programme Surflex sont avérées. Ce test a été suivi d’une analyse visuelle de la superposition des ligands de
référence et ceux obtenus par docking moléculaire.

Un criblage virtuel a été effectué sur une collection de 236 structures avec un taux de similarité de 92% a
notre ligand de référence ont été téléchargés a partir de la chimiotheque « PubChem » afin d’évaluer leur affinité
envers la cdk2. Parmi les 236 structures, 22 composés ont présenté des affinités supérieures a celle de notre
ligand qui est de 4.63M™,

Les résultats du criblage virtuel par le logiciel Surflex nous a permis de sélectionner les 5 meilleurs composés
qui peuvent étre proposés comme meilleurs inhibiteurs de notre cible thérapeutique cdk2 et pour lesquels nous
avons fait une analyse détaillée des diverses interactions.

Nous avons complété nos essais de modélisation structurale par 20 mono substitutions et 35 bi substitutions,
dans le but d’améliorer son action inhibitrice. Parmi lesquelles dix-sept (17) composés substitués ont eu des
affinités améliorées :

La mono substitution concerne 20 composés et a permis une amélioration de I’affinité pour 8 composés ; la
meilleure (8.95 M) étant celle du composé n°1.

De la bi substitution résulte 35 composés parmi lesquels neuf (9) ont des affinités améliorées supérieures a 8.95
M ; la meilleure étant celle du composé n°29 qui égale a 9.62 M.

Enfin, l'application de la régle de Lipinski nous informe de maniére positive sur les propriétés
physicochimiques de ces nouvelles molécules ainsi que sur leur biodisponibilité par voie orale comme
médicament qui ne posera aucun probleme.

Il est nécessaire de vérifier et valider nos résultats théoriques par une étude expérimentale in vitro et/ou in vivo.
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