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Introduction générale

Les avancées récentes en modélisation moléculaire et la conception in silico de composés
thérapeutiques et des molécules biologiquement actives ont révolutionné le développement de
thérapies oncologiques. Dans ce travail, notre étude se focalise intensément sur I'évaluation par
quelques méthodes de modélisation moléculaire (in silico) de 19 dérivés du noyau rhodanine
comme inhibiteurs potentiels de la cible MCL-1, tout en situant ce travail dans un contexte plus
large des approches computationnelles modernes dans le domaine de 1’oncologie.

Les approches et techniques dites « in silico » ou computationnelles constituent un pilier
indispensable dans la conception et la découverte de médicaments d’une maniére générale et en
oncologie plus spécifiquement. Ceci est connu sous le nom du « Computer Aided Drug Design
(CADD) ». Comme I'ont démontré Sliwoski et al. [1], ces méthodes permettent non seulement de
réduire les colts et le temps de développement des édifices chimiques, mais aussi d'explorer des
mécanismes d'action innovants. Notre méthodologie de travail (ici présent) combine la modélisation
moléculaire par le docking moléculaire [2-3] et la prédiction des propriétés pharmacocinétiques ou
profile ADMET [4].

Au-dela des inhibiteurs conventionnels dans le domaine de I’oncologie, deux stratégies émergentes
illustrent la puissance des méthodes computationnelles :
Coles moléculaires (Molecular Glues) :

Ces petites molécules stabilisent des interactions protéine-protéine normalement transitoires.
Le processus est désormais assez complexe avec le traitement des complexes ternaires protéine-
protéine-ligand. La découverte récente du Thalidomide et ses dérivés (CRBN-E3 ligase [5]) a
démontré leur potentiel thérapeutique. Les méthodes in silico sont cruciales pour prédire ces
interactions ternaires complexes.

PROTAC: (Proteolysis Targeting Chimeras) :

Ces molécules bifonctionnelles induisent la dégradation de protéines cibles. Le
développement réussi d'ARV-110 contre le cancer de la prostate [6] a validé cette approche, qui
repose largement sur la modélisation des interactions ternaires (cible-PROTAC-E3 ligase).

Le choix de MCL-1 dans ce travail, s'appuie sur son rdle central dans la résistance
apoptotique, bien caractérisé¢ par Czabotar et al. [7]. Nos travaux s'inscrivent dans la continuité des
¢tudes récentes sur les inhibiteurs de MCL-1 [8], tout en apportant une approche computationnelle
innovante pour les dérivés de rhodanine comme inhibiteurs de cette cible.

Ce manuscrit est présenté sous forme de trois chapitres. Une revue bibliographique succincte
comprenant les concepts clés en modélisation moléculaire [9] ainsi que 1’état de 'art sur MCL-1 et
les molécules rhodanines [10]. Le second chapitre présente la méthodologie suivie, notamment les

protocoles de docking moléculaire [2,3] d’une part et I’analyse des propriétés pharmacocinétiques




d’autre part [4]. Le dernier chapitre quant a lui sera consacré aux résultats et discussion :
I’évaluation de ’amarrage des 19 dérivés rhodanine avec la cible Mcl-1, I’analyse des interactions
non covalentes entre la cible et ces dérivés et 1’étude du profil pharmacocinétique.

Ce manuscrit sera achevé par une conclusion générale et des perspectives.
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Contexte bibliographique



Chapitre 01
Approches In Silico et

Ciblage Thérapeutique de
MCL-1



I. Méthodes In Silico en Drug Design : Révolution Computationnelle
Les approches et méthodes in silico désignent l'ensemble des techniques computationnelles
et de modélisations numériques et moléculaires utilisées pour prédire, analyser et optimiser des
propriétés de molécules thérapeutiques en amont de toute validation expérimentale. Ces méthodes
s’appuient sur des algorithmes avancés, des simulations moléculaires et 1’exploitation des bases de
données chimiques dans le but d’accélérer la découverte de médicaments. Elles intégrent des
méthodes et approches fondées sur la mécanique quantique, mécanique moléculaire tout en appelant
les champs de forces et ’apprentissage automatiques.
"In silico methods have become indispensable in modern drug discovery, enabling the rapid
exploration of chemical space while reducing reliance on serendipity.” [1]
I.1 Importance des Approches Computationnelles
Les méthodes dites in silico ou computationnelles représentent de nos jours un pilier
fondamental et indispensable dans la recherche et découverte de molécules biologiquement actives
et de médicaments. Ceux sont des méthodes alternatives aux méthodes expérimentales.

Tableau 1 : Avantages Décisifs des méthodes in silico [2]

Aspect Impact Exemple
Cout Réduction jusqu'a 60% 1 million de composés testés pour <10 000€
Délai Accélération 100x Découverte du sotorasib (anti-KRAS) en 6 mois vs 5 ans
Précision |  Résolution atomique Prédiction des modes de liaison a 1.5 4 preés

Et comme toute approches, les méthodes in silico présentent certaines des limites et soulevent
plusieurs défis :

e Qualité des données d'entrée (PDB, parameétres de force)

e Prédiction des effets in vivo (complexité biologique)

e Nécessite validation expérimentale (complémentarité essentielle)
Elles ont permis d’identifier plus de 60% des inhibiteurs de kinases approuvés depuis 2010 [3] et
ont significativement contribué a la réduction du taux d’échec clinique grace aux prédictions
précoces des profiles ADMET [4].

La Conception Assistée par Ordinateur de Médicaments (CADD) repose sur trois stratégies

principales [5] :

e Approche systémique (basée sur les voies biologiques),

e Approche structurale (ciblant la conformation des protéines),

e Approche ligand-based (utilisant des molécules de référence connues).

Entre autres, les méthodes expérimentales, le criblage a haut débit (High-throughput




screening : HTS) permet d'identifier des composés dits "hit" qui sont potentiels, mais ce criblage
reste assez coliteux et laborieux. Cependant, le CADD offre une alternative de pointe tout en
réduisant le nombre de candidats (molécules) a tester expérimentalement, optimisant ainsi les cotits
et accélérant la découverte de médicaments (comme déja mentionné plus haut).

Les techniques de criblage virtuel, telles que I'amarrage moléculaire (docking), permettent
d'évaluer in silico I’interaction entre une/des cible(s) thérapeutique(s) (généralement protéique) et
des millions de composés virtuels.

Ces approches fournissent des données sur :

1. Affinité de liaison et énergie libre (aspect thermodynamique).

2. Les motifs structuraux des sites de liaison.

3. Les mécanismes d’action.
En intégrant modélisation moléculaire et analyses computationnelles, le CADD constitue un outils
stratégique, qui permet non seulement des médicaments plus sélectifs et performants mais de mieux
appréhender aussi les interactions moléculaires a 1’échelle atomique.
Les figures suivantes [5-6] montrent et schématisent les différentes étapes ainsi que les différentes

techniques expérimentales et computationnelles utilisées lors du développement de médicaments.

Target Hit Lead Pre-clinical Clinical
Discovery Identification Optimization trials trials

Identify Screen for Hit Hit-to-Lead Evaluate Evaluate \
disease compounds to conversion pharmaco- safety, dosage,
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|

Figure 1 : Résumé schématique du processus de découverte de médicaments superposé aux

approches computationnelles correspondantes [5]
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Figure 2 : Résumé schématique du processus de découverte de médicaments superposé aux

approches computationnelles correspondantes [5]

1.2 L'intégration de l'intelligence artificielle dans la découverte de médicaments : enjeux et
perspectives

L'intégration croissante de l'intelligence artificielle (IA) dans le domaine pharmaceutique
constitue un tournant décisif dans les approches de découverte et de développement de nouveaux
¢difices chimiques thérapeutiques. Par sa capacité a traiter et analyser des volumes massifs de
données (big data) et a modéliser des interactions moléculaires assez complexes, elle permet
d'accélérer d’une maniere exponentielle les processus traditionnellement longs et coliteux [7]. Les
différents algorithmes d'apprentissage automatisés ont la capacité et la possibilit¢ de cribler
virtuellement des millions de composés en un temps record, tout en optimisant les propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des candidats en question. Ces avancées techniques
ouvrent la voie a une médecine plus personnalisée, ou les traitements pourraient étre adaptés aux
caractéristiques génomiques individuelles [7].

Cependant, cette révolution technologique et comme toute autre technique ne va pas sans
défis majeurs [7-8]. C’est la qualité et la représentativité des données d'apprentissage (data) qui
constituent un premier écueil, pouvant conduire a des biais algorithmiques préjudiciables [8-9].

Enfin, le nécessaire de la validation expérimentale des prédictions in silico rappelle que 1'TA

doit étre considérée comme un outil complémentaire plutdt que substitutif aux approches




traditionnelles [9].
1.3 Application du docking moléculaire dans le drug design

L'amarrage moléculaire ou docking moléculaire représente une approche essentielle et
primordiale dans la conception rationnelle de médicaments [9-10]. Cette technique de simulation
permet de prédire 1’orientation, la conformation ainsi que I’affinité¢ de liaison (d’interactions) des
ligands (petites molécules) aux macromolécules cibles (généralement de natures protéiques). Cette
méthode computationnelle facilite I'identification d’édifices et architectures moléculaires
(thérapeutiques) potentiels en modélisant les interactions protéine-ligand. Elle repose sur trois
objectifs fondamentaux : l'estimation de l'affinit¢ de liaison (ou 1’énergie d’interaction), la
prédiction des conformations optimales (poses) et le criblage virtuel de vastes chimiothéques

(molecular data sets) [10-11].

L'analyse initiale de la structure des complexes (protéine-ligand) vise a localiser des cavités
de liaison exploitables a 1’aide de méthodes in silico (connue sous le nom de binding site detection)
[12]. Lorsque le site de liaison de la cible biomoléculaire est connu, le criblage virtuel est ainsi
dirigé par I’amarrage moléculaire [12-13] et constitue une approche privilégiée, qui permet
I'évaluation et la prédiction de ligands ayant un potentiel d’exercer une inhibition sur la cible en
question [14]. En revanche, en I'absence d’informations structurelles précises sur le site actif, une
approche dite blind docking [15] peut étre envisagée ; cependant, cette approche se heurte a des
performances moindres en raison d’un espace de recherche conformationnel considérablement

¢largit et d’un colt computationnel plus élevé [11].

L'efficacité d’une simulation de docking moléculaire est étroitement liée a la précision et la
rapidité des algorithmes utilisés [14] [16]. Plusieurs logiciels, tels que ZDOCK [17], GOLD [18] et
AutoDock [19], mettent en ceuvre des stratégies de recherche stochastiques ou déterministes,
incluant les algorithmes de Monte Carlo, génétiques et de construction incrémentale, dans le but
d'explorer I’espace de recherche conformationnel (échantillonnage) des complexes protéine-ligand
engendrés [11]. Ces algorithmes prennent en compte divers parametres, notamment les degrés de
libert¢ de ligand et du récepteur (flexibilité), les interactions non covalentes mises en jeu
(intermoléculaires : forces de Van der Waals, interactions électrostatiques et liaisons hydrogene)
ainsi que la complémentarité géométrique et énergétique (beaucoup plus électrostatique) [11] [20-

21].

Ces simulations de docking générent des ensembles de poses moléculaires, qui peuvent étre

classées selon la flexibilité du systeme étudié (pose ranking). L’amarrage (docking) rigide connu




aussi sous le nom de "lock-and-key model", dans lequel la flexibilité n’est pas prise en compte (ni le
ligand ni le récepteur ne subissent de réarrangements conformationnels) [22], contrairement a
I’amarrage flexible, celui-ci modélise plusieurs conformations accessibles du complexe [23] (voir
figure 03). Actuellement, le docking moléculaire constitue un outil central dans plusieurs domaines
de recherches pharmaceutiques, notamment le repositionnement de médicaments, la poly-

pharmacologie, le criblage virtuel a haut débit et le profilage des cibles thérapeutiques.

3 Only change the position of the molecular during the docking

Rigid docking © », Cannot change their spatial shape during the docking process

» An early docking method, applicable for docking between macromolecules

Fixed conformation of the receptor macromoleculed during docking

Molecular — Flexible-rigid docking ! Conformation of small molecule is flexible
docking

More accurate than rigid docking, widely used.

The conformation of both receptors and ligands are flexible
A especially the torsion angle and rotatable bonds
Flexible (soft)
docking |

5 High requirements on computer software, hardware, and conformational accuracy

» Greatly improved the accuracy of docking, but heavy calculation burden

Figure 3 : Méthodes d'amarrage rigide, flexible-rigide et entierement flexible [24]

1.4 Amarrage moléculaire (docking moléculaire)

Comme il a été déja mentionné plus haut, le docking moléculaire constitue une méthode de
simulation computationnelle centrale au sein de la conception assistée par ordinateur (CADD).
Cette technique vise a prédire de prédire l'interaction et l'affinité de liaison entre une molécule
bioactive (ligand) et sa cible protéique. Plusieurs logiciels spécialisés (AutoDock, Glide, GOLD,
DOCK) implémentent et integrent des algorithmes variés pour explorer les conformations de

liaisons et estimer les énergies d'interaction relatives [25, 26].

1.4.1 Etapes de 'amarrage moléculaire

Le processus d'amarrage s’articule autour de deux piliers fondamentaux : la recherche
conformationelle qui explore I’orientation et les conformations possibles du ligand au sein du site
de liaison et I'évaluation par fonction de score destinée a estimer la stabilit¢ et ’affinité de
I’interaction. Ces étapes permettent de modéliser aussi bien les interactions protéine-protéine que

protéine-ligand [27].




I.4.1.a Recherche conformationelle
Cette phase repose sur des structures 3D déterminées expérimentalement (cristallographie,
RMN) ou par modélisation (par homologie) ou par IA (alphafold). L'algorithme de recherche
explore systématiquement :
e Les différentes (possibles) orientations spatiales du ligand au sein du site actif.
e Les degrés de liberté qui traduit la flexibilité du ligand (rotations des liaisons)

e Les conformations possibles (génération de poses candidates) [28, 29].

1.4.1.b Fonction de score
La fonction de score est une équation mathématique qui a pour but de quantifier 1'énergie
libre de liaison (AG) (ou énergie d’interaction) afin de classer les poses générées lors de la
recherche conformationnelle. Trois approches principales coexistent :
e Me¢éthodes empiriques (parameétres ajustés sur des bases de données empiriques
(expérimentales))
e M:¢éthodes mécanistiques (calculs de mécanique moléculaire ou champs de forces)
e Me¢éthodes hybrides (intégrant l'apprentissage automatique tels que ML et Deep Learning)

Cette étape est déterminante pour le criblage virtuel en conception de médicaments [30, 31].

La figure 4 illustre les différentes applications du docking moléculaire :

1. Profilage de cibles : Prédire les cibles potentielles de composés basés sur la complémentarité
ligand-récepteur.

2. Criblage virtuel : Identifier et optimiser des composés modulant des cibles thérapeutiques.

3. Rationalisation des interactions ligand-cible : Déterminer les éléments structuraux clés pour
une liaison efficace.

4. Repositionnement de médicaments : Découvrir de nouvelles cibles pour des médicaments
existants.

5. Poly-pharmacologie : Identifier des composés agissant simultanément sur plusieurs cibles
d'une méme maladie.

6. Prédiction des effets indésirables : Anticiper les interactions hors-cible par analyse de

complémentarité.
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Figure 4 : Applications de 1’amarrage moléculaire dans la découverte et le développement de

médicaments [32]

II. Etude de la cible Mcl-1 dans un contexte bio-informatique et

pharmacologique

I1.1 Introduction

Dans le contexte de ce master en bio-informatique, et comme mentionné précédemment,
I’é¢tude des cibles thérapeutiques et pharmacologiques associées aux processus oncogéniques
constitue un axe de recherche prioritaire. Elle est essentielle non seulement pour é€lucider les
mécanismes pathologiques a I’échelle moléculaire et atomique, mais aussi pour orienter la
conception de nouvelles stratégies thérapeutiques plus ciblées et plus efficaces.

La protéine Mcl-1 (Myeloid cell leukemia 1), membre de la famille Bcl-2, intervient de maniére
cruciale et centrale dans la régulation de ’apoptose en empéchant la mort cellulaire programmée.
Son implication dans la survie des cellules cancéreuses, notamment dans les hémopathies malignes,
en fait une cible thérapeutique stratégique dans le développement de traitements anticancéreux [33].

Mcl-1 est une protéine a régulation rapide, dont I’expression et la stabilité sont finement
contrdlées au sein de la cellule. Sa surexpression est fréquemment corrélée a des phénotypes de
résistance aux traitements, ce qui rend son inhibition particuliérement stratégique dans de
nombreuses pathologies oncologiques [34]. Le développement de modulateurs ciblant

spécifiquement Mcl-1 constitue ainsi un enjeu majeur pour la recherche en oncologie de précision.




I1.2 Contexte biologique de Mcl-1

La protéine Mcl-1 appartient a la famille des protéines Bcl-2, qui régulent 1'équilibre entre la

survie et la mort cellulaire par apoptose. Elle est codée par le géne Mcl-1, situé sur le chromosome

1921.2, une région fréquemment amplifiée dans divers cancers [35]. Mcl-1 est essentielle a la survie

des cellules souches hématopoiétiques, des lymphocytes B et T, ainsi que des cellules cardiaques et

neuronales dans certains contextes développementaux.

I1.3 Réles physiologiques

1.

Préservation de la viabilité cellulaire en empéchant la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale.

Inhibition de I’activation de Bax et Bak, deux effecteurs pro-apoptotiques. Bax (Bcl-2-
associated X protein) et Bak (Bcl-2 antagonist/killer) sont capables de former des pores dans
la membrane mitochondriale externe lorsqu’ils sont activés, entrainant la libération du
cytochrome c et d'autres facteurs pro-apoptotiques [36].

Inhibition indirecte de ’activation de la caspase-9, une protéase initiatrice activée par le
complexe apoptosome formé suite a la libération du cytochrome c. La caspase-9 déclenche
ensuite une cascade enzymatique activant les caspases effectrices (caspase-3, -6, -7),
conduisant a 1’apoptose [37].

Implication dans la réponse au stress cellulaire, a la signalisation de ’ADN endommagg, et a

la régulation du cycle cellulaire.

I1.4 Mécanismes de régulation

Régulation transcriptionnelle : par des facteurs comme STAT3, NF-xB, E2F1 [38§].
Post-transcriptionnelle : via des microARNs (ex : miR-29, miR-101) et des protéines liant
I’ARN.

Post-traductionnelle : phosphorylation, ubiquitinylation, SUMOylation qui conditionnent la

stabilité de la protéine [42].

I1.5 Réle en pathologie

La dérégulation de Mcl-1 est observée principalement dans les leucémies aigué€s myéloides

(LAM) d’une part, car la Mcl-1 confére une résistance aux inhibiteurs de Bcl-2 (ex : venetoclax) et

dans les lymphomes non hodgkiniens, myélomes multiples, carcinomes pulmonaires a petites

cellules d’autre part puisqu’elles sont souvent associée a une expression aberrante de Mcl-1 [39].




I1.6 Intérét pharmacologique de Mcl-1

Le ciblage pharmacologique de Mcl-1 s'inscrit dans la stratégie des thérapies ciblées, visant
a exploiter la dépendance de certaines cellules cancéreuses a des protéines de survie spécifiques.
Donc pourquoi cibler Mcl-1 ? Cependant la réponse a cette question s’inscrit premiérement selon sa
dépendance oncogénique, puisque certaines tumeurs développent une addiction a Mcl-1 pour
survivre. Deuxiémement a sa résistance croisée (il est a noter que les cellules résistantes aux
inhibiteurs de Bcl-2 ou Bcel-xL deviennent souvent dépendantes de Mcl-1) [33]. Finalement elle
représente une fenétre thérapeutique potentielle du fait que certaines cellules cancéreuses dépendent

fortement d’elle.

I1.7 Inhibiteurs de Mcl-1

Lee et al. [46] ont été les prisonniers a cibler 1'interaction protéine-protéine de Mcl-1 et a
démontrer que sa neutralisation représente une stratégie efficace pour cibler cette enzyme. Cette
observation a été cruciale pour le développement de petites molécules I’inhibant directement.
Depuis lors, les recherches se sont concentrées sur le développement d’inhibiteurs spécifiques et
puissants de Mcl-1 (Mcl-1i). Trois défis majeurs a surmonter, retardant le développement
d’inhibiteurs directs. Ces défis sont :

e La cavité de liaison (binding site) de la cible est peu profonde et relativement rigide. Ceci a
compliqué la conception ou le design d’inhibiteurs a haute affinité. De plus, le probleme de
sélectivité. Ceci est dii a la structure des sites de liaison BH3 qui est dépourvue de
singularités topologiques et se trouve trés similaire a d’autres protéines pro-survie de la

famille Bcl-2 [47—49].

e Le manque de spécificité : les premiers Mcl-11 (gossypol [49], apogossypolone [50],
antimycine A [51], obatoclax [52] et TW-37 [53]) manquaient a la fois de sélectivité et de

puissance [54].

e Des profils pharmacocinétiques médiocres et une perméabilité membranaire limitée [55] ont

initialement empéché leur utilisation clinique.

Afin de contourner ces obstacles, les chercheurs ont identifi¢ des "hot spots" (sites critiques
ou régions clefs) dans la protéine Mcl-1. Ces points sont essentiels a la liaison des mimétiques BH3
(avec stabilité observée !). Grace aux techniques expérimentales telles que la RMN, Ia
cristallographie RX et des études de mutagenése, quatre poches hydrophobes (P1-P4) ainsi que le

résidu arginine 263 (Arg263) ont été observés et ainsi caractérisés comme étant critiques pour la




liaison a cette cible [56]. Les poches P2 et P3, offrent une affinité accrue pour les peptides [57-59].
La poche P2, plus volumineuse, permet d’accueillir des ligands encombrants, tandis que P3 et P4
améliorent I’affinité. L’Arg263, formant un pont hydrogéne et/ou pont salin avec les Mcl-1i, s’est

révélé important et indispensable a leur efficacité, 1’indole étant un motif privilégié [60-62].

Les inhibiteurs directs des interactions Mcl-1 adoptent une structure similaire aux motifs
BH3 et se lient a la cavité hydrophobe BH3 de Mcl-1. IIs se classent en plusieurs types : inhibiteurs
peptidiques, dérivés de marinopyrrole, gossypol, quinoléine, et indole [63]. Leur utilisation dans des
lignées cellulaires dépendantes de Mcl-1 perturbe I’interaction Mcl-1 : BAK, libérant les protéines
BH3 pro-apoptotiques (comme BIM) pour activer la voie mitochondriale de mort cellulaire [33,44].

La figure suivante schématise les différentes poches observées dans la cible en question.

Les poches P1-P4 ainsi que Arg263 sont considérées comme des "points chauds”
pour la conception d'inhibiteurs ciblant MCL-1.

P1/P2 : Leu235, Leu246, Val249
P2 : Mel231, Val253, Phe254, Leu267, Phe270

P4 : His224, Ala227, Phe228, Thr266

Figure 5 : Représentation des différentes poches P1-P4 du domaine BH3 de la cible Mcl-1

AZD5991 est un inhibiteur macrocyclique de la Mcl-1. 1l a été développé par la firme
AstraZeneca, se distingue par une affinité remarquable pour sa cible (Ki = 0,2 nM). Son mécanisme
repose sur la perturbation de l'interaction entre la Mcl-1 et la protéine pro-apoptotique BAK
induisant ainsi 1’apoptose dans les cellules cancéreuses [33,44]. AZD5991 a démontré une efficacité
notable dans les cancers hématologiques notamment les leucémies, les lymphomes et le myélome
multiple. Son action est renforcée et potentialisé lorsqu’il est administré avec le bortézomib dans le
my¢lome ou avec le vénétoclax dans leucémie aigué myéloide (LAM). Cette synergie en fait une
option thérapeutique particuliérement prometteuse pour les tumeurs hématologiques réfractaires

[44].




I1.8 Domaine BH3 et BH3-mimétiques ?

Le domaine BH3 (Bcl-2 Homology 3) est une courte séquence peptidique. Cette séquence se
compose d’environ 9 a 16 acides aminés formant une hélice a. Il est caractéristique des protéines
pro-apoptotiques dites BH3-only (telles que Bim, Bid, Bad, Noxa, ou Puma) et joue un rdle clé dans
I’induction de I’apoptose. Ce domaine est essentiel pour I’interaction avec les protéines anti-
apoptotiques comme Mcl-1 (dont le but de notre étude). Il contient plusieurs résidus hydrophobes
critiques, permettant son insertion dans le sillon hydrophobe BH3 des protéines de la famille Bcl-2,
facilitant ainsi la formation du complexe Mcl-1-BH3 [40]. La figure suivante illustre

schématiquement cette interaction. »

Figure 6 : Représentation du complexe Mcl-1- BH3 (L’hélice BH3 est représentée en rouge)

Les BH3-mimétiques sont des molécules synthétiques ayant pour but reproduire 1’interface
fonctionnelle du domaine BH3 naturel. En se liant au sillon hydrophobe des protéines anti-
apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1, BH3-mimétiques libérent les protéines pro-
apoptotiques et permettent I’activation de Bax et Bak, déclenchant ainsi le processus d’apoptose
[41].

Conclusion

L’¢étude de la protéine Mcl-1 constitue un enjeu majeur dans la lutte contre les cancers dont
la survie cellulaire dépend de I’inhibition de 1’apoptose mitochondriale. Grace aux avancées en
biologie structurale, en modélisation moléculaire et aux approches in silico, il est désormais
possible de concevoir des molécules chimiques inhibitrices spécifiques ciblant ce régulateur clé de
I’homéostasie cellulaire. L’exemple du complexe cristallin dont la PDB :6FS0 illustre parfaitement
la synergie entre biologie structurale, pharmacologie et modélisation computationnelle, qui

contribue a faire progresser la recherche translationnelle et le développement de thérapies ciblées.
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Chapitre 02
Materiels et Methodes



I. Matériel
I.1 Equipements informatiques
v Laptop Mini-workstation HP ZBook core 17 /16 GB de ram.
v' Systéme d’exploitation Linux Debian 12/Gnome 64bit.
1.2 Logiciels
I.2.1 Marvinsketch
Dans le cadre de cette étude, le logiciel MarvinSketch, développé par ChemAxon, a été
utilisé pour la conception et 1’édition de structures moléculaires en deux et trois dimensions [1]. Cet
outil nous a permis une représentation précise des molécules ainsi que la génération des
conformations 3D a partir des structures 2D en vue d’analyse conformationnelle ultérieur. Les
ligands ont ét¢ modélisées au pH physiologique de 7,4. Grace a sa Compatibilité avec divers
formats de fichiers (SMILES, InChl, MOL), MarvinSketch a facilité 1’intégration des structures
dans des analyses ultérieures. La version académique gratuite de ce logiciel accessible via le site
officiel de ChemAxon a été utilisée pour ce travail [1].
1.2.2 Chimera
I s’agit d’un logiciel hautement polyvalent offrant une visualisation interactive en 3D des
structures moléculaires, ainsi que 1’analyse de données associées telles que les cartes de densité
¢lectronique, les assemblages supramoléculaires, les alignements de séquences, et les résultats de
docking. Il permet également de générer des images et animations de haute qualité pour

I’illustration scientifique [2].

Figure 7 : L'interface du logiciel Chimera 1.18




Au cours de cette étude, nous avons employ¢ la version 1.18 (Linux/Debianl2) 64Bit du logiciel
UCSF Chimera dans les buts suivants :
Préparation de la cible Mcl-1 a partir d’un complexe ligand-Mcl-1 extrait de la banque de données
Protein Data Bank (PDB).

e Visualisation tridimensionnelle des différentes structures moléculaires.

e Comparaison conformationnelle de plusieurs structures 3D de la méme cible.

e Détermination des coordonnées de la boite de grille représentant le site d’interaction

récepteur-ligand (cite actif ou cite de liaison).

1.2.3 Autodock vina
AutoDock Vina est un logiciel (open-source) d’amarrage moléculaire développé par Oleg
Trott au sein du Scripps Research Institute [3]. Congu comme une évolution d’AutoDock 4, il
integre une fonction de score plus performante ainsi qu’un algorithme d’optimisation plus rapide, ce
qui lui confére une meilleure précision dans la prédiction des modes de liaison ligand-récepteur.
AutoDock Vina est largement reconnu pour sa fiabilité, sa vitesse d’exécution et sa capacité a gérer
des conformations flexibles, tant pour les ligands que pour les récepteurs partiellement flexibles.
Dans le cadre de cette étude, AutoDock Vina a été utilisé pour effectuer des simulations de
docking moléculaire entre une série de 19 composés dérivés rhodanine et la protéine cible Mcl-1.
Cette étape a permis d’estimer les énergies d’interaction, de prédire les conformations optimales de
liaison (poses), et d’identifier les composés présentant une forte affinité potentielle pour le site actif

de la Mcl-1.

.24 PyMOL

PyMOL est un logiciel de visualisation moléculaire multiplateforme développé par DeLano
Scientific, couramment utilisé dans le domaine des sciences structurales. Il permet la représentation
tridimensionnelle (3D) précise de diverses entités biomoléculaires, notamment les protéines,
enzymes, acides nucléiques, membranes biologiques, ainsi que de petites molécules [4].
PyMOL a été utilisé pour visualiser les structures 3D des macromolécules cibles, explorer les
interactions ligand-récepteur, et générer des images de haute résolution destinées a illustrer les
complexes moléculaires. Cette visualisation a facilité I’analyse conformationnelle et interactionnelle,
en particulier la localisation des liaisons hydrogéne, interactions hydrophobes et géométrie des

poses obtenues par docking.




1.2.5 PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler)

PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler) est un outil bio-informatique largement reconnu
pour l'analyse approfondie des interactions protéine-ligand. Développé a ['Université technique de
Dresde, cet outil open-source permet une caractérisation systématique des interactions moléculaires
avec une précision remarquable [5] (Adasme et al., 2021). Ses principaux atouts incluent la
détection automatique de huit types d'interactions clés : liaisons hydrogene, interactions
hydrophobes, ponts salins, interactions de type m-m, cation-m, coordination métalliques, liaisons
halogénes, et méme les liaison et interaction covalentes. Ce qui en fait un instrument indispensable
pour la conception rationnelle de médicaments.

Sa popularité au sein de la communauté scientifique s'explique par plusieurs facteurs. D'une
part, son interface web intuitive permet une analyse rapide sans nécessiter d'installation [6]
(Salentin et al., 2015). D'autre part, son implémentation en Python offre une flexibilité
exceptionnelle pour les analyses avancées, permettant une intégration aisée dans les pipelines de
calcul existants. Une étude récente a démontré son utilit¢ dans l'analyse de plus de 10 000
complexes protéine-ligand de la PDB, révélant des motifs d'interaction récurrents cruciaux pour la

découverte de médicaments.

1.2.6 DockRMSD [7]
DockRMSD est un programme congu pour calculer 1'écart type quadratique moyen (Root

Mean Squar Deviation : RMSD) entre deux poses d'une méme molécule ligand docké sur une méme
structure protéique, sans nécessiter d'ordre atomique prédéfini entre les fichiers comparés. Ce
parametre demeur clé pour :

e Valider la reproductibilité des simulations de docking

e Comparer des conformes issus de différents logiciels (ex : AutoDock Vina vs Glide)

e Evaluer la qualité des prédictions par rapport & des structures cristallographiques de

référence.

1.2.7 Banques de données
RCSB Protein Data Bank (PDB) : La Référence Mondiale des Structures Biomoléculaires

La RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank)
constitue le nceud américain de la Protein Data Bank (PDB), la plus grande base de données
mondiale dédiée aux structures tridimensionnelles de biomolécules obtenues expérimentalement par
differentes techniques telles que la cristallographie aux rayons X, la résonance magnétique
nucléaire (RMN) ou la cryo-microscopie €lectronique et méme issues de 1’intelligence artificielle

alphafold. Elle joue un role central dans la conservation, la validation et la diffusion des structures




de protéines, d’acides nucléiques (ADN/ARN), de complexes protéine-ligand, ainsi que de

structures virales [8] (Berman et al., 2000).

Dans le cadre des approches de modélisation moléculaire in silico, notamment le docking
moléculaire et I’analyse des interactions non covalentes au sein de systémes de reconnaissance
moléculaire, la RCSB PDB constitue une ressource essentielle. Elle permet 1’accés a des structures
de haute résolution indispensables a la modélisation des sites de liaison, a la prédiction des modes
d’interaction, ainsi qu’a [’évaluation de la complémentarité structurale entre partenaires

moléculaires [9] (Burley et al., 2021).

I1. Méthodes
I1.1 Pré-docking
I1.1.1 Préparation des éléments nécessaires au docking
IL.1.1.A Sélection de la cible biologique
Le choix de la structure du complexe récepteur-ligand a été réalisé a partir de la base de
données RCSB PDB, en se basant sur plusieurs criteres visant a garantir la qualité et la pertinence
de la structure pour les simulations de docking moléculaire. Les principaux critéres de sélection
sont les suivants :
e Une structure déterminée par des méthodes expérimentales fiables (Cryo-microscopie
¢lectronique, cristallographie aux rayons X, etc.) ;
e Une origine humaine de la macromolécule (espéce Homo sapiens) ;
e ['absence de mutations dans la séquence protéique ;
e ['absence de résidus manquants, en particulier au niveau du site de liaison ;
e Une résolution optimale, idéalement proche de 1 A, pour une meilleure précision structurale
e Des paramétres de validation structurale (issus de wwPDB) présentant des valeurs
minimales, témoignant de la qualité cristallographique du modele
e Un pH expérimental proche du pH physiologique (~7,4), afin de refléter des conditions

biologiques réalistes.

Sur la base de ces critéres, la structure identifiée par le code PDB : 6FS0 a été retenue [10].
Il s'agit d’un complexe protéique humain, obtenu par diffraction aux rayons X a un pH de 4,6 sans
mutations, et complexé a la fois avec un ligand AZD5991 et la cible Mcl-1. Dans ce travail, les
simulations de docking ont été effectuées sur la chaine A de la PDB mentionné. Uniquement trois
acides aminés manquants ont été¢ observés (Glu322, Asp323 et Leu324), ceux-ci se situent

uniquement aux extrémités C-terminales, sans affecter le site actif.

3




La résolution de cette structure est de 2,25 A, ce qui reste acceptable pour les études de
reconnaissance moléculaire. Les parameétres de validation wwPDB associés a cette structure sont les
suivants :

e (lashscore : 2

e Ramachandran outliers : 0,5 %

e Sidechain outliers : 4,3 %

e Ces indicateurs confirment la bonne qualité géométrique du modele choisi. La structure a été

téléchargée au format PDB a partir du site officiel de la RCSB PDB.

Figure 8 : Structure 3D de la chaine A de la PDB 6FSO0 [10], visualisée par UCSF Chimera.

II.1.1.B Préparation de la cible

A T’aide du logiciel UCSF Chimera, la préparation initiale de la structure du récepteur a été
réalisée. Cette étape consiste a isoler la protéine cible en supprimant le ligand Co-cristallisé, les
résidus non essentiels, ainsi que les molécules d’eau, dans le but d’optimiser la structure pour les
simulations moléculaires ultérieures. La structure ainsi épurée est ensuite sauvegardée au format
PDB. Conformément aux données de la Protein Data Bank (PDB) et a la publication associée, seule
la chaine A de la protéine a été conservée, celle-ci représentant 1’unité fonctionnelle du récepteur
¢tudié. Par la suite, la structure obtenue a ét€¢ soumise au serveur H++, une plateforme permettant

d’attribuer les états de protonation appropriés aux résidus ionisables, en tenant compte du pH

physiologique (7,4), afin de garantir une préparation réaliste et conforme aux conditions biologiques.

Il permet de :

e Ajout de protons (H*) aux atomes selon un pH spécifique :




1. Atomes d’hydrogene souvent absents dans les structures PDB (issues de cristallographie)
2. Le serveur ajoute les hydrogénes de maniere physico-chimiquement cohérente.

e (Calcul des états de protonation des résidus ionisables :
1. Résidus concernés : Asp, Glu, His, Lys, Arg, Tyr, Cys, etc.

2. Le calcul est basé sur des méthodes de calcul de pKa (via résolution des équations de

Poisson-Boltzmann).
e Préparation des fichiers pour simulation
e Optimisation de la géométrie locale :
1. Réorientation des groupes hydroxyles ou amines,
2. Minimisation locale pour éviter les clashes aprés ajout d’hydrogenes

Ensuite, la préparation de la structure de la cible a été finalisée par 1’ajout des charges
partielles nécessaires, a ’aide du logiciel UCSF Chimera, afin de garantir une paramétrisation

correcte pour les étapes de simulation ultérieures.

I1.1.1.C Préparation des ligands
I1.1.1.C.a Pour le selfdocking

Cette étape consiste a isoler le ligand Co-cristallisé, AZD5991, identifié sous le nom de code
E4W dans la structure cristalline PDB : 6FS0, au niveau du site de liaison BH3, comme mentionné
dans le chapitre précédent. Ce ligand est ensuite préparé en ajoutant les atomes d’hydrogeéne
manquants ainsi que les charges partielles appropriées sur chaque atome, avant d’étre sauvegardé au
format PDB. Ce composé servira de ligand de référence pour la validation du protocole de docking

a I’aide du logiciel AutoDock Vina.

I1.1.1.C.b Pour le docking

Il convient de souligner que les molécules étudiées dans ce travail sont des dérivés S-arylidéne
rhodanines, issues des travaux de recherche du Dr Chaima Boureghda, menés au sein du
Laboratoire de Synthése de Molécules d’Intérét Biologique de 1’Université Freres Mentouri
Constantine (UMC). Ces composés ont fait 1’objet d’une publication scientifique intitulée : "Facile
synthesis of 5-arylidene rhodanine derivatives using Na:SOs as an eco-friendly catalyst. Access to

2-mercapto-3-aryl-acrylic acids and a benzoxaborole derivative” [11].
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Figure 10 : Représente 2D des molécules synthétisée (3a-3v) [11]

Durant cette étude, nous nous sommes intéressés aux simulations de docking des molécules
rhodanines 3a-3s. Elles ont été dessinées ainsi que modélisées en 2D et 3D avec le logiciel
Mrvinsketch au pH physiologique (les formes tautomeéres les plus prédominantes au pH = 7,4).

Une fois les molécules enregistrées sous le format PDB, des optimisations de géométries en
mécanique moléculaire, ont été effectuées avec le logiciel Chimera. Ces optimisations de géométrie

consistent a trouver le minimum global de chaque molécule ayant la géométrie la plus stable.

II.1.1.D Génération de la boite de grille (GRID BOX)
Les deux structures au format PDB, correspondant respectivement a la cible protéique Mcl-1
et au ligand natif E4AW préalablement préparés, sont importées dans le logiciel UCSF Chimera.

Cette étape permet de définir les coordonnées tridimensionnelles (X, Y, Z) de la boite de grille (Grid




Box), qui délimite 1’espace dans lequel se déroulera le docking moléculaire, en ciblant
spécifiquement le site actif de la protéine (site constituant des acides aminés entourant le ligand
natif).

L’ajustement de cette grille est effectué manuellement, de maniére a englober enticrement le
ligand natif ainsi que les résidus impliqués dans le site de liaison BH3. Cette procédure permet de
définir avec précision le centre de la boite (coordonnées X, Y, Z) ainsi que ses dimensions
(exprimées en angstroms, A), garantissant ainsi un ciblage spatial optimal pour le processus de

docking.

Figure 11 : Boite de grille (Grid Box) du site actif BH3 de la Mcl-1 (E4W en représentation ball
and stick)
I1.2 Validation du protocole de docking moléculaire

Afin de valider la fiabilité du protocole de docking, une étape dite re-docking ou (self-
docking) est réalisée [12]. Cette procédure vise a vérifier si la méthode (ou méthodologie) utilisée
est capable de reproduire la conformation native (rayon X) du ligand dans le site actif de la cible en
question.

A cette fin, les deux structures préparées — la protéine cible et le ligand Co-cristallisé
(expérimental) — sont importées dans le logiciel UCSF Chimera au format PDB. L’amarrage
moléculaire est ensuite réalisé a 1’aide du programme AutoDock Vina, en utilisant la boite de grille
(grid box) définie autour du site actif identifié au préalable. Cette étape permet de simuler

I’interaction ligand-récepteur dans des conditions optimisées pour une prédiction fiable de I’affinité




de liaison.

Parmi les résultats générés, la premicre pose (correspondant a 1’énergie de liaison la plus

basse) est sélectionnée. La conformation correspondante du ligand est alors exportée au format PDB.

La comparaison entre la conformation native et celle prédite est réalisée a I’aide du Web
Server DockRMSD, qui calcule la valeur quadratique moyenne « RMSD » (Root Mean Square
Deviation) entre les deux poses du ligand. Pour considérer le protocole comme valide, cette valeur
métrique doit étre inférieure a 2 A, seuil généralement admis dans la littérature pour indiquer une

bonne superposition entre les deux conformations [13].

I1.3 Docking moléculaire des ligands rhodanines

L’interaction entre la structure du récepteur Mcl-1 (PDB ID : 6FS0), préalablement préparée,
et les structures optimisées des molécules rhodanines est initiée via I’interface AutoDock Vina
intégrée dans UCSF Chimera. Pour chaque ligand, les dimensions de la boite de grille (Grid Box)
ne sont pas ajustées.

Parmi les résultats générés, la conformation présentant 1’énergie de liaison la plus faible (valeur
la plus négative) est retenue pour chaque ligand, car elle correspond a 1’état le plus stable du
complexe. Le complexe protéine-ligand associ¢ a cette conformation optimale est ensuite
reconstruit et sauvegardé au format PDB en vue d’analyses structurales et interactionnelles
ultérieures.

I1.4 Analyse et visualisation des interactions

Les complexes Mcl-1-ligand issus des simulations de docking moléculaire ont été soumis a
une analyse via le serveur en ligne PLIP (Protein—Ligand Interaction Profiler), dans le but
d’identifier, de classifier et de caractériser les interactions moléculaires établies entre les ligands et
les résidus du site de liaison BH3 de la protéine. Cette étape permet de détecter automatiquement
les principales interactions non covalentes telles que les liaisons hydrogeéne, les interactions
hydrophobes, les ponts salins et les contacts m-m ou cation-m, fournissant ainsi un apercu détaillé¢ du
mode de liaison.

Les résultats générés par le serveur PLIP incluent des représentations tridimensionnelles des
complexes, enregistrées au format .pse, ainsi que des tableaux récapitulatifs des interactions
moléculaires sous forme de fichiers .txt.

Les fichiers .pse, compatibles avec le logiciel PyMOL, sont ensuite exploités pour la visualisation et
I’édition des complexes. PyMOL permet de produire des images de haute qualité, mettant en
¢vidence de maniere claire et précise les interactions critiques entre le ligand et les résidus du site

de liaison de la protéine cible.
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Chapitre 03
Reéesultats et discussion



I. Docking moléculaire

Le docking moléculaire est une technique de modélisation permettant de prédire la structure
tridimensionnelle des complexes protéine-ligand. Elle est utilisée pour comprendre comment des
composés peuvent s’adapter a une cible protéique, facilitant ainsi la conception rationnelle de
médicaments et de molécules biologiquement actives [1].

Dans cette étude, toutes les simulations de docking ont été réalisées a l'aide des logiciels AutoDock
Vina et Chimera [2,3].

La structure cristalline de la Mcl-1 (choisie dans ce travail) et la PDB : 6FS0. Cette structure
se présente avec une résolution de 2,25 A, a été téléchargée depuis la Protein Data Bank [4]. Le
programme Chimera a été utilisé pour préparer cette cible. Tous les résidus non standards, a
l'exception de l'inhibiteur Co-cristallisé, ont été supprimés. Les atomes d'hydrogeéne ont été ajoutés,
et des charges ont été assignées aux structures (protéique et ligand co-cristallisé). L'inhibiteur a été
séparé¢ de la structure native de la protéine pour un protocole dit de validation. Tous les ligands ont
¢été construits avec le logiciel MarvinSketch [5] et préparés avec Chimera en ajoutant les charges

nécessaires aux simulations de docking.
II. Validation du docking

Afin de valider la simulation de docking avec AutoDock Vina, un self-docking a été effectué,
consistant a re-docker le ligand co-cristallisé (code : EAW) dans la Mcl-1. La déviation quadratique
moyenne (RMSD : Root Mean Squar Deviation) entre les coordonnées atomiques du ligand co-
cristallisé et la meilleure pose générée par AutoDock Vina a été calculée. Une valeur de cette
mesure métrique (RMSD) inférieure a 2 A est généralement considérée comme acceptable dans la
validation du protocole de docking, indiquant une bonne reproduction de la pose expérimentale du
ligand [6].

La pose ayant obtenu le meilleur score Vina a ét¢ sélectionné comme le modéle de liaison le
plus approprié entre le ligand et la cible Mcl-1. Tous les ligands ont été dockés individuellement
dans le fichier PDB de la protéine. Le site actif a été défini avec le logiciel Chimera comme une
boite centrée sur les coordonnées suivantes : Center x = 112,88 ; Center y = -4,22 ; Center z =
69,66. Les dimensions de la boite ont été fixées a Size x = 20,01 A ; Size y=1727 A ; Size z =
15,56 A.

I11. Protocole de validation
Le re-docking du ligand natif E4W dans la Mcl-1 a été effectué pour valider le protocole de
docking. L’énergie de liaison du ligand a la protéine en question a été estimée a -16,4 kcal/mol. La

valeur du RMSD obtenue est de 0,272 A (voire la figure suivante), ce qui est bien en dessous du




seuil de 2 A, confirmant la fiabilité du protocole de docking utilisé. Cette RMSD a été calculée avec

le programme DockRMSD [7].

Figure 12 : superposition des Ligands Co-cristallisés (rouge) et la meilleure pose générée par

Autodock vina (Bleu)

IV. Résultats et Discussion
Les tableaux suivants regroupent les différentes énergies d’interactions des 19 molécules
rhodanines et le ligand Co-cristallis¢ E4W avec la cible Mcl-1 ainsi que les différentes interactions

observées et issues des simulations de docking visualisées par le web-serveur PLIP.

Tableau 2 : Energies de liaisons des molécules rhodanine avec la MCL-1 (PDB :6FS0)

Ligand 3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G 3H 31
AG (Kcal/mol) 7.2 _ 70 72 a5 - 7,5
Ligand 3] 3K 3L 3M 3N 30 3P 3Q 3R
AG(Kcal/mol) 78 7.8 75 75 - 89 -85 87 81
Ligand 3S redock
AG(Kcal/mol) -8,7 -16,4

Tableau 3 : Interactions observées des cinq meilleures ligands (30-3S)

Ligand Hydrophobe Liaison Hydrogéne n-Stacking Pont Salin
LEU246, MET250, VAL253, PHE254, PHE270 -
3Q) THR266, PHE270, LEU290, ILE294 -
E4W (6FS0)  VAL253, PHE254, THR266, PHE270, - PHE270 (%3
LEU290, ILE294 interactions)

LEU246, MET250, VAL253, PHE254,




(35) THR266, PHE270, LEU290, ILE294 - - -

(3R) PHE228, LEU246, VAL249, MET250, - -
THR266, PHE270 -
LEU246, MET250, VAL253, PHE254,
(3P) THR266, PHE270, LEU290, ILE294 - PHE270 -

LEU246, MET250, VAL253, PHE254,
(30) THR266, PHE270, LEU290, ILE294 PHE270 -

NB : les figures illustrant les interactions établies entre la cible Mcl-1 et ces cinq ligands sont

présentées en annexe.
IV.1Analyse Structurale et Energétique des Inhibiteurs de MCL-1 Ciblant les Poches P1-P4 et
Arg263
Dans le cadre de la conception rationnelle d'inhibiteurs de MCL-1, cette étude combine des
analyses in silico des énergies de liaison (AG) et des interactions non covalentes pour identifier des
composés prometteurs. Les données présentées incluent :
o Energies de docking pour 19 molécules de type rhodanine (3A—3S + ligand Co-cristallisé
(E4W)).
e Interactions clés (hydrophobes, ponts hydrogene, n-stacking, ponts salins) déterminées via le
web-serveur PLIP.
L'objectif dans cette partie est de corréler les performances et la capacité de ces ligands avec leur

occupation des poches P1-P4 et Arg263 de la cible Mcl-1, afin de guider l'optimisation future.

IV.2Résultats Clés issus de cette étude in silico
IV.2.1 Profil Energétique (simulations de docking) des Ligands
L'analyse des énergies de liaison (AG) révele une gamme étendue allant de -5.4 a -16.4 kcal/mol,
permettant de classer les composés en trois catégories distinctes :

e Faible affinité (AG > -7.0 kcal/mol) : 3B, 3C, 3D, 3H, 3N.

e Affinité modérée (-8.0 <AG <-7.0) : 3A, 3E-3G, 31-3M.

e Haute affinité¢ (AG <-8.1) : 30 (-8.9), 3P (-8.5), 3Q (-8.7), 3R (-8.1), 3S (-8.7), et le ligand

Co-cristallisé (-16.4).

Les composés 30 (-8.9), 3P (-8.5), 3Q (-8.7), 3R (-8.1) et 3S (-8.7) démontrent une affinité
remarquable, mais loin de celle du ligand Co-cristallisé (-16.4 kcal/mol). Cet écart significatif de
7.7 kcal/mol entre 3S et le ligand natif souligne l'importance des interactions supplémentaires
présentes dans le complexe cristallographique natif.
Les ligands 30, 3Q, et 3S présentent des AG comparables, suggérant des mécanismes de liaison

similaires.




IV.2.2 Corrélation Structure-Activité (SAR)

L'analyse structurale fine met en évidence des relations claires entre les motifs d'interaction
et l'affinité¢ calculée (prédite). Les ligands les plus performants partagent systématiquement une
occupation compléte de la poche P2, avec des interactions n-m optimales avec Phe270. La présence
d'interactions liaison hydrogéne (de nature électrostatiques) avec Arg263, comme observé pour 3R
et 30, confére un avantage énergétique notable. Ces cinq ligands présentent une affinité
relativement bonne malgré 'absence de pont salin qui est uniquement observé avec le ligand Co-
cristallisé. Ceci suggere un mécanisme de compensation par des interactions hydrophobes étendues
dans les poches P2 et P3.

Tous les ligands a haute affinité partagent des interactions hydrophobes avec les résidus
Leu246, Val253, Phe254 (P2) et Leu290, I1e294 (P3) (voir annexe). Ces interactions, semblent
critiques pour I’ancrage initial, expliquent leur AG < -8.5 kcal/mol.

D’une maniére générale, les meilleurs ligands observés partagent principalement I’ensemble des
interactions du réseau hydrophobiques expliquant leurs AG favorables.

Uniquement les ligands 30, 3P, 3Q présentent des interactions de type m-Stacking avec le résidu
Phe270. Ceci pourrait aussi expliquer I’impact sur l'affinité observée de ces ligands.

La supériorité énergétique du ligand Co-cristallisé E4W (-16.4 Kcal/mol) pourrait étre expliquée par
son occupation synergique de I'ensemble des poches P1-P4 et d'Arg263 d’une part et 1’interaction
halogéne de I’atome de chlore avec le résidu Ala227 d’autre part.

La présence d'une liaison halogeéne avec Ala227, combinée a un réseau dense d'interactions
hydrophobes et de ponts salins, crée un profil d'interaction optimal. Cette observation fournit un
modele précieux pour une conception de nouveaux inhibiteurs, soulignant I'importance de cibler
simultanément les différentes sous-régions du site actif. La poche P4 apparait comme une cible et
zone clé pour améliorer I’affinité.

Tableau 4 : Tableau Synthétique des Interactions Clés

Interaction 30 3P 3Q 3R 3S E4W

Hydrophobe (P2/P3)
n-Stacking (Phe270)
Pont Salin (Arg263)
Liaison H (Arg263)

Occupation P4

> 4 OxX A&
x X X N L«
> X X N L
> N X X L
>x X X X «
NN R

IV.2.3 Implications pour la Conception d'Inhibiteurs




4. Cibler Phe270 : Indispensable pour une affinité élevée (via n-stacking).

5. Exploiter Arg263 : Les ponts salins/électrostatiques améliorent AG.

6. Optimiser P4 : Les liaisons halogénes (Ala227) pourraient combler I'écart entre les ligands

contenant les atomes halogenes et le ligand natif.

IV.2.4 Limitations et perspectives

Bien qu'informatifs, ces résultats computationnels présentent certaines limites. L'approche
statique du docking ne capture pas la dynamique conformationnelle de la protéine MCL-1,
potentiellement cruciale pour l'affinité. Les prochaines étapes devraient inclure des simulations de
dynamique moléculaire pour évaluer la stabilit¢ des complexes, ainsi que des validations
expérimentales par calorimétrie ou tests de liaison compétitive. La modélisation QSAR pourrait

¢galement aider a prédire I'impact de modifications structurales ciblées.

IV.2.5 Conclusion synthétique

Cette étude fournit une cartographie détaillée des déterminants structuraux de l'affinité pour
MCL-1. Elle identifie 3Q, 30 et 3S comme composés prometteurs pour optimisation, tout en
établissant le ligand Co-cristallis¢é comme référence absolue. Les stratégies d'optimisation devront
intégrer une occupation multi-poches compléte et des interactions spécifiques avec les résidus clés
identifiés, en particulier Phe270 et Arg263, pour atteindre des affinités compétitives avec les

inhibiteurs de référence.

V. Profil ADME des dérivés de rhodanines

Les propriétés pharmacocinétiques (Absorption, Distribution, Mé¢étabolisme, Excrétion) et

toxicologiques (ADME(T)) jouent un role crucial dans le développement de candidats-médicaments.

Ce profil pharmacocinétique représente le devenir d’un médicament dans 1’organisme vivant. Une
molécule bioactive doit non seulement présenter une affinité pour sa cible thérapeutique (chose qui
est primordiale et souhaitée), mais aussi posséder un profile ADME favorable pour assurer une
biodisponibilit¢é optimale, une demi-vie appropriée et un profil de sécurité acceptable [8].
L’absorption intestinale (GI), la perméabilité a la barriere hémato-encéphalique (BBB = Blood
Brain Barrier), I’interaction avec les transporteurs et protéines membranaires (P-glycoprotéine) et
les enzymes du cytochrome P450 (CYP) influencent directement I’efficacité et la toxicité
potentielle d’un composé [9]. Par ailleurs, des propriétés telles que la mutagénicité (test AMES), le
risque cardio-toxique (hERG) et I’hépato-toxicité doivent étre évaluées d’'une maniere précoce pour
éviter les échecs en phases cliniques [10].

Dans cette analyse, nous interprétons les données ADME des 19 molécules (3A-3S) afin d’identifier

les candidats les plus prometteurs pour envisager des applications thérapeutiques.
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Les tableaux suivants résument le profile ADME de ces molécules.

Tableau 5 : Propriétés physico-chimiques et descripteurs moléculaires des composés 3A-3S

Ligand [MW (gmol)|  HA HD Re?fa‘élt?; o | TPSAGA) | WiogP
3A 23533 1 1 7130 86.49 1.99
3B 25132 2 I 72.82 95.72 1.69
3C 237.30 2 2 68.35 106.72 1.39
3D 300.19 1 1 74.03 86.49 245
3E 255.74 1 1 7134 86.49 234
3F 266.30 3 1 75.15 13231 1.59
3G 24935 1 1 76.26 86.49 230
3H 314.22 1 1 79.00 86.49 2.76
3l 300.74 3 1 80.16 13231 225
37 26334 2 1 75.68 95.72 1.6
3K 306.40 2 1 92.06 98.96 1.14
3L 34420 3 1 80.09 104.95 2.18
3M 29533 4 1 78.89 114.18 1.42
3N 211.26 2 2 58.48 115.48 0.41
30 393.48 3 1 115.38 113.54 3.55
3p 397.90 2 1 113.90 10431 4.19
3Q 40845 4 1 117.71 150.13 3.45
3R 44235 2 1 116.59 10431 430
33 44235 2 1 116.59 10431 430

Tableau 6 : Evaluation des propriétés ADME des composés 3A—-3S : GI, BBB, P-gp et isoformes
CYP450

Ligand | GI | BBB | P-GP |CYPIA2|CYP2C19| CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4
3A | High | N N Y Y Y N N
3B | High | N N Y Y Y N N
3C | High | N N Y Y N N Y
3D | High | N N Y Y Y N Y
3k High | N N Y Y Y N Y
3F | High | N N Y N N N N
3G | High | N N Y Y Y N Y
3H | High | N N Y Y Y N Y
31 High | N N Y Y Y N Y
3J | High | N N Y Y Y N Y
3K | High | N N Y Y Y N Y
3L | High | N N Y Y Y N Y
3M | High | N N Y Y Y N Y
3N | High | N N Y N N N N
30 | High | N N Y Y Y N Y
3P | High | N N Y Y Y N Y
3Q | Low N N Y Y Y N Y




3R High N N Y Y Y N Y

3S High N N Y Y Y N Y
Note : Y = Oui, N = Non. GI : Perméabilité intestinale ; BBB : Barriére hémato-encéphalique ; P-gp : P-glycoprotéine ;
CYP : Cytochromes P450

Tableau 7 : Profil de toxicité et propriétés pharmacocinétiques des molécules 3A-3S : Mutagénicité

(AMEYS), risque cardio-toxique (hERG), hépato-toxicité et conformité a la régle de Lipinski

Ligand | AMES |HERGI/HERG II| Hepatotoxicity | Lipinski violation
3A Y N/N N 0
3B N N/N N 0
3C Y N/N N 0
3D N N/N N 0
3E N N/N N 0
3F Y N/N N 0
3G N N/N N 0
3H N N/N N 0
31 Y N /N N 0
3J N N /N N 0
3K Y N/N N 0
3L N N/N N 0
3M Y N/N N 0
3N Y N/N N 0
30 N N/Y Y 0
3P N N/Y Y 0
3Q Y N/Y Y 0
3R N N/Y Y 0
3S N N/Y Y 0

Note : Y = Oui (positif/a risque), N = Non (négatif/sans risque).

\'A Absorption gastro-intestinale (GI)

La majorité¢ des composés (18 sur 19) présentent une absorption gastro-intestinale élevée, ce
qui est un critére favorable pour une administration orale. Seule la molécule 3Q présente une faible
absorption prédite. Ce profil suggeére que la série est globalement bien congue pour une
biodisponibilité systémique optimale. Cette bonne absorption est souvent corrélée a des parametres
physico-chimiques tels que la surface polaire (TPSA < 140 A2?) et la lipophilie modérée (logP < 5),
qui sont respectés par presque toutes les molécules, comme le confirment les valeurs observées dans
le premier tableau [8,9].

Toutes les molécules sauf 3Q présentent une absorption intestinale ¢levée, ce qui est favorable pour
une administration orale. La molécule 3Q pourrait nécessiter une formulation particuliére
(encapsulation par des vecteurs galéniques) ou une administration parentérale évitant le systeme

digestif.




V.2 Barriére hémato-encéphalique (BBB)

Aucune des molécules n’est prédite comme capable de franchir la BBB. Cela indique que
ces composés sont peu susceptibles d’avoir des effets indésirables au niveau du systéme nerveux
central, ce qui peut étre considéré comme un avantage dans le cas de thérapies visant des cibles
périphériques (anticancéreux, antibactériens, etc.). Cependant, cela les rend inadaptés pour des
indications thérapeutiques neurologiques ou psychiatriques, ou la perméabilité BBB est requise.

V.3 Substrat de la glycoprotéine P (P-gp)

Aucune des molécules n'est identifiée comme substrat de la P-gp, une pompe d’efflux
membranaire impliquée dans la résistance pharmacologique (en particulier dans les cellules
cancéreuses). Ce résultat est trés favorable, car il suggeére que ces composés pourraient maintenir

des concentrations intracellulaires efficaces, sans étre activement expulsés des cellules [10].

V.4 Inhibition des enzymes du cytochrome P450

Un aspect plus délicat du profil ADME réside dans I’inhibition prédite de plusieurs isoformes
du cytochrome P450, notamment :

e CYPIA2, CYP2C19, CYP2C9 : fréquemment inhibés dans la série étudiée.

e CYP3A4 : inhibé par de nombreux composés (3C, 3D, 3E, 3G a 3S), ce qui pourrait limiter
leur utilisation combinée avec d’autres médicaments (pour éviter les interactions
médicamenteuses).

e CYP2D6 : non inhibé par les dérivés étudiés.

L’inhibition des CYP450 peut entrainer des interactions médicamenteuses indésirables, affectant
la clairance hépatique de co-médicaments (Co-administration), ce qui souléve la nécessité de tests
métaboliques supplémentaires pour confirmer ces prédictions. Toutefois, certains composés (ex. 3A,
3F et 3N) se démarquent par un profil métabolique plus neutre, ce qui les rend potentiellement plus

sUrs a ce niveau.
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Figure 13 : Diagramme de dispersion des dérivés de rhodanines sur le plan WLOGP (lipophilie)
versus TPSA (surface polaire topologique), généré par SwissADME

La zone blanche représente 1’espace physicochimique compatible avec une absorption gastro-intestinale élevée (HIA+), et la zone orange correspond
a celui de la perméabilité prédite a la barriére hémato-encéphalique (BBB+). Chaque point rouge correspond a une molécule non-substrat de la
glycoprotéine P (PGP-). Les composés situés au centre de la zone blanche (notamment 3A, 3B, 3D, 3G, 3H, 3K) présentent un profil optimal pour
I’absorption orale, tandis que ceux s’en écartant (ex. 3Q, 30, 3P, 3R, 3S) pourraient présenter des limitations pharmacocinétiques nécessitant des

optimisations structurales.

La figure présentée ci-dessus illustre la distribution des 19 dérivés rhodanines dans I’espace
WLOGP versus TPSA, tel que généré par le serveur SwissADME. Ce graphique permet de
visualiser ’adéquation des composés aux exigences de perméabilit¢é membranaire et de
biodisponibilité orale, en se basant sur deux parameétres clés : la lipophilie (WLOGP) et la surface
polaire topologique (TPSA).

La zone blanche elliptique représente 1’espace chimique compatible avec une absorption
gastro-intestinale élevée (HIA+), tandis que la zone orange correspond a la région prédictive des
composés capables de franchir la barriere hémato-encéphalique (BBB+). Aucun des composés ne se
trouve dans cette derniére, ce qui est cohérent avec les prédictions SwissADME indiquant I’absence
de perméabilitt BBB pour I’ensemble des dérivés, suggérant une distribution restreinte au
compartiment périphérique donc avantageuse pour des indications non neurologiques.

La majorité des composés se situent a I’intérieur ou a la périphérie immédiate de la zone
HIA, ce qui suggere une biodisponibilité orale favorable pour la majorité des dérivés. Les composés

3A, 3B, 3D, 3G, 3H, 3K, positionnés au centre de cette zone, présentent un profil optimal
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combinant une lipophilie modérée (WLOGP entre 2 et 3) et une TPSA inférieure a 90 A2, conditions
propices a une absorption passive efficace selon les criteres de Veber et de Lipinski [11,12].

A linverse, les composés 3Q, 30, 3P, 3R et 3S s’écartent partiecllement de la zone HIA. En
particulier, 3Q présente une TPSA > 140 A2, ce qui est au-dela du seuil reconnu pour une bonne
perméabilité intestinale passive, tandis que 30 a 3S affichent des valeurs de WLOGP > 4, traduisant
une lipophilie élevée qui peut compromettre leur solubilit¢ aqueuse. Ces propriétés physico-
chimiques peuvent justifier la faible absorption prédite pour 3Q, et soulévent un doute sur la
biodisponibilité réelle des autres composés concernés malgré leurs bonnes affinités de docking.

Enfin, la figure confirme que 1’ensemble des composés sont non-substrats de la glycoprotéine P
(P-gp-), comme I’indiquent les cercles rouges. Ce parameétre est favorable en termes de pharmaco-
résistance, car il suggére une rétention intracellulaire potentiellement accrue, notamment dans les

tissus exprimant fortement la P-gp (barriére intestinale, foie, tumeurs).

V.5 Conclusion
D’une manicre globale, ces dérivés présentent un bon profil ADME théorique (prédit) :
e Une bonne absorption gastro-intestinale
e Une spécificité périphérique sans pénétration du SNC
e Une résistance potentielle réduite via P-gp
¢ Un profil métabolique acceptable, bien que la prudence soit de mise vis-a-vis de I’inhibition

du CYP3A4 pour certains composés.
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Conclusion et perspectives



Conclusion générale

Cette étude s’est inscrite dans une démarche de conception assistée par ordinateur visant a
identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, une cible
majeure dans plusieurs formes de cancer résistantes aux traitements conventionnels. Grace a
I’exploitation d’outils bio-informatiques intégrés, une série de 19 dérivés rhodanine a ét¢ modélisée,
optimisée et ainsi évaluée in silico pour prédire leur capacité a se lier a la cavit¢ BH3 de la protéine
Mcl-1 tout e envisageant son imbibition.

Le protocole de docking moléculaire, validé par un self-docking du ligand natif Co-
cristallisée E4W (AG = —16,4 kcal/mol avec un RMSD de 0,272 A), a démontré une excellente
capacité a reproduire la conformation cristallographique du complexe Mcl-1-E4W. Cette validation
confere une grande fiabilité aux simulations réalisées pour les autres ligands.

Les résultats de docking ont révélé que les cing composés 30, 3P, 3Q, 3R et 3S se
distinguent avec des énergies de liaison (d’interaction) comprises entre —8,1 et —8,9 kcal/mol,
indiquant une affinité significative vis-a-vis de la cible en question. Ces ligands interagissent
préférentiellement avec les poches hydrophobes P2 et P3 ainsi que des résidus clés tels que Leu246,
Val253, Phe254, Leu290, 11e294 formant un réseau hydrophobique, et certains établissent des
interactions de type m-stacking avec Phe270 ou des liaisons hydrogéne avec Arg263 (interactions
déterminantes pour la stabilité¢ du complexe).

L’analyse structure-activité (SAR) a confirmé que I’occupation des poches P2/P3 et I’interaction
avec les résidus aromatiques du domaine BH3 favorisent une affinité accrue. Toutefois, aucun des
ligands n’a reproduit les interactions multiples du ligand natif, notamment le pont salin avec Arg263
et I’interaction halogene avec Ala227, ce qui explique I’écart énergétique observé.
L’analyse du profil pharmacocinétique (ADME), réalisée a 1’aide de SwissADME, a permis de
dresser un profil prédictif :
e Bonne absorption gastro-intestinale (HIA+) pour la majorité des composés, a 1’exception
notable de 3Q ;
e Absence de perméabilité a la barriére hémato-encéphalique (BBB—), avantageuse pour des
thérapies périphériques ;
e Non-substrat de la glycoprotéine P (P-gp—) pour tous les dérivés, ce qui suggére une
rétention intracellulaire favorable en contexte tumoral ;
e Inhibition fréquente du CYP3A4 pour de nombreux composés, notamment 30 a 3S, pouvant
représenter une limite en co-administration médicamenteuse.
Ces données confirment que certains dérivés, bien que prometteurs sur le plan de D’affinité,

nécessitent des optimisations structurales pour améliorer leur biodisponibilité et profil métabolique.
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Perspectives

Afin de compléter cette approche statique, il est recommandé d’introduire des simulations de
dynamique moléculaire, une évaluation de la stabilité des complexes au fils du temps. La synthese
et les essais biologiques in vitro/in vivo des ligands les plus prometteurs (notamment 30, 3Q, 3S)
sont indispensables pour valider leur potentiel thérapeutique.

Ce travail met en lumiére le potentiel pharmacologique de ces dérivés de rhodanine en tant
qu’inhibiteurs de Mcl-1, tout en démontrant la puissance des méthodes bio-informatiques pour
accélérer la découverte de médicaments anticancéreux. Il constitue une base solide pour le
développement de nouvelles molécules anticancéreuses ciblées et ouvre la voie a des stratégies

thérapeutiques plus spécifiques et efficaces.




Résumé :

Le docking moléculaire est une approche de modélisation in silico des complexes (ligands-protéine).

Notre travail a démontré le potentiel des approches computationnelles pour accélérer la découverte
des nouveaux médicaments anticancéreuses (des nouveaux inhibiteurs de la protéine MCL-1). Les
résultats de I’amarrage moléculaire sur les 19 composés rhodanines donnent que les cinq molécules
30, 3P, 3Q, 3R, 3S sont des nouveaux inhibiteurs de la MCL-1 grace a l’affinité présente de ses
molécules avec le site actif du protéine (P2 et P3 de MCL-1) avec des énergies de liaison comprises
entre -8,1 et -8,9 kcal/mol, et on identifie que les molécules 30 et 3Q comme compos€s prometteurs
pour optimisation le développement de thérapies anticancéreuses ciblées. Ces résultats ouvrent la
voie a des études précliniques visant a valider leur efficacité, tout en illustrant I’importance de la
modélisation moléculaire dans la réduction des cotits et des délais de la recherche pharmaceutique.

Les mots clés : Docking moléculaire; Rhodanines ; BH3; In silico; MCL-1; ADMET.
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Abstract :

Molecular docking is an in silico modeling approach used to study ligand—protein complexes.

Our work demonstrated the potential of computational methods to accelerate the discovery of new
anticancer drugs, specifically new inhibitors of the MCL-1 protein.

The molecular docking results for 19 rhodanine-based compounds showed that five molecules —
30, 3P, 3Q, 3R, and 3S — act as new MCL-1 inhibitors due to their strong binding affinities with
the active sites (P2 and P3) of the MCL-1 protein.

Their binding energies ranged between -8.1 and -8.9 kcal/mol, indicating stable interactions.

Among them, molecules 30 and 3Q were identified as particularly promising compounds for
further optimization and the development of targeted anticancer therapies.

These results pave the way for preclinical studies to validate their efficacy, while also highlighting
the importance of molecular modeling in reducing the time and cost of pharmaceutical research

Keywords : Molecular docking; Rhondanies ; BH3; In silico; MCL-1; ADMET.
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Résumé:

Le docking moléculaire est une approche de modélisation in silico des complexes (ligands-protéine).
Notre travail a démontré le potentiel des approches computationnelles pour accélérer la découverte des
nouveaux médicaments anticancéreuses (des nouveaux inhibiteurs de la protéine MCL-1). Les résultats de
I’amarrage moléculaire sur les 19 composés rhodanines donnent que les cinq molécules 30, 3P, 3Q, 3R,
3S sont des nouveaux inhibiteurs de la MCL-1 grace a I’affinité présente de ses molécules avec le site actif
du protéine (P2 et P3 de MCL-1) avec des énergies de liaison comprises entre -8,1 et -8,9 kcal/mol, et on
identifie que les molécules 30 et 3Q comme composés prometteurs pour optimisation le développement
de thérapies anticancéreuses ciblées. Ces résultats ouvrent la voie a des études précliniques visant a valider
leur efficacité, tout en illustrant I’importance de la modélisation moléculaire dans la réduction des cofits et

des délais de la recherche pharmaceutique.
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