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Introduction Générale

Le cancer représente un probleme majeur de santé publique. Il constitue la premicre
Cause de mortalité dans le monde entier. Plusieurs facteurs sont responsables de cette
maladie, parmi lesquelles on trouve 1’utilisation des produits chimiques dans plusieurs
domaines. La majorité de ces produits chimiques ont des propriétés carcinogenes ou

toxiques. donc était considéré comme une maladie aigué [1].

La cause du cancer implique de multiples voies. Les voies des kinases dépendantes
de la cycline (CDK) comme cibles thérapeutiques importantes pour le traitement du cancer
ont été bien établies. CDK sont des enzymes impliquées dans la réplication cellulaire, et
leur role dans la croissance des tumeurs les a longtemps rendus en cibles de drogue
attrayantes. Mais les premieres tentatives industrielles d'inhibition des CDK pour restaurer
les cellules a la normale ont rencontré des problemes de toxicité. Les inhibiteurs CDK de
premiere génération n'étaient pas spécifiques, 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. Il joue un dans la régulation de la transition du cycle cellulaire de la phase
G1 a la phase S, et donc dans le controle de 1'activité de la la prolifération cellulaire. Par

conséquent, les inhibiteurs CDK2 sont des agents anticancéreux potentiellement efficaces

[2].

Le criblage virtuel est une méthode rapide et peu coliteuse. De méme, un pré filtrage
préalable est recommandé afin de réduire la taille d'une banque de données chimiques et de

ne retenir que des composés d'intérét.

Le docking moléculaire est une méthode computationnelle de développement de
médicaments sur la base de structure du récepteur, elle permet de prédire 1’effet biologique
d’un grand nombre de molécules dans un temps raisonnable et de proposer a la fin une
série réduite de molécules a synthétiser ou acheter et a tester expérimentalement sur une

cible donnée [3].

Le principal objectif de ce travail est 1’utilisation des méthodes de criblage virtuel
telle que le docking moléculaire pour la conception des nouvelles molécules bioactives et

I’étude de leurs interactions avec 1I’enzyme kinase cycline dépendante CDK?2 et une série
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de dérivés de coumarines, suivi par une filtration en utilisant les regles de Lipinski et de

Veber et propriétés ADMET.

Le manuscrit est divisé en trois chapitres, Le premier chapitre représente des rappels
généraux sur le cancer et les coumarines, ensuite la description de 1’enzyme kinase

cycline dépendante CDK2.

Dans le deuxieme chapitre nous avons donné un apercu sur les principales stratégies
de criblage virtuel qui sont les méthodes prédictives les plus utilisées dans la conception
des nouvelles molécules d’intérét thérapeutique: aussi bien la stratégie basée sur la
structure de la cible que celle basée sur la structure et les propriétés des ligands, dans le
troisieme chapitre, nous avons présenté les différents matériels et méthodes utilisés dans

cette étude. Enfin nous exposons 1’essentiel de nos résultats et une discussion.
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Chapitre I : Généralité sur le cancer et les coumarines

1. Cancer

1.1. Généralité

Le cancer est une_maladie résultant d’altérations de 1’ADN cellulaire. Les cellules
atteintes par ces altérations (cellules malignes) ne suivent plus le processus normal de mort
cellulaire programmée, I’apoptose, et deviennent immortelles. Elles se nourrissent par
formation de nouveaux vaisseaux sanguins; on appelle ce processus 1’angiogenese. Ces

cellules ont la capacité d'envahir et de coloniser les tissus environnants. [1]

Le développement d'un cancer est le résultat d'une combinaison entre, d'une part,
l'activation de la prolifération cellulaire et, d'autre part, 1'inhibition de signaux restreignant
le potentiel prolifératif des cellules. Différents agents conduisent au développement d’un

cancer.

Classiquement, on distingue les agents initiateurs et les agents promoteurs. Les
agents initiateurs sont des agents génotoxiques qui induisent une lésion définitive de
I’ADN. Par contre, les agents promoteurs n’induisent pas de lésions de I’ADN mais

favorisent I’expression d’une l1ésion, préalablement induite par un agent initiateur. [2]

1 .2.Définition
1.2.1. Selon L’OMS

« Cancer » est un terme générale appliqué a un grand groupe de maladies qui peuvent
toucher n’importe quelle partie de l’organisme. L’une de ces caractéristiques et la
prolifération rapide de cellules anormales qui peuvent essaimer dans 1’autre organe,

formulant ce qu’on appelle des métastases ». [3]

1 .2.2.Selon Larousse de médecine

A/ Le cancer désigne les tumeurs malignes c’est une prolifération anarchique de
cellules anormales dites « maligne ».a partir d’un foyer primitif pouvant récidiver

localement apres ablation et essaimer a distance, entrainant la formation des métastases.

B/ Cancer: est di a des altérations génétiques qui perturbent 1’équilibre entre
stimulation et inhibition de la prolifération cellulaire .LLe cancer est une maladie résultant

d’altérations de I’ADN cellulaire, survenant dans 90% des cas dans les cellules somatiques.

[4]
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1.3. Les différents types de cancer et différentes classifications

Nous pouvons distinguer dans la premiere catégorie les types de cancers nommés comme

suit:

- Les cancers hématopoiétiques : qui touchent les cellules sanguines.
- Les sarcomes : qui évoluent dans les tissus conjonctifs (les o0s).
- Les carcinomes : qui proliferent dans 1’épithélium (surface composée de cellules

uniquement).

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

sont

- Le cancer du poumon

- Le cancer du sein

- Le cancer du colon

- Le cancer du foie

- Le cancer du pancréas

- Le cancer du sang ou leucémie

- Le cancer de la moelle osseuse ou myélome multiple

- Le cancer des vaisseaux sanguins ou sarcome de Kaposi

- Lymphomes maladie de Hodgkin et lymphomes non-hodgkinien [5].

1.4. Les étapes de la transformation cellulaire tumorale

1.4.1. La cancérogénese

Une tumeur primaire, appelée aussi tumeur primitive, peut se développer au niveau
des différents organes (sein, foie, poumon, peau, testicule, etc.). Les amas de cellules
cancéreuses peuvent alors proliférer en allant chercher des éléments nutritifs dans leur
environnement immédiat via la formation de nouveaux vaisseaux sanguins; cela constitue
I'angiogénese tumorale .Les cellules malignes peuvent également se détacher de la tumeur
d'origine et migrer, par voie sanguine ou par voie lymphatique, vers d'autres régions du

corps, formant ainsi des métastases.

Parfois le cancer peut étre détecté avant méme la formation de métastases. Dans de
tels cas, il est important que le traitement puisse étre appliqué le plus rapidement possible,

et ce afin de limiter la progression tumorale. Elle comprend trois grandes étapes

7
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successives : l’initiation, la promotion et la progression dont les conséquences sont

résumées sur (Figure I.1) [6].

Figure 1.1 : Représentation schématique des étapes du processus cancérogenése

[.4.2.L.a tumorogenese

Il s’agit de la progression des cellules précancéreuses d’abord localement, puis
allant en grossissant. Le stade clinique de tumeur est alors atteint. Leur délocalisation par
voies lymphatiques ou veineuses au niveau des tissus avoisinants donne lieu a des

métastases.

La circulation sanguine joue un rdle catalyseur dans I’invasion cellulaire ou

I’angiogénese. En effet, les cellules tumorales ayant besoin d’un milieu favorisant leur
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croissance et leur déplacement, acquierent un pouvoir d’angiogénese (systeme sanguin

nourricier) par stimulation des cellules endothéliales des capillaires voisins. [7]

L’acquisition de cette capacité a susciter 1’angiogénese des cellules cancéreuses est la
réaction cellulaire normale face a I’hypoxie ou le résultat d’une mutation génétique.
Certaines tumeurs primaires peuvent progresser vers un envahissement plus global de
l'organisme par échappement de cellules tumorales issues de cette tumeur primaire: on

parle alors de métastase.

Les métastases, qui sont 1’évolution et la mobilité des cellules cancéreuses vers un ou

plusieurs lieux, sont de 2 types :
a).Métastases ganglionnaires ou carcinomes
Se déplacent par les canaux lymphatiques, arrivées au niveau du ganglion, elles peuvent :

- Rester latentes sans activité directe

- Se fixer aux ganglions et s’y multiplier cliniquement palpable

- Traverser le gang

- Se faufiler dans tout le circuit lymphatique, signe évident de I’agressivité de la
tumeur. [8]

b).Métastases sanguines ou sarcomes

Pénetrent les vaisseaux sanguins soit de maniere directe ou par le biais des canaux
lymphatiques. Elles infiltrent préférentiellement les organes ou passe un gros volume de

sang (foie, poumons... etc.) ainsi que les os (métastases osseuses) [6].

2 .Cancer de sein

2.1. Définition

Le cancer du sein ou (carcinome mammaire) se définit comme une prolifération

anarchique et incontrdlée des cellules épithéliales de sein, chez la femme.

Le sein est une glande sécrétrice hypertrophiée. Durant la lactation, des amas de
lobes en forme de grains de raisin (glande mammaire ou acini) produisent le lait qui
remplit et enfle un systeme de canalisations particulierement ramifiées (figure I- 2) [5].

Environ 90% des cancers du sein trouvent leur origine dans les cellules épithéliales des
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canaux galactophores (carcinome canalaire), comme ils peuvent se développer aussi a
partir des cellules des lobules (carcinome lobulaire) de la glande mammaire. Ils sont dits «
in situ » lorsque les cellules cancéreuses sont confinées aux canaux et lobules. Cependant il
est dit « infiltrant » lorsque les cellules cancéreuses sont présentes dans les tissus qui les

entourent [9].

‘Cote

Mamelon

Lobe constitué
de nombreux lobules

‘Gras

Figure 1.2 : Représentation schématique d’un sein en coupe

2.2. Les types de cancer du sein
2.2.1. Le cancer in Situ

Aussi appelés états « précancéreux », ce sont des cancers qui se développent dans la
lumiere des canaux galactophores et des lobules sans franchir la membrane basale et sans
envahir le tissu conjonctif. Ils peuvent donc étre intracanalaires, avec une évolution
inéluctable vers I’invasion, ou intra lobulaires, avec un risque d’évolution vers un cancer

invasif dans 35% des cas. [10]

2.2.2. Cancers invasifs ou in filtrants

Ces formes de cancer envahissent les tissus autour des canaux de lactation, mais
demeurent a I’intérieur du sein. Par contre, si la tumeur n’est pas traitée, elle peut se
disséminer a d’autres parties du corps (par exemple, les os, les poumons ou le foie) en

générant des métastases.

10



Chapitre I : Généralité sur le cancer et les coumarines

- Carcinome canalaire. Il se forme dans les canaux de lactation. Les cellules
cancéreuses traversent la paroi des canaux.

- Carcinome lobulaire. Les cellules cancéreuses apparaissent dans les lobules
regroupés dans les lobes. Puis, elles traversent la paroi des lobules et se disséminent
dans les tissus environnants.

- Carcinome inflammatoire. Un cancer rare qui se caractérise principalement par un
sein qui peut devenir rouge, enflé et chaud. La peau du sein peut aussi prendre
I’aspect d’une peau d’orange. Ce type de cancer progresse plus rapidement et est
plus difficile a traiter.

- Autres carcinomes (médullaires, colloides ou mucineux, tubulaires, papillaires).
Ces types de cancer du sein sont plus rares. Les principales différences entre ces
types
de cancer reposent sur le type de cellules touchées.

- Maladie de Paget. Un cancer rare qui se manifeste par une petite plaie au

mamelon qui ne guérit pas. [11]

2.3. Les facteurs de risque de cancer du sein

On ne connait pas les causes du développement du cancer du sein qui peut étre dii a

différents facteurs :

2.3.1. L’age

Le risque d’avoir un cancer du sein augmente avec 1’age. Il reste rare avant 40 ans
mais demeure beaucoup plus fréquent entre 60 et 65 ans. Le facteur age représente le
risque le plus important car on constate qu’apres 40 ans le risque de développer un cancer

du sein se multiplie par une fois et demie tous les dix ans.
2.3.2. Les caractéristiques individuelles

Le risque est plus important chez les femmes qui ont eu des régles précoces et une
ménopause tardive. Il est élevé également chez celles qui n’ont pas eu de grossesse ou une
premiere grossesse apres 40 ans, ou encore qui ont pris un traitement substitutif a la
ménopause pendant plus de 10 ans. Ce risque augmente aussi avec la consommation

excessive de sucres, de graisses animales et d’alcool.
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2.3.3. Les antécédents familiaux

Quelques cancers du sein sont liés au fait que plusieurs femmes de la méme famille
ont été ou sont atteintes par cette méme maladie surtout si elles avaient a I’époque moins
de 40 ans. Un cancer du sein est également plus susceptible de se développer chez une
femme dont plusieurs membres d’une méme famille ont souffert d’un cancer du c6lon ou

des ovaires.Le facteur génétique n’est 1ié qu’a 5% des cancers du sein [12].

2 4.Le diagnostic

2 4.1.La mammographie
Cet examen de référence des 1€sions du sein, est utilisé dans le diagnostic, la prise en

charge initiale et la surveillance des cancers du sein. L.’échographie mammaire bilatérale.
2 .4.2.1.’échographie

Technique complémentaire de la mammographie dans la précision des
caractéristiques tumorales, permet en plus de visualiser le creux axillaire et de détecter des

ganglions lymphatiques suspects.

2 .4.3.L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) mammaire

L’IRM mammaire est un examen de seconde intention qui permet de préciser la taille
et les rapports des 1ésions volumineuses et de détecter les récidives a un stade plus précoce.
Il permet aussi d’orienter la décision de chirurgie initiale en statuant sur la présence de
lésions multifocales ou multicentriques, la présence de lésions controlatérales ou

d’atteintes ganglionnaires diffuses. [13]

2.5. Traitements
Le but du traitement du cancer du sein est non seulement d’éliminer la tumeur

primaire, mais aussi les métastases. Pour cela plusieurs stratégies

2.5.1.Chirurgie
La chirurgie est généralement le premier traitement auquel les oncologues ont recours
lorsque la tumeur est localisée a un endroit précis du corps. Cette opération chirurgicale

consiste a enlever la quasi-totalité des cellules cancéreuses. Pour améliorer 1'efficacité de la
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chirurgie et s'assurer que la tumeur soit entierement éliminée, l'intervention est souvent

associée a un autre traitement, comme la radiothérapie ou la chimiothérapie.

Un des inconvénients de la chirurgie est la douleur. De plus, cette technique est
moins appropriée lorsque le cancer devient invasif. En effet, le procédé chirurgical localisé

ne permet pas la suppression des cellules cancéreuses qui auraient accédé a d'autres

organes sous la forme des métastases.
2.5.2. Radiothérapie

La radiothérapie est un autre mode de traitement fréquent du cancer; elle concerne
pratiquement pres d'un patient sur deux. Cette technique consiste a exposer les cellules
cancéreuses d'une tumeur a des radiations tout en préservant, autant que possible, les tissus
sains et les organes avoisinants. Les rayons ionisants utilisés sont principalement des
rayons X, des électrons produits par des accélérateurs linéaires ou, dans une moindre

mesure, des rayons gamma générés par le cobalt.

La radiothérapie agit en ionisant les acides nucléiques (ADN et ARN) des cellules.
A de fortes concentrations, les radiations fragilisent le contenu des cellules traitées et
entrainent une altération des chromosomes de facon a bloquer ie mécanisme de
multiplication des cellules irradiées et a provoquer leur destruction. La radiothérapie agit
localement sur la région visée, son action se limite a la tumeur et a la région avoisinante de
celle-ci. Cette technique atteint inévitablement un certain nombre de cellules saines, ce qui

peut entrainer, entre autres, des sensations de briilure [14].

2.5.3. Chimiothérapie

La chimiothérapie est l'un des traitements anticancéreux les plus fréquemment
utilisés de nos jours. Ce mode de traitement utilise des substances chimiques, qualifiées de
cytotoxiques, pour tuer les cellules cancéreuses ou bloquer leur multiplication. Les
médicaments utilisés en chimiothérapie sont appelés des agents antinéoplasiques. Parmi

les alkylants, les antibiotiques, les anti métabolites et les antimitotiques.

Les agents alkylants provoquent une lésion biochimique dans 'ADN du noyau et
alterent ainsi la cellule cancéreuse. Les antibiotiques entravent également la multiplication
cellulaire. Les anti métabolites, quant a eux, trompent la cellule en imitant des substances
indispensables a la division et a la survie des cellules. Et finalement, les antimitotiques

bloquent notamment la division de la cellule-mere en deux cellules-filles. Dans 1'ensemble,
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ces composés antinéoplasiques sont administrés par voie orale ou intraveineuse. Une fois
dans le corps, ceux-ci se propagent dans l'ensemble de 1'organisme pour altérer les cellules

les plus sensibles et a prolifération rapide telles les cellules cancéreuses [15].

2.5.4. Thérapies ciblées
L’existence de marqueurs spécifiques permet le développement de thérapies ciblées.
a).Hormonothérapie

Le développement de certains types de tumeurs est stimulé par des hormones. Ces
cancers sont alors qualifiés d'hormono-dépendants. L'hormonothérapie est un traitement
qui ajoute, bloque ou enleve des hormones afin de ralentir ou de faire cesser la croissance
de cellules cancéreuses hormono-dépendantes. Elle permet ainsi d'empécher Ile
développement de ces tumeurs. Les principales hormones responsables de la croissance
tumorale sont les hormones de croissance, les hormones sexuelles, les hormones

thyroidiennes et d'autres molécules endogenes.

L'hormonothérapie consiste a enlever la glande sécrétrice d'hormones, a 1'irradier ou
encore a administrer des hormones ou autres médicaments agissant sur l'activité
hormonale. Les cancers du sein, de la prostate et de I'endometre sont les principaux cancers
concernés par ce type de traitement. Les hormones sont des molécules qui jouent des roles
importants dans 1'homéostasie d'un organisme. Une suppression de ces dernieres,
provoquée par l'anti-hormonothérapie, engendre plusieurs effets secondaires indésirables:
bouffées de chaleur, pertes vaginales, prise de poids, thromboses veineuses, douleurs

articulaires, douleurs musculaires, ostéoporose et autres [16].
b). Autres thérapies ciblées

De nouvelles thérapies ciblées sont mises au point. Celles-ci correspondent a des
médicaments qui freinent la croissance de la tumeur en agissant spécifiquement sur des
mécanismes controlant le développement de la tumeur. Pour ce type de thérapie, il est donc
important de connaitre le profil d’expression de la tumeur. Certaines d’entre-elles visent a
interagir avec la voie de signalisation HER2. Le Trastuzumab commercialisé sous de nom
de Herceptin est un anticorps monoclonal ciblant spécifiquement le récepteur HER2. Cette
protéine favorise la croissance des cellules et est surexprimée dans environ un quart des
cancers du sein. Ainsi ce traitement bloque le processus de division cellulaire. Un second

médicament a été mis sur le marché en 2008 visant aussi la voie HER2, le Lapatinib.
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Commercialisée sous le nom de Tyverb, il est un inhibiteur de protéines kinases. Celles-ci
sont situées du coté cytoplasmique et sont impliquées dans la voie de signalisation de

HER2 [17].

3. Récepteur CDK

3.1. Introduction

Les kinases sont des protéines fondamentales dans le contréle des fonctions du
vivant. On en dénombre 518 chez I'Homme. Elles sont impliquées dans la régulation de la
cellule, plusieurs protéines kinases sont dérégulées dans les proliférations cancéreuses.
L’intérét pour les kinases cyclines dépendantes (CDKs) est relativement récent. Il résulte
de ’observation de la dérégulation des CDKs dans une grande diversité de maladies telles
que les infections virales, les troubles neuro dégénératifs comme la maladie d’ Alzheimer,

ainsi que pour certaines maladies rénales et les cancers [18].

3.2. Définition

Les CDK sont des sérine-thréonine kinases, enzymes qui catalysent la
phosphorylation_(Figure 1.4 ) de protéines cibles (= substrats) jouant un rdle dans les
événements du cycle cellulaire (fragmentation de I’enveloppe nucléaire, compaction des
chromosomes, réplication de I’ADN...), ou dans I’avancement du cycle. Leur activité
consiste a transférer le groupement y-phosphate de I’ATP sur une sérine ou une thréonine,
présente dans les protéines cibles, a condition que cet acide aminé soit dans une séquence
d’acides aminés caractéristique (séquence consensus) spécifiquement reconnue par la

kinase (exemple : Ser/Thr-Pro-X-Arg/Lys) [19].

[ Cycline o)
.'k_wli_‘i; > ADr

.

L phosphoryiation ost
rendue possible par e
rapprochement de FATEF e
de Ia protéine cible

Figure 1.3 : Le complexe Cycline / Cdk agit en phosphorylant une protéine
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De cette phosphorylation, il résulte un changement de conformation des protéines cibles,
ce qui entraine des propriétés nouvelles pour ces dernieres (activation, inhibition,
changement de partenaire d’interaction...). Les cyclines n’ont pas d’activité enzymatique,
ce sont de protéines régulatrices nécessaires aux CDK pour qu’elles soient

enzymatiquement actives.

3 .3.Mécanisme d’activité des CDK:

Les CDK sont présentes avant qu’elles ne soient requises. Comment leur activité
enzymatique apparait-elle et disparait-elle aux moments opportuns ? C’est, premiérement,
grace aux cyclines, qui n’ont pas d’activité enzymatique par elles-mémes, mais se lient aux
kinases du cycle pour les rendre actives. L’activité des CDK est donc contrdlée par un

cycle de synthese/dégradation de leur cycline associée, tout au long du cycle cellulaire.

C’est, deuxiemement, grice a des protéines déphosphorylant (Cdc 25) ou
phosphorylant (CAK, Wee-1). Les CDK et qui permettent de compléter le controle de
I’activité des CDK. Nous verrons qu’une phosphorylation peut étre activatrice ou
inhibitrice.

C’est, troisiemement, grace a des protéines inhibitrices, les CKI (CDK Inhibitor), qui

ne régulent que négativement.

Les CDK sont activées, par: des phosphatases: CDC 25 [Déphosphorylations
« activatrices », des kinases : CAK (« CDK Activating Kinase » = Cycline H / CDK?7),

(Polo K, indirect), Phosphorylations « activatrices » [20].

Cycline A j r Cycline A J

r Cycline E j r (‘ycllrfc B )

s —

[ Cycl'lnc D J"

Cycline M
Caxa ] - cAK

r Cycline D ]/

Figure 1.4: Représentation schématique de mécanisme d’activité des CDK
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3.4. Inhibiteur de CDK :

Les CDK sont inhibées par : des protéines inhibitrices (inhibiteurs physiologiques),
les CKI (CDK Inhibitor): pl16, p21, p27, qui agissent sur les complexes Cycline / CDK,
une kinase : Wee 1 (responsable de Phosphorylations "inhibitrices") qui agit sur la CDK1

en phosphorylant les sites tyrosine 15 et thréonine 14 [21].

m —4 [ cycinea ]
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m/ll..m..f 7

Figure I.5: Représentation schématique des inhibiteurs de CDK

3.5 .La famille de CDK :
3.5.1. CDK2:

La kinase 2 dépendant de la cycline (CDK2) est l'une des protéines kinases sérine /
thréonine. I1 joue un pivot dans la régulation de la transition du cycle cellulaire de la phase
GI1 a la phase S, et donc dans le contrdle prolifération cellulaire. Par conséquent, les
inhibiteurs de CDK?2 sont des agents anticancéreux potentiellement efficaces. Bien qu'un
certain nombre d'inhibiteurs de la CDK2 aient été décrits dans la littérature , et certains
sont entrés dans des phases d'essais cliniques, par exemple flavopiridol, roscovitine, et
olomoucine, aucune d’entre eux a été approuvé pour une utilisation clinique pour diverses
raisons, telles que la toxicité et la spécificité a plusieurs cibles. En outre, aucun des

inhibiteurs de CDK?2 rapportés n’est destiné au traitement de HEpG2 [22].
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3.6. Applications thérapeutiques potentielles des inhibiteurs de CDK

Certaines propriétés des CDK et de leurs inhibiteurs protéiques naturels ont
encouragé la recherche d’inhibiteurs chimiques de CDK en vue d’applications

antitumorales:

- Altérations trés fréquentes, dans les tumeurs humaines, des CDK et de leurs
régulateurs.

- liens directs entre oncogenes et suppresseurs de tumeurs, d’une part, et CDK et
leurs régulateurs, d’autre part.

- suppression de la prolifération cellulaire par surexpression de pl6INK4B ou

p2lcipl.

Les premiers inhibiteurs chimiques de CDK présentent des propriétés intéressantes qui
justifient leur évaluation comme produits anticancéreux potentiels et la poursuite de la

recherche de nouvelles molécules plus efficaces [23].

4. Coumarines :

4.1. Définition :

Les coumarines sont des composés aromatiques naturels ou synthétiques, portant un
groupement benzopyrone dans leur structure. La nomenclature internationale est le 2H-
benzopyran-2-one, qui peut tre considérée en premiere approximation comme une lactone

de I’acide 2- hydroxy-Z-cinnamique [24].

Figure 1.6: structure de coumarine
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4.2. Les différentes méthodes de synthéses des coumarines :

La figure, ci-dessous, résume les principales voies de syntheése des coumarines [25] :

CHO o CHa
Cr - AL
OH HO OH
R{=COOH,R>=H Knoevenagel
(pipéridine)
o (@]
H3C OEt
N R5 )
Pechmann R Perkin .
©\ (H2SO0y) S (Ac;O/NaOAc puis H)
—_—
= = Ry,R>=H
R1=H{,R>=CHj; — 1.7z
OH o o
Reformatsey P\'I;\’{Pl\tt:’g CH,COOE
(Zn) puis H,O et H' 3/BrCH; t
R4,Rz=H
R4, Ry=
CHO
CHO
+ BrCh,COOEt
OH
OH

CHO

OH

Figure I. 7 : Différentes voies de syntheses des coumarines

4.3. Propriétés physico chimique

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques

tels que 1’éther ou les solvants chlorés avec lesquels on peut les extraire. Les formes

hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans 1’eau. Les coumarines ont un spectre UV

caractéristique, fortement influencé par la nature et la position des substituant,

profondément modifié en milieu alcalin (KOH, NaOCH3), Examinées en lumiere ultra-

violette [26].

4.4. Activités thérapeutiques des coumarines

Les coumarines et leurs dérivées sont connues pour leurs nombreuses propriétés

biochimiques et pharmacologiques. L’activité de ces molécules dépend de la structure et de

la nature des substituants [27].
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La majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a des profondes
investigations dans le but d’évaluer leurs effets sur la santé humaine, les recherches ont
montré qu’elles peuvent étre des agents anti HIV, anti tumoraux, anticancéreux,

antimicrobiens, anti inflammatoires, antifongiques, anti oxydants [28].

Ces composés peuvent aussi manifester ont indiquées dans le cas de lymphoedéme
du membre supérieure apres traitement radio chirurgical du cancer du sein concernant les
dérivés coumarines, certains d’entre-deux possedent des activités pharmacologiques,
principalement anticoagulantes.les plus connus sont le dicoumarol et I’esculoside tout deux

veino toniques et vasculo protecteurs [29].
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Chapitre II : Méthodes de criblage virtuel in silico

1. Drug discovery

1.1. Histoire de la découverte des médicaments

Par le passé, un grand nombre de médicaments ont été découverts tout simplement
grace a l'identification de principes actifs extraits de substances naturelles historiquement
utilisées dans la médecine non-conventionnelle, ou méme par hasard. Par la suite, les
avancées dans le domaine de la synthese chimique et de la pharmacologie ont conduit a
une démarche de recherche systématique permettant 1’élaboration de nouveaux

médicaments de plus grande efficacité [1].

La découverte d’une molécule médicamenteuse « Drug discovery ». Le processus
de recherche et de développement de nouveaux médicaments est extrémement long et
coliteux. Les différentes étapes sont illustrées schématiquement dans la (Figure II. 1) .Au
cours des phases successives, des milliers de molécules doivent €tre triées et sélectionnées,

afin d’obtenir un nombre trés limité de candidats.

Pour chaque nouveau médicament, le temps passé depuis la premiere étape, au cours
de laquelle une cible biologique pertinente dans un processus pathologique donné est
identifiée, jusqu’a la mise sur le marché d’un composé tourne autour d’une moyenne
d’environ 12 a 14 ans. Le cofit global estimé est de 800 millions de dollars par composé

mis sur la marche [2].

§

y Choix d'une | Génération et Tests Tests
‘ Identification
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de hits 1 1
Thérapeutique des leads

\

Figure I1.1: Etapes du processus de recherche et de développement des médicaments.
1.2. Choix d’une cible thérapeutique

Le choix d’une cible thérapeutique revient a sélectionner, a 1’aide de données
issues de la littérature, une biomolécule (en général une protéine ou un complexe
protéique) impliquée dans un certain processus pathologique. On estime que ’ensemble de
médicaments sur le marché cible environ 500 molécules biologiques. Certaines familles de
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protéines sont plus représentées dans le génome humain, ou plus souvent impliquées dans
des processus pathologiques, mais en contrepartie elles peuvent alors posséder un grand
nombre de protéines homologues responsables d’effets indésirables. Certaines sont tout
simplement plus aisées a cibler que d’autres, en particulier, il est plus facile pour une petite
molécule de perturber la liaison d’un ligand endogeéne que des interactions protéine-

protéine. Ces parametres régulent ce que 1’on appelle la « druggabilité » de la cible [3].

1.3 .Identification de « hits »

Apres avoir identifié et choisi la cible thérapeutique, 1’objectif est de moduler son
activité afin d’altérer le processus pathologique. On appelle touches ou « hits » les
composés capables de tels effets. L’approche la plus couramment utilisée dans la recherche
de « hits » est le criblage(ou « screening ») de banques de petites molécules (ou chimio
theques). Un criblage peut €tre réalisé in vitro grace aux techniques HTS permettant
d’estimer affinité et activité de milliers de composés sur la cible d’intérét. Cependant, la
mise en ceuvre de HTS n’est pas toujours possible du fait de leurs cofits importants et du
temps nécessaire a leur exécution. Les criblages de type HTS et la validation pré-clinique
des caractéristiques pharmacologiques des composés représenteraient 14% du budget de

R&D de I’industrie pharmaceutique [4].

1.4. Génération et optimisation de « leads »

A ce stade, parmi les hits précédemment choisis, quelques molécules se
qualifient tétes de séries ou « leads ». Les leads idéaux sont des composés plus actifs et
plus sélectifs que les hits dont ils sont issus, tout en présentant des propriétés
pharmacocinétiques optimales, qui vont ensuite permettre de créer des séries de composés
ayant une activité démontrée sur la cible choisie .L'intervention des chimistes et des
chémoinformaticiens est déterminante a cette étape pour obtenir ces leads, en effectuant de
vastes études de relations structure-activité (SAR) basées principalement sur la variation et
la modification des groupements fonctionnels tout en gardant leurs squelettes de bases des
hits. L’analyse des résultats issus de ces études SAR sont actuellement assistés par des
approches bioinformatiques, ce qui permet de guider la sélection de nouveaux leads en
optimisant les propriétés favorables d'activité « drug-like » (activité, sélectivité, toxicité,
propriétés physico-chimiques,...) tout en tentant d’améliorer 1'affinité avec la cible et de
prouver que l'effet biologique observé est bien induit par interaction du composé avec la
cible [5].
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1.5. Test précliniques :

La phase précliniques consiste a tester l'activité et la toxicité du candidat-médicament
sur cellules et tissus puis sa biodisponibilité, son activité et sa toxicité sur animaux
(propriétés ADME-tox: Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité). Ces
tests permettent de déterminer les effets de la molécule sur les récepteurs cellulaires et les
organes, la marge thérapeutique (dose toxique / dose efficace), ainsi que sa toxicité, aigué

et chronique [6].

1.6. Test cliniques :

Le passage de 1’expérimentation animale a I’expérimentation humaine est une
période cruciale de la vie d’'un médicament, les essais chez I’homme étant fondamentaux
pour apprécier I’'intérét thérapeutique d’un médicament. L’évaluation clinique vise a
évaluer scientifiquement la valeur thérapeutique d’un médicament, c’est-a-dire a vérifier
I’efficacité et I’innocuité d’une molécule chez 1’étre humain. En d’autre terme, il s’agit de
connaitre précisément le rapport entre le bénéfice attendu et le risque encouru lors de
I’utilisation du médicament chez le patient. L’expérimentation humaine n’intervient que
lorsque les études in vitro et les études précliniques menées chez 1’animal sont jugées

satisfaisantes. Elle dure de 6 a 8 ans et se décompose en 3 grandes phases [7].
1.5.1. La phase I

La phase I des essais cliniques se déroule sur un faible nombre de volontaires sains
pour s'assurer de la sécurité du candidat médicament en recherchant les effets secondaires
qui apparaissent lors de 1'administration croissante du candidat médicament. Généralement,

70 % des composés testés passent avec succes cette premiere phase.
1.5.2. La phase II

La phase II est la premiere €tape ou l'on administre le candidat médicament a des
patients, dont I'ordre de grandeur est de quelques centaines. Le but est d'évaluer la réelle
efficacité de la molécule ainsi que les doses minimales efficaces - et donc la marge
thérapeutique vis-a-vis des résultats obtenus a la phase précédente - tout en répertoriant

I'apparition éventuelle de nouveaux effets secondaires
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1.5.3. La phase III

La phase III est conceptuellement similaire a la phase précédente : il s'agit a nouveau
d'administrer la molécule a un groupe de patients. Ici, le nombre de personnes est
sensiblement plus important, de 1'ordre de quelques milliers. Des malades ayant des profils
ethniques variés est également souhaitable pour étre le plus proche possible de la réalité.
Cette phase permet de confirmer la sécurité et 1’efficacité du candidat médicament sur la
pathologie ciblée. Une comparaison par rapport a un panel de molécules concurrentes déja
présentes sur le marché est également entreprise, notamment pour pouvoir estimer le

service médical rendu par le candidat [8].
1.5.4. La phase IV :

Cette phase relativement récente (€galement appelée pharmacovigilance) consiste a
surveiller, a travers le réseau de médecins et apres la mise sur le marché de la molécule,

l'apparition d'effets indésirables non détectés précédemment [9].

2. Méthodes de criblage virtuel in silico :

Le terme criblage virtuel regroupe un ensemble de techniques computationnelles
ayant pour objectif 1’exploration de bases de composés a la recherche de molécules
d’intérét. Une analogie souvent utilisée compare ces techniques a des filtres qui
permettraient de constituer des ensembles de molécules partageant certaines propriétés, de
sélectionner les plus susceptibles d'interagir avec une cible donnée et d'éliminer les

composés supposés inactifs ou les molécules indésirable.

Ces différentes méthodes de criblage virtuel peuvent ainsi €tre utilisées dans les
premieres phases de R&D de nouveaux médicaments par les chimistes (Figure I11.2) [5]. et
en particulier lors de I’identification de hits. Il a alors pour but de sélectionner au sein de
chimio theques variées des ensembles réduits de molécules dont le potentiel d’activité
envers la cible thérapeutique visée est supérieur a celui des autres molécules .11 peut
également étre utilisé lors de 1’optimisation des leads. Dans ce cas, le criblage a pour
objectif I’identification de motifs structuraux essentiels dans la liaison ligand-récepteur, et

la discrimination des meilleurs composés au sein de chimio theques orientées comprenant

des molécules appartenant a2 une méme série.
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Méthodes de criblage virtuel «in silico» au
cours du processus R&D

Docking Moléculaire

Conception de novo Méthodes

« structure-based
»
3D-QSAR
Pharmacophore

Meéthodes

QSAR « ligand-based »

Recherche de similarité

Figure I1.2 : Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et «

structure-based », les plus utilisés au cours du processus R&D notamment par les chimistes

On regroupe les méthodes in silico en deux grandes familles, le criblage virtuel «
structure-based » et le criblage virtuel « ligand-based ». Comme son nom I’indique, le
criblage virtuel « structure-based » est basé sur la structure de la cible en évaluent la
capacité des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi

sélectionner les molécules capables de se lier a cette cible [10].
2.3.1. Criblage virtuel « ligand-based »

Les méthodes de criblage « ligand-based » reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d’utiliser ces
ligands comme une premiere base de « hits » afin d’identifier d’autres composés similaires,
présentant des caractéristiques d’activité communs aux ligands connus de la cible.
Différents types de descripteurs moléculaires pourront étre calculés pour quantifier la
similitude entre composés. Suivant le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique,
plusieurs méthodes peuvent étre employées : la recherche de similarité, le criblage de

pharmacophores, ou les approches QSAR [11].
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2.3.2. Criblage virtuel « structure-based »

Le criblage virtuel « structure-based » est considéré comme un équivalent in silico
d’un test expérimental étudiant la liaison ligand-cible biomoléculaire47. Cependant, ce
criblage dépend essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la cible biologique
qui est obtenue, soit par méthodes expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données
(tel que PDB: Protein Database), soit par des méthodes de prédiction de la structure 3D par

homologie de séquence [12].

Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage: la
construction de modeles pharmacophoriques 3D, 1’établissement de modeles 3D-QSAR),
la conception de novo « de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui sont
les plus populaires .Au cours de ce travail, nous sommes intéressés uniquement aux

techniques de criblage virtuel « structure-based » [13].

3. Le docking ou ’amarrage moléculaire

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un réle clé dans
I’organisation des systemes biologiques. Elles permettent la régulation de certains
processus biologiques, la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses
réactions biochimiques. Connaitre la fagon dont les protéines interagissent avec d’autres
entités biochimiques est une étape essentielle pour comprendre les processus biologiques

dans lesquels elles sont impliquées.

Le docking moléculaire in-silico a pour but de prédire la structure d’un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre
en ceuvre, moins cher et plus rapide que I’utilisation des méthodes expérimentales in vitro

[14].

I1 est étude des interactions non-liantes intervenant lors de la formation de complexes
(figure I1.3) moléculaires telle que : les interactions VDW, les interactions électrostatiques,

les interactions Hydrogenes [15].

Le plus souvent, le récepteur est une protéine qui possede un ou plusieurs sites actifs
spécifiques, plus ou moins accessibles selon les cas. Le ligand est généralement une
molécule flexible étrangere de petite taille. La liaison entre le ligand et le récepteur

introduit un signal biologique qui peut avoir diverses formes [16].
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Figure II. 3: Représentation schématique du docking de deux molécules

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking

proprement dit et le scoring (figure I1. 4).

e Le Docking (la premiere étape) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables.

e Le Scoring (la deuxieme) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la
phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes

celles proposées [17].

ligand

‘ -
“ docking scoring

recepteur

complexe

<1

Figure I1.4: principe générale d'un programme de docking
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3.1. Programmes de docking les plus cites

Plus de 30 logiciels de docking sont actuellement disponibles. Parmi ces
programmes d'amarrage moléculaire on peut trouver : comme GOLD, FlexX, DOCK,

AutoDock, MOE ou bien UCSF Chimera et Molegro Virtuel Docker (MVD).

L’utilisation des programmes de docking a conduit a de nombreux succes dans le

domaine de la découverte de nouvelles molécules bioactives [18].

Tableau II. 1: Principaux programmes de docking moléculaire [19].

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

3.2. Type de docking moléculaires

3.2.1. Docking rigide

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

protéine [20].
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3.2.2. Docking flexible

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux
étapes sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking. La premicre
étape correspond a une exploration de I’espace conformationnel de maniere a retrouver,
parmi les conformations proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxieme étape
une fonction de score évalue ces conformations .Il existe plusieurs types d’algorithmes
pour le traitement de la flexibilit¢ du ligand : les méthodes systématiques
(fragmentation/reconstruction), les méthodes aléatoires, et les méthodes de simulation

(dynamique moléculaire) [21].

3.2.3. Docking semi-flexible

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de
liberté de 1’espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules tres
flexibles. Dans un tel contexte, ’emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait
souvent inapproprié car nécessitant des simplifications importantes au niveau de
I’échantillonnage. D’autres algorithmes, dits de fragmentation, sont employés pour
construire de facon incrémentielle le ligand au sein du site actif de la protéine. L’espace
des conformations du ligand est alors restreint au voisinage d’un ensemble initial d’états
simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction, qui se présente sous diverses
variantes, est notamment adoptée par les programmes DOCK, FLExX, et Hammerhead

[20].

3.3. Le processus de scoring

Les méthodes de “scoring” sont utilisées pour estimer mathématiquement 1’affinité
de liaison entre un récepteur et chacune des poses générées pendant le docking. L. efficacité
de ces fonctions de score est au moins tout aussi importante que celle des algorithmes de

recherche conformationnelle [22].

L’utilisation des fonctions de scoring est double. Tout d’abord, elles permettent de
déterminer la conformation qui représentera au mieux le ligand concerné. Cette
conformation est appelée premiere pose. L’autre utilisation des scores est de pouvoir
classer les premieres poses de chaque ligand afin d’établir un classement final des

molécules les plus prometteuses [23].
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3.3.1. Familles de fonctions de score

Les fonctions de scoring peuvent étre classées dans deux grandes catégories: les
fonctions empiriques et les fonctions basées sur la connaissance (encore appelées
«knowledge-based»). Ces deux classes de fonctions sont basées sur un ensemble de

complexes ligand-protéine [24].

3.3.1.1. Fonctions de score empirique

Ce type de fonction de score approxime 1’énergie libre de liaison en sommant de
facon pondérée différents termes d’interaction dérivés de parametres structuraux. Les
différents poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des données
expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de
complexes protéine-ligand. La plupart des programmes de docking implémentent ce type
de fonction de score témoignant de leur efficacité (en terme de rapport précision/rapidité).
Cependant, le principal inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance
aux données utilisées pour les calibrer qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter
leur transférabilité sur des systemes différents. Parmi les principales fonctions de score

empiriques, on peut citer : ChemScore, PLP, et LigScore [25].

3.3.1.2. Les fonctions de type knowledge-based

Ces fonctions proviennent de 1’analyse des structures tridimensionnelles de
complexes ligand protéine déterminés de maniere expérimentale. Des regles définissant la
géométrie préférentielle, des interactions sont déduites de ces structures grace a des
moyens statistiques. Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant aux
interactions présentes au sein du complexe. Leurs expressions sont moins strictes que dans
le cas des fonctions empiriques. La fonction PMF fait partie de cette classe de fonction

[24].

3.4. Algorithmes de recherche

1l existe différentes Algorithme qui permettent de prendre en compte la flexibilité du
ligand notamment des Algorithme systématiques et des Algorithme aléatoires ou

stochastiques [26].
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3.4.1. Algorithme systématique

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Entre les
points ol des rotations sont possibles, une ou plusieurs ancres sont définies. 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 placant les
fragments flexibles d’une maniere successive tout en exploitant les angles de torsion
.Cette méthode a été incorporée dans plusieurs programmes dont Dock , FlexX et Surflex

[27].

3.4.2. Algorithme stochastique

L’approche stochastique consiste a effectuer des changements aléatoires dans la
structure tridimensionnelle du ligand. Un des principaux algorithmes stochastiques est la
méthode par algorithme génétique. Cette méthode a été implémentée dans plusieurs
programmes dont AutoDock et GOLD. Concernant la recherche stochastique, nous

pouvons citer : La méthode Monté Carlo (MC), algorithme génétique [28].

Dans la méthode Monté Carlo, le ligand est placé au sein du site d’interaction d’une
maniere aléatoire, ou I’interaction sera évaluée par une fonction objective (fonction de
score), on pourrait dire que cette conformation est scorée. Une nouvelle conformation est
générée selon des changements aléatoires au niveau des liaisons rotatables du ligand et sa
position spatiale (translation et rotation). Apres chaque changement, le ligand est minimisé
et son énergie est calculée (scoré). Alors, si la nouvelle configuration (nouvelle solution)

est meilleurs que la précédente, elle sera immédiatement acceptée [29].

Les algorithmes génétiques adaptent les principes de compétition biologique et de
dynamique des populations. Plusieurs conformations (correspondant a une population
d'individus) sont générées, chacune correspondant a un ensemble de variables (par exemple
angles diedres, donneurs de liaisons hydrogene, accepteurs de liaisons hydrogene, ou
chromosomes. Ces conformations sont évaluées par une fonction de score et les meilleures
sont conservées. Leurs variables sont alors modifiées aléatoirement, soit de maniére
ponctuelle (mutation), soit en échangeant deux groupes de variables (cross over), formant

une nouvelle génération de conformations [30].
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3.5. Les interactions protéine-ligand

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire
du ligand avec I’architecture protéique. Cette association est assurée grace a plusieurs types

de liaisons faibles [31].

3.5.1. Les différentes interactions

e Les interactions électrostatiques : Certains acides aminés peuvent étre chargés
positivement ou négativement, ce qui donne lieu a des interactions électrostatiques.
Ces interactions électrostatiques agissent a "longues" distances (autour de 10 A),

entre des groupes d’atomes électriquement chargés (figure 11.5) [32].
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Figure IL.5: Interactions électrostatiques.

e La liaison hydrogene: wune liaison hydrogene résulte de 1’interaction
électrostatique entre un atome d’hydrogene (H), lié par covalence a un atome
électronégatif (O, N, S) (donneur) et un deuxieme atome électronégatif possédant

une paire d’électrons non partagée (accepteur) [33].
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Figure I1.6: liaison hydrogene

e Les interactions de Van Der Walls : Ce sont des interactions entre atomes,

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

concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice [34].
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Figure I1.7:Interaction de Van Der Walls

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

d’acides aminés [35].
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Figure I1.8: Interaction hydrophobe
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4. Filtrage par ADME -TOX

L’abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants
I’absorption, la distribution, la métabolisation et 1’excrétion. Ce sont des criteres qui
décrivent la disposition d’une molécule bioactive dans un organisme. Ils expriment les
concentrations du produit dans les différents tissus et systeme circulatoire de 1’organisme.
Les résultats obtenus par ces criteres permettent d’analyser la performance et 1’efficacité
d’un produit afin de juger sa capacité a devenir un médicament et son intérét a poursuivre

son développement pour des études cliniques [36].

Les filtres de type ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination
et Toxicité) sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur plusieurs criteres
déterminant les propriétés pharmacocinétiques potentielles des molécules et sont désormais
largement utilisés pour réduire le nombre de composés d’une chimio theéque en
sélectionnant les plus adaptes a devenir des candidats médicaments, avant tout processus

de criblage. L’utilisation de ces filtres a donné de tres bons résultats [4].

Absorption

Cela consiste a analyser la faculté d'une molécule a pénétrer au sein de l'organisme
apres administration. Une faible solubilité (par exemple due a une trop grande
hydrophobicité) ou une forte polarité ont un impact drastique sur l'absorption intestinale

d'un composé.
Distribution

Ce critere mesure la capacité d'une molécule a diffuser, par exemple via le flux
sanguin, a travers l'organisme. En effet, une molécule doit pouvoir passer d'un
compartiment a un autre, afin de pouvoir arriver in fine a l'endroit ou sa cible doit €tre
atteinte. La forte liaison a des protéines plasmatiques a un impact négatif sur la distribution

d'une molécule.

Métabolisme
Le filtre métabolisme vise a détecter (a) la stabilité de la molécule dans 1’organisme
qui impacte sur son temps d’action et (b) les métabolites de la molécule initiale, a savoir

les composés résultant de sa dégradation ou de modifications enzymatiques ayant lieu au

sein de l'organisme. Chez I'homme, les cytochromes P450 du foie sont les principales
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enzymes modifiant les xénobiotiques. Ces derniers sont notamment rendus plus
hydrophiles par l'introduction d'atomes d'oxygene. Les métabolites peuvent étre inactifs,
plus actifs que le composé original et bien entendu potentiellement toxiques, d'ou la

nécessité de les caractériser et de les étudier.

Excrétion (élimination)

Afin d'éviter les phénomenes d'accumulation, souvent synonyme de toxicité, il faut
veiller a ce que les composés administrés, ainsi que leurs métabolites, soient bien excrétés

de 'organisme, par exemple via l'urine ou les selles [7].
Toxicité

Comme son nom l'indique, ce filtre sert a mesurer la toxicité d'un composé et de ses
métabolites. Désormais, la toxicité et le manque d’efficacité des candidats médicaments
sont les deux plus grandes causes d’échecs dans le développement d’un médicament.

Différents types de toxicité sont évalués, entre autre la cancérogénicité [37].

Un contributeur majeur dans le domaine permettant d’identifier rapidement
et a grande échelle des molécules a caractere « drug-like » est communément appelées «
regles de Lipinski » ou « la reégle de 5 » permettant d’estimer la biodisponibilité d’un
composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces regles
concernant les propriétés physico-chimiques ont été définies apres ’analyse de 2245

médicaments commercialisés ou en phase finale de développement [38].

- Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

- Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP,
doit étre inférieur a 5.

- Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 5.

- Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10.

D’autres criteres ont été mis en place pour compléter et ajuster les regles de Lipinski

dans la sélection de composés « drug-like ».

Ainsi, Veber Choisissent d’utiliser criteres suivants la surface polaire (PSA, polar
surface area) du composé doit étre inférieur 2 140 A2et le nombre de liaisons de rotation
("rotatable bonds" en anglais) doit étre inférieur a 10 Sont souvent employés en
complément de la « regle des 5 » Ces criteres ont été établis par 1’étude de la

biodisponibilité orale candidats médicaments [39].
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Chapitre III : Résultats et discussion

1. Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premicre étape de la plupart
des réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont
les résidus mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui
influent sur l'affinité entre les molécules. De méme, la découverte de nouvelles molécules
activant ou inhibant I'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur
affinité respective. C'est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires,

regroupées sous le nom "docking", ont été développées [1].

L’ADME- Tox (Absorption, Distribution, Métabolisation, Elimination - Toxicité)
des médicaments est un facteur a prendre en compte dans 1’optimisation de candidats
prometteurs. Nous avons vu précédemment que des filtres peuvent €tre utilisés afin de
réduire le nombre de molécules a analyser virtuellement. Il serait également judicieux
d’élaborer des filtres basés sur les propriétés ADME mais également sur la toxicité

potentielle, éliminant ainsi tous les composés qui induiraient des effets secondaires

Dans ce chapitre sera dédié principalement a des interprétations des résultats
obtenus, il est scindé en deux parties. Dans la premiere partie consiste a étudié les
interactions entre la kinase 2 dépendant de la cycline (CDK2) et une série de coumarines
(23 ligands) par la méthode de criblage virtuel (Docking moléculaire). Pour mieux
comprendre les mécanismes d’action de cette enzyme afin de contribuer au développement
de nouveaux inhibiteurs. La deuxieme partie, suivie par tune filtration en faisant la
détermination des parametres ADME /TOX. Nous avons jugé cette utile de filtre qui est
basée sur la regle de Lipinski et de veber et Bio activité de score .Afin d'identifier des

nouvelles molécules susceptibles de devenir des médicaments.
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2. Docking moléculaires

Le docking moléculaire est une méthode qui prédit la conformation (position et
orientation relatives) la plus favorable de deux molécules en interaction et formant un

complexe stable [3].

Notre étude portera sur l'interaction entre le site actif de I'enzyme (CDK?2) et les
inhibiteurs pour former un complexe stable est réalisée a l'aide du logiciel "Molegro
Virtual Docker (MVD)" [4]. Alors nous avons, schématisé un protocole de calcul (voir la

figure III.1)

Préparation de la structure : la cible

~7
v Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein Data

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

v' Elimination les molécules d’eau, et les cofacteurs

N
Minimisation d’énergie

N

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

v Les ligands sont optimisées avec la mécanique moléculaire (MM+)

~Z

Recherche de la meilleure pose (Conformation)

\/

Bilan d'énergie
Figure IIL.1: Protocole de calcul
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2.1. Méthodologie des calculs
2.1.1. Préparation de I’enzyme

Le téléchargement de I'enzyme CDK2 a été fait a partir de la base de données

Bookhaven Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) avec le code d’acces (1KE9) [5].

La structure tridimensionnelle (structure 3D) de L’enzyme essentiellement
déterminées par diffraction en rayon X avec une résolution 2 A (voir Figure I11.2 ). Ce
récepteur est un monomere de protéine avec281 résidus et 2250 atomes, il est co-

cristallisée a avec l'inhibiteur

3{[4({[AMINO(IMINO)METHYL]AMINOSULFONYL)ANILINOJMETHYLENE }-2-
0X0-2,3-DIHYDRO-1H-INDOLE(C16 H;5 N5 O3 S).On a éliminé les molécules d'eau et

les cofacteurs pour obtenir un modele simple de 'enzyme.

Figure IIL.2 : Structure de ’enzyme Code PDB (1KE9)

2.1.2. Préparation des ligands

Les molécules utilisés dans ce travail sont des dérivés des coumarines [ 6] .Leurs
structures sont représentées dans le la figure III.3 a I’aide de logiciel chemDraw ultra
(12.0), toutes les structures ont été optimisées a 1’aide le programme Hyper chem 8.0
[7].Les molécules ainsi obtenues sont enregistrées au format mol, en utilisant la mécanique
moléculaire (MM+) ou le champ de force. Le modele MM+ est basé sur une approche
semi-empirique, dont 1'objectif est d'optimiser la géométrie de la molécule et de déterminer

'énergie et la distribution électronique.
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0 0 '
0 0 d |
0
0 /
VLA Q
Br \/ Br / N
0 H
0 Br 0
13 14 15
NG 0 0 N
Z\
NH
Br / Br / Br /
0 0 0
16 17 18

22

Figure I11.3 : Structures chimique des ligands étudiés
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2.2. Résultats de docking moléculaire

2.2.1. Détection des cavités dans I’enzyme CDK2

Les cinq cavités ont été détectées dans 1’enzyme cdk2 par logiciel MVD (voir la

figure 4).Le volume et la surface des cavités sont représentés dans le tableau I1I.1

Tableau II1.1 : Volume et surface des cavités détectées.

Cavités Volume (As) Surface (1082)
Cavité 1 170.496 492.8
Cavité 2 26.112 103.68
Cavité 3 20.48 80.64
Cavité 4 17.408 70.4
Cavité 5 11.776 53.76

Lors de notre investigation des cavités candidates pour un éventuel site d'interaction
de notre étude docking, a l'aide de l'algorithme de prédiction de cavités, nous avons
remarqué que le ligand de référence (LSS5) est co-cristallisé dans la cavité 1 (figure I11.3 ).
Nous avons donc décidé de conserver cette cavité pour la considérer comme centre de
recherche (research center) pour le processus du docking. Cette sphere de recherche couvre

tous les résidus du site actif avec un rayon de 8.22 A.

Figure I11.4 : Illustration de I'espace de recherche
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Dans notre étude 1'interaction entre le CDK2 et les ligands (c’est-a-dire formation
du complexe), s’effectue dans le cas d’un ligand flexibilité (souvent) (figure 5) et une
protéine cible rigide (rarement), ceci explique que lorsqu’on a un ligand a trop de degré de
liberté (plusieurs angle de diedres) signifie qu’il ya plusieurs possibilité de fixation du

ligand sur le site actif.

: Liaisons rigides au cours de docking moléculaire

: Liaisons flexibles au cours de docking moléculaire

Figure IIL.5 : Flexibilité de ligand

2.2.2.Energie d’interaction

L’énergie d’interaction entre la kinase 2 dépendant de la cycline(CDK2), et les
ligands sont calculées au cours du docking moléculaire. Elles sont regroupées dans le

(Tableau 111.2)
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Tableau II1.2 : Résultats de docking moléculaire des ligands avec la cavité 1de CDK2 .

Cavite 1

Ligands MolDock Score  E (Interactions) Liaison-H E (VdW)
L1 -81.2077 -70.5948 -2.45889 44.4475
L2 -115.188 -104.587 0 119.577
L3 -119.306 -106.559 -1.56452 110.375
L4 -150.655 -116.475 -8.22953 188.385
L5 -133.854 -113.305 -2.54007 112.942
L6 -121.877 -111.587 -1.05343 76.6535
L7 -114.336 -104.289 -4.99175 61.2881
L8 -107.592 -98.7887 -5.460908 51.1697
L9 -115.965 -116.297 -6.53106 59.5845
L10 -129.27 -114.78 -1.15863 147.616
L11 -111.37 -100.107 0 122.145
L12 -106.93 -91.4822 -1.31054 139.258
L13 -99.1016 -91.6734 -2.5 41.317
L14 -127.023 -121.23 -3.15245 68.1296
L15 110.401 -93.9245 -2.44955 96.3519
L16 -89.5246 -84.3514 -4.56555 42.9199
L17 -91.0578 -82.2607 -2.5 41.7721
L18 -114.342 -106.514 -2.5 42.9861
L19 -134.971 -119.176 -0.213119 93.2735
L20 -119.074 -116.678 -1.28114 46.7352
L21 -117.885 -105.788 -1.52352
L22 -108.859 -108.859 -3.63566 99.5561
L23 -92.9845 -92.9845 -8.14854 43.1039
LS5 -117.306 -108.139 -8.14854 53.786
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Liaison-H : Liaison d’hydrogene.

Mol Dock Score : calculé par la somme d’interaction externe et interne de ligand
(interaction protéine-ligand).

Energie d'interaction : entre la pose et les molécules cibles.

E (VDW): Energie de Van der Waals.

Une fois que le complexe ligand-récepteur est formé, celui-ci va adapter la

conformation la plus stable, c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.

D'apres les résultats obtenus, les ligands L4, L9, 10, L.14, L.19, .20 possede la

plus petite valeur des énergies par rapport aux autres complexes.

Tableau II1.3 : Les énergies d'interaction Mol Dock Score, Interaction totale, H bond Score et

VDW des 6 meilleurs poses sélectionnés et le LS5.

Ligands Mol Dock Score  E ( Interaction) Liaison-H E (VdW)
L4 -150.655 -116.475 -8.22953 188.385
L9 -115.965 -116.297 -6.53106 59.5845
L10 -129.27 -114.78 -1.15863 147.616
L14 -127.023 -121.23 -3.15245 68.1296
L19 -134.971 -119.176 -0.213119 93.2735

L20 -119.074 -116.678 -1.28114 56.7352
LS5 -117.306 -108.139 -8.14854 53.786

Pour confirmer nos résultats nous avons représenté dans le tableau suivant les différentes

interactions entre les résidus du site actif et les 6 ligands.
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[Gin 131]

[Asp 145]

[Giu 12]

|Gl 11]

L10 L14

[His 84

L19 L20
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[Gin 131]

LS5
—————————————————————— : Interactions stériques
—————————————————————— . Interactions des liaisons hydrogene

Figure II1.6 : Interactions hydrogene et stériques entre les ligands et acide amines de la
cavité 1.
D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que les interactions misent en jeu
entre les résidus de site actif et les 6 ligands peuvent former des complexes stables. Les
distances mesurées entre ces résidus et les six ligands sont regroupés dans les tableaux

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

et les atomes de ligand L4.

L4 Les Résidus d'acides aminés Distance A° Energie
GLUI12----------- 0 3.10 -1.92
Interaction ASP86----------- o) 3.02 -2.50
hydrogéne LYS129------o- 0 3.18 -1.15
)13 /I o) 3.22 072
Gln 131-------- C 3.13 1.04
Interaction Asn 1320 C 305 1.53
Stérique lle 10------------ C 3.16 0.82
| ([ — C 3.17 077
Lys 129 C 3.20 0.63
Glu 12-——v C 3.00 1.80
Glu 12--emev C 3.06 147

Tableau III.5: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand L9.

L9 Les Résidus d'acides aminés Distance A° Energie
Interaction Lue83------ N 2.69 -2.50
Hydrogene Glu81------ O 2.60 -2.50

Lys33------- O 2.64 -1.53
Interaction GIn131------0 2.71 -2.85
Stérique VALI8-----0 298 - 193
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Tableau II1.6 : Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand L10.

L10 Les Résidus d'acides Distance A° Energie
aminés
Interaction Aspl45---0 3.19 -1.17
Hydrogene
ASP86-------- N 2.76 3.26
2.82 2.90
GLU12-------- o 2.90 242
GLY11-------- o 3.13 1.03
Interaction
GLY11------- C 3.11 1.14
Stérique
3.13 1.02
GLn131------- C 3.12 1.09
GLnl131------ C 3.02 2.49
1.69 4.93
Asnl32------—- C 3.13 1.05
2.58 4.39
ASP145------- C 2.88 2.55
Alal44-------- C 3.19 0.66
Alal44--—---- C 3.15 0.92
Phe80-------- (0] 2.81 2.99
2.69 3.68
Phe80-------- C 3.13 1.01
Ala31-------- C 3.02 1.67
ITe10-------- N 3.16 0.83
Ne10---------- C 3.02 1.72
Phe82-------- o 3.15 0.90
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Tableau IIL.7: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand L14.

L14 Les Résidus d'acides Distance A° Energie
aminés

Interaction GIn131----O 3.10 -2.50

hydrogene Lys33-----O 3.43 -0.65
Lys33-----O 2.97 2.00
Interaction Alal44------ C 3.09 1.25
Stérique Aspl45------- C 3.20 0.63
Phe&82------- Br 3.11 1.16

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

et les atomes de ligand L19

L19 Les Résidus d'acides Distance A° Energie
aminés
Glyl13--—--- Cl 3.09 1.29
Interaction Asnl32------ C 2.71 3.56
stérique Phe82------ O 3.01 1.74
His84-------- C 2.70 3.64
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Tableau II1.9: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actiet

les atomes de ligand L20.

L20 Les Résidus d'acides distance A° Energie
aminés
Interaction Lys33-----O 3.25 -1.28
Hydrogene
Interaction Phe82-----O 3.10 1.19
Stérique Leu81------- C 3.16 0.87

Tableau II1.10: Distances des liaisons hydrogene et stériques entre les résidus de site actif

et les atomes de ligand de référence LSS.

LS5 Les Résidus d'acides Distance A° F]nergie
aminés
Lle10----N 3.20 -2.00
Interaction Asp86----N 3.35 -0.76
hydrogene
Asp86----N 2.86 -2.50
Lys33----O 3.13 -2.34
Glu81-----C 3.13 2.02
2.97 1.80
Interaction
Phe80-----C 3.00 0.88
Stérique
3.16 1.28
Glyl1------ C 3.09 0.74
3.18
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D’apreés les résultats obtenus ( les tableaux III.4 .5.6.7.8.9.10) , en se basent
essentiellement sur les liaisons d'hydrogenes, nous remarquons que le ligand L4 établit 4
liaisons hydrogene avec les résidus d'acides aminés Thrl4, GLU12, ASP86 et LYS129
avec les distances respectives 3.10, 3.18, 3.02 et 3.22 A, ensuite le ligand L9 formé 3
liaisons hydrogene avec Lue83, Glu81 et Lys33 avec les distances respectives de 2.60,
2.64 et2.69 A.

Le ligand L10 a montré une seule liaison d'hydrogene avec le résidu d'acide aminé
Aspl45 a une distance de 3.19 A Le ligand L14 formé 2 interactions de liaisons
hydrogene avec les résidus d'acides aminés GInl31 et Lys33 par les distances 3.10 et 3.43 A
Par ailleurs le L19 ne présentez pas d'interactions des liaisons hydrogene. Le dernier ligand

L20 formé une seule liaison hydrogene avec Lys33 a une distance 3.25 A,

En outre, comparé a LS5, ces meilleure cinq compose sont montré plus interaction
obligatoire d'hydrogene. cette interaction entre les acides aminés avec L4, L9, LL10, L14,
L19, L20 et LSS5 sont récapitulés dans les tableaux montrés, le meilleur composé L4, L9,

L10, L14, L19 et L20 ont un nombre plus élevé de liaisons hydrogene que cela LSS.

D'apres Imberty [8] les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1A sont des fortes
interactions, celles comprises entre 3.1A et 3.55A sont moyennes et celles qui vont au dela

de 3.55 A sont des interactions faibles.

Dans les (Tableaux I11.4.5.6.7.8.9.10) Précédent nous pouvons facilement constates
que les distances entre les résidus du site actif et les ligands L4, L9, .10, L14 et L19 et
L20 varient dans I’intervalle 2.59 - 3.43, ceci montre qu’il existe deux types d’interactions

: forte et moyenne entre ces résidus et le ligand L4, L9, LL10, L14, LL19 et L20.

On constate que les interactions misent en jeu entre les résidus du site actif et les

ligands (L4, L9, L10, L14 et L19 et L20).permettent la formation d’un complexe stable.
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3.Filtration par ADME /TOX

L’application du filtre ADME-Tox dans la conception et le développement
du médicament joue un rdle important dans le processus étant donné le nombre important
des composés“lead” et de drogues qui détiennent des propriétés toxiques [8]. Les

propriétés des composés peuvent étre prédites a 1'aide de la base de données PreADMET

[9].
3.1. Drug-likeness Prediction

La regle la plus bien connue rapportant les constitutions chimiques a leurs activités
biologiques est la regle de Lipinski, il s'appelle la « regle de cinq ». Une autre regle bien
connue est la regle comme une avance, c.-a-d. a partir d'une enquéte quantitative basée sur
18 paires d'avance et de drogue de structure. Pre ADMET contient le module de prévision
de drug-likeness basé sur ces regles. En outre, il est possible d'employer plusieurs regles
comme une drogue que plusieurs chercheurs ont défini des caractéristiques comme une

drogue de DB de drogue telles que le CMC, le WDI et MDDR. [10].
3.1.1.La regle de Lipinski

Chaque médicament éventuel doit se conformer a plusieurs criteres de base, tels son
faible cofit de production, étre soluble, stable mais doit aussi se conformer a des barémes
associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de métabolisme,
d’excrétion et de toxicité. Ainsi, en 1997, Lipinski et al , proposent ce qu'on appelle
couramment la « regle de Lipinski » ou la « regle de 5 » permettant d’estimer la
biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir de sa structure 2D. Selon cette regle
un composé possede toutes les chances d'étre absorber par voie orale s’il respecte au moins

3 des 5 criteres représentés dans le tableau IIL.11. [11]
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Tableau II1.11 : Valeurs des différentes propriétés physico-chimiques définissant la regle

Lipinski.
Ligands log p Mw noN noHNH nviolation
L4 6.18 498.53 7 2 1
L9 2.26 329.31 8 3 0
L10 3.90 509.59 7 2 1
L14 4.78 452.05 5 0 0
L19 5.15 453.68 5 1 1
L20 1.93 367.15 6 0 0
LSS 0.53 359.41 8 6 1

Note : Le calcul de ces parametres est réalisé par : molinspiration. [12]

Mw : poids moléculaire ;
nOH, NH : nombre de donneurs de liaisons H ;
nO, N : nombre d’accepteurs de liaisons H ;

logP : logP ou coefficient de partition calculé
Interprétation

On peut avoir a travers le (Tableau III.11) que tous les ligands ont des nombres
accepteurs d'hydrogene inferieurs a 10 et nombre donneurs d'hydrogene inferieurs a 5. Et
pour Le poids moléculaire de tous les ligands sont inférieurs a 500 DA, ainsi ils peuvent
facilement passer a travers la membrane cellulaire, sauf le ligand (L10) est supérieur a 500

DA.

Les ligands L9, 10, L14, L.20 ayant les valeurs de la Mi logP inférieure a 5 (Tableau
III.11). Donc ils sont une bonne solubilité dans 1'eau, une meilleure tolérance gastrique et
une élimination efficace par les reins et une bonne perméabilité a travers la membrane

cellulaire, a I'exception les ligands L.19, L4 valeurs de la Mi logP supérieur a 5.

Ensuite, quand sa valeur de nombre de violations est égale n=1 ou n<0 signifie les
ligands facilement lier au récepteur.
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Les resultats de calcul qui se représentte dans le (Tableau III.11) montrent que tous
les composés sont en accord avec les regles de lipinski, ce qui suggére que ces composés

théoriquement n'auraient pas des problémes avec la biodisponibilité orale.

3.1.2.La regles de Veber

Veber a introduit deux criteres supplémentaires d’apres 1’étude de 1100 composés
candidats médicaments, la surface polaire (PSA, polar surface area) du composé doit étre
inférieur 2 140 A%, le nombre de liaisons de rotation ("rotatable bonds" en anglais) doit étre

inférieur a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale.(tableau II1.12). [13]

Tableau III.12 : Résultats des critéres de Veber des ligands.

Ligands Tpsa n rotatable
L4 110.11 4
L9 120.59 3
L10 93.26 3
L14 73.59 4
L19 86.86 2
L20 90.66 6
LS5 137.17 6

Les résultats du (tableau III.12) montrent que les 6 ligands s’inscrivent parfaitement
dans la marge des criteres imposés par la regle de veber .montre que ces ligands sont
capables de présenter une activité biologique sans avoir des problemes d’absorption par

voie oral.
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3.2.:ADME Prediction( absorption, distribution, métabolisme,
I'excrétion, et de toxicité)
Les propriétés d'ADME/Tox (absorption, Distribution, métabolisme,

excrétion/toxicologie) des composés principaux ont été calculés utilisant le serveur en
ligne PreADMET. Ce serveur calcule les propriétés pharmacocinétiques comme: Humain
Absorption intestinale (HIA), perméabilit¢ a cellules, Caco-2 in vitro (PCaCO?2),
perméabilité a cellules de Maden Darby rein rénal (PMDCK)), perméabilité (PSkin),
attache de protéine de plasma (PPB) et la pénétration de I'hématoméningé [14] ont été

résumées dans le tableau suivant :

Tableaux III.13: Résultats des propriétés d” absorption, Distribution des ligands et ligand

de référence

Absorption Distribution
Ligands HIA (%) Caco-2 cell MDCK perméabilité BBB
(nm sec-1) de la peau

L4 95.428012 22.3883 0.164274 -2.49746
1.41022
L9 88.417703 15.6095 67.0686 -3.98847 0.0211188
L10 94.083339 35.0008 0.0584149 -3.0379 491113
L14 97.483960 22.7726 0.0506855  -2.82304 0.281373
L19 97.019821 21.3741 0.0274058  -3.22742 0.0752352
L.20 98.720092 20.5879 0.173748 -3.45901 0.480439
LSS 71.046117  0.364035 27.8767 -3.18819 0.0427625

HIA: Humane Intestinale Absorption

BBB: Blood-Brain Barrie.

Caco-2 cell : la perméabilité des cellules
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Pour prévoir les parametres d'absorption et de distribution. Le parametre des cellules
Caco-2 employé pour déterminer la perméabilité du composé, des parametres des cellules
caco-2 ont été étendus 4-70 nm/sec comprenant perméabilité moyenne, 1'absorption
intestinale humaine (HIA) peut prévoir les pour cent d'absorption l'intestin humain (% de
HIA) et l'attache de protéine de plasma (%PPB) est employé pour déterminer la valeur
d'une drogue est disponible 1ié pour la diffusion ou le transport a travers les cellules de
membrane et % de valeur de PPB moins de 90% y compris le produit chimique faiblement

lié [15].

A travers ces informations et valeurs de (tableau III.14) donc les ligands L4, L9,
L10, L14, 1.19 et 120 ont des meilleurs scores d'absorption intestinale humaine (HIA) que
ligand référence. Une plus grande valeur de HIA indique le composé pourrait tre mieux
absorbé de la région intestinale sur l'administration par voie orale, ensuite caco-2 values et
s'accorder avec les valeurs obtenues (valeur entre 4 et 70 nm/sec). Ainsi, il est a noté que

tous les ligands a montré un moyenne perméabilité.

Les valeurs de BBB (CBrain/CBlood) et s'accorder les composés qui ont des valeurs
plus grandes que 1 (CBrain/CBlood> 1) sont considérés active dans le CNS peut causer des
effets collatéraux et des composés ayant des valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1) sont

classifi€ comme inactif dans le CNS.

Par conséquent les ligands L4, L10 ont présent¢ plus haut valeurs que 1
(CBrain/CBlood>1), étant considéré active et peut causer des effets collatéraux L9, L14,
L19, L20 ayant des valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1) étant considéré inactif dans le

CNS.
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Tableau III.14: Résultats propriétés de métabolisme des ligands et ligand référence.

Métabolisme
Ligands Cyp-2C19- Cyp-2C9- Cyp-2D6-  Cyp-2D6- Cyp-3A4- Cyp-3A4-
inhibition inhibition inhibition  substrat inhibition substrat

L4 Inhibiteur Inhibiteur Non Non Inhibiteur Substrat

L9 Non Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
L10 Non Non Non Non Inhibiteur Substrat
L14 Inhibiteur Inhibiteur Non Non Non Faiblement
L19 Inhibiteur Inhibiteur Non Non Non Faiblement
L20 Inhibiteur Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
LS5 Non Inhibiteur Non Substrat Non Substrat

Les résultats ont montré que tous les composés n'étaient pas des inhibiteurs du CYP

2D6 et non substrat pour tous les parametres cinétiques (Tableau III.15). Les résultats

suggerent que les ligands L4, 114, L19 et L20 pourraient étre bien métabolisés par le CYP

2D6, facilement éliminés du corps et causant ainsi peu de toxicité.

Cependant, il a également été noté que les ligands L4, L9, L10 et L20 inhibaient
l'enzyme CYP 3A4 (Tableaulll.14), tandis que L réf était non-substrats aux CYP 3A4.

suggérant d'étre éliminés sans provoquer de toxicité significative. Une analyse plus

poussée a montré que les dérivés L4,1.9 ,LL10 et L20 étaient prédits étre substrat au CYP

3A4. Cela s'explique par le fait qu'en raison de la complexité des interactions modulatrices

avec le cytochrome P450 3A4 qui les faire fonctionner comme des combinaisons de

substrat et d'inhibiteur
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Tableau III.15 : Résultats propriétés de Toxicité des ligands et ligand référence

Toxicité
Ligands Mutagenicité Cancérogénicité HERG
(Ames test) inhibition
Mouse Rat
L4 Mutagen Négative Positive Risque moyen
L9 Mutagen Négative Positive Risque moyen
L10 Mutagen Négative Négative Risque élevé
L14 Mutagen Négative Positive Risque moyen
L19 Mutagen Négative Positive Faible risque
L20 Mutagen Négative Positive Risque moyen
LS5 Mutagen Négative Négative Faible risque

Le test de toxicité AMES est employé pour savoir si un composé est mutagene
ou non Similaire au ligand référence, tous les ligands de test affichés test de toxicité AMES
sont mutagene qui signifie que les ligands sont bactérie. La prévision de négatif de
cancérogénicité indique qu'il y a des preuves d'activité cancérogene tandis que le positif
signifie que le composé examiné ne montre pas cancérogene activité. De plus, l'inhibition

du HERG pour le ligand (L19) présente un faible risque (low-risque).

3.3. Score de bio activité:

Le score de bio activité a été calculé pour le ligand GPCR, I'ion modulateur de canal,
inhibiteur de kinase, ligand récepteur nucléaire, inhibiteur de protéase et inhibiteur
d'enzyme. la probabilité de score de bio activité est supérieure a 0,00 alors il est actif, -0,50
a 0,0 alors modérément actif et s'il 1'est moins que -0.50 alors inactif. [16] Ici, dans notre
étude tous les ligands ont été soumis pour le score de bioactivité présenté en Tableau

I1.16
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Tableau II1.16 : Résultats des parametres de Score de bioactivité des ligands et ligand

de référence .

Score de bioactivité

Ligands Ligand Modulateur Inhibiteur Ligand de Inhibiteur  Inhibiteur
GPCR de canal de kinase récepteur  de protéase d'enzymes
ionique nucléaire
L4 -0.29 -0.43 -0.49 0.07 -0.33 -0.08
L9 -0.60 -0.99 -0.62 -0.65 -0.80 -0.35
L10 -0.61 -0.76 -0.86 -0.47 -0.85 -0.46
L14 -0.71 -0.70 -0.58 -0.21 -0.55 -0.29
L19 -0.44 -0.51 -0.04 -0.17 -0.53 -0.10
L.20 -0.70 -0.68 -0.86 -0.36 -0.36 -0.03
LSS 0.10 -0.23 -0.03 -0.38 0.32 -0.04

D’apres les résultats de tableau précédent. Le score de bioactivité a été calculé pour

le ligand GPCR, le Modulateur de canal ionique, inhibiteur de kinase, ligand de récepteur

nucléaire, inhibiteurde protéase et inhibiteur d'enzyme. Résultats du score de bioactivité

ont révélé que le ligand L4 a un score de bioactivité entre -0,50 et 0,00, ce qui signifie que

ce ligand est modérément actif selon le score de bioactivité.
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce manuscrit sont orientés vers la recherche d’une nouvelle
molécule anticancéreuse. Afin d'atteindre cet objectif nous sommes passés par plusieurs

étapes :

Dans une premiere étape nous avons appliqué un criblage, basé sur une simulation de
docking moléculaire, sur 23 dérivés de coumarine afin d’étudier leurs mode d’interaction vis-
a-vis de notre cible d’intérét biologique entre la kinase 2 dépendant de la cycline (CDK2) et la
structure tridimensionnelle de cette enzyme est obtenue a partir de la banque des données
PDB avec I’identifiant 1IKE9 en complexe avec le « LS5 ». Le processus du docking est

assisté par le programme Molegro Virtual Docker (MVD).

L’étude a révélé que les ligands L4, L9, L10, L14, L19, L20 sont les meilleurs
complexe, ceci justifier par la présence des différentes types d’interactions et en plus ces

ligands possedent les plus basses énergies de score par rapport aux autre.

Suite a cette étude nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre (CDK2) et

23 ligands par visualisation des différents types des interactions mis en jeu.

Les résultats de docking ont indiqué que les meilleurs des complexes ont montré des

interactions de liaison hydrogene avec Glul2, Lys129, Asp86, Thel4.

La deuxieme étape: Il serait également tres intéressant de poursuivre ce travail
préliminaire par une filtration ont été prises pour la prédiction des propriétés moléculaires
reégle de Lipinski et Veber et la prédiction de la bio activité de score, sont enfin vérifiées les
éventuelles propriétés biologiques absorption, métabolisme, excrétion et toxicité des 6

ligands.

L’analyse des résultats obtenus montre que ces ligands utilisés dans cette étude

répondent a la regle de Lipinski et Veber.

D’autre part les résultats obtenus montrent que le ligand (L.4) possedent des valeurs de
parametres pharmacocinétiques dans la gamme acceptable et modérément actif selon le score

de bio activité.

En conclusion, le résultat prometteur pour le ligand L4 pourrait en outre étre évalué

pour générer de meilleurs candidats médicaments.
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Résumeé :

ne étude de criblage virtuel dans les processus de recherche des nouvelles
molécules bioactives basé sur le docking moléculaire de dérivés de coumarine
dans le site actif de kinase cycline dépendante CDK2. L’étude par docking
moléculaire sur un ensemble de vingt —trois dérivés de coumarine a été menée dans le but de
comprendre le mode d’interaction de ces composés vis-a-vis de kinase cycline dépendante et
de sélectionner ceux représentant une bonne affinité avec les résidus du site actif. Cette
étude a été assistée par le programme Molegro Virtual Docker, ensuite concevoir in silico
Par Ia filtration en faisant la prédiction de propriétés ADME/Tox peut étre d'une importance

soutien a l'identification de nouvelles molécules a visée thérapeutique.

Mots Clés : criblage virtuel, dérivés de coumarine, docking moléculaire, kinase cycline

dépendante CDK2, ADME/Tox

Abstract :

virtual screening study in the research processes of new bioactive molecules

based on the molecular docking of coumarin derivatives in the active site of

CDK2 dependent cycline kinase. The molecular docking study on a set of
twenty-three coumarin derivatives was conducted to understand how these compounds
interact with dependent cyclin kinase and to select those representing a good affinity with
the residues of the active site. This study was assisted by the Molegro Virtual Docker
program, then designed in silico By filtering by predicting ADME/Tox properties can be of

importance support for the identification of new molecules for therapeutic purposes.

Ke ywords . virtual screening, coumarin derivatives, molecular docking, CDK2

dependent cycline kinase, ADME/Tox
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