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INTRODUCTION GENERALE

Le corps est composé des milliers de milliards de cellules regroupées pour former les tissus
et les organes. Les génes présents dans le noyau de chaque cellule lui indiquent quand se
développer, travailler, se diviser et mourir. En temps normal, nos cellules suivent ces directives et
nous restons en santé. Mais lorsque notre ADN est modifié ou endommagé, un géne peut subir une
mutation. Les génes mutés ne fonctionnent pas correctement parce que les directives dans leur
ADN sont confuses. Ainsi, les cellules qui devraient se reposer pourraient se diviser et croitre de

facon désordonnée, ce qui peut mener au cancer.

Le mot « cancer » est un terme genérique désignant un large groupe de maladies pouvant
toucher n’importe quelle partic de ’organisme. Il est a I’origine de prés de 10 millions de déces

en 2020. Le cancer est 'une des principales causes de mortalité dans le monde.

Avec la découverte des oncogenes et les progres fulgurants de la génomique des cancers,
les chercheurs ont avancé considérablement dans la compréhension des mécanismes a 1’origine des
cancers et ils ont pu développer les premiéres thérapies ciblées, la prise en charge des cancers a

été bouleversée.

Depuis l'avenement, ces derniéres années, des traitements dits personnalisés, une nouvelle
ere contre le cancer s'est ouverte. Il s'agit de « la thérapie ciblée » qui désigne un groupe de
médicaments relativement récents qui interviennent de maniére sélective dans certains processus
cellulaires tumoraux. Ces médicaments bloquent la croissance de la tumeur ou en ralentissent le
métabolisme. Ils exploitent des caractéristiques particuliéres a I’intérieur ou a la surface des cellules
cancéreuses qu’ils utilisent comme points d’attaque (targets) ; ils ne sont donc efficaces que si ces

caractéristiques sont présentes dans les cellules cancéreuses de la personne traitée.

Les Tyrosine Kinasess sont impliqués dans le dialogue au sein des tissus par la régulation
de nombreuses réponses cellulaires dont la survie, la prolifération ou la mobilité. Dans les cancers,

ces récepteurs sont fréquemment dérégulés notamment par des mutations activatrices.
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Ainsi, la suractivation des RTKSs induit la transformation cellulaire et la tumorigenése en favorisant
par exemple la survie cellulaire. Depuis le début des années 2000, le développement demolécules
inhibitrices de I’activité tyrosine kinase (TKI) et d’anticorps bloquant I’interaction ligand/récepteur
ont montré que les RTKs représentent des cibles thérapeutiques majeures dans letraitement des

cancers (5) et ¢’est la deuxi¢me classe de la thérapie ciblée apres les anticorps monoclonaux.

Le médicament semble aussi vieux que ’humanité. L’homme a de tout temps cherché des
moyens de se protéger de la souffrance et de la mort (6). Traditionnellement, les médicaments ont
été découverts grace a la recherche de produits naturels et les librairies chimiques de molécules
synthétiques biologiquement actives. Par conséquent, le processus de la découverte de
médicaments est un processus long et couteux. De nos jour et avec I’utilisation des méthodes

informatique dans ce domaine le processus de decouverte de médicament réduit temps et cout.

Actuellement, La conception de médicament a I’aide d’un outil informatique connu sousle
nom de la conception de médicament assisté par ordinateur ou en anglais Computer Aided Drug
Design ou la conception « in silico », joue un rdle tres important dans la conception des
médicaments mise sur le marché et surtout dans les pays développés. Le domaine du « drug design
» 0U « conception de médicaments » peut étre exploré par la modélisation moléculaire etla

conception de nouvelles molécules a 1’aide des outils informatiques.

La modélisation moléculaire implique l'utilisation de méthodes de calcul théoriques
(mécanique moléculaire, dynamique moléculaire, mécanique quantique ab initio ou semi-
empirique...) permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la
configuration des atomes d'une molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques associées .
Les objectifs de la modélisation moléculaire sont principalement : la visualisation infographique et
dessin des molécules a partir de données structurales, I’obtention d'informations sur les
mouvements dynamiques des molécules et sur leurs énergies et la prédiction qualitative des

propriétés des molécules.




Le principal objectif de cette étude est de comparer entre les résultats obtenus sur le
développement de nouveaux inhibiteurs des tyrosines kinases c-Met et EGFR avec une meilleure

activité et une sélectivité optimisee.
Ce manuscrit est constitué de quatre (4) chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une mise point sur le cancer et la thérapie ciblée. Nous
aborderons en premier lieu des généralités sur le cancer, et dans la deuxiéme partie du chapitre, on
étalera tout sur la thérapie ciblée : son importance, sa biologie, son mode d’action, samodalité

d’indication, sa résistance aux traitements, ses effets indésirables et enfin ses différents types.

Dans un second chapitre, on s’intéressera aux protéines kinases et particulierement aux

tyrosines kinases en présentant un apercu théorique général et

Le troisiéme chapitre sera dédié aux différents méthodes de la modélisation moléculaire
ainsi qu’au criblage virtuel et les méthodes dites « in silico » qui sont les outils utilisés dans notre

travail.

Quant au quatrieme chapitre, il rapporte une étude comparative entre différentes études
faites pour développer de nouveaux potentiels inhibiteurs des tyrosines kinases c-Met et EGFR que

leur surexpression était manifestée dans plusieurs cancers humains.

Enfin, nous cléturons ce travail par une conclusion générale.




CHAPITRE

Cancer et thérapie ciblée
I ne sert a rien de dire ** Nous avons fait de notre mieux’’. Il faut réussir a faire ce qui est nécessaire.

-Winston Churchill-
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I. Généralités sur le Cancer

1. Définition

Le cancer, appelé également néoplasme ou tumeur maligne est défini par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) comme : « un grand groupe de maladies pouvant toucher n’importe
quelle partie de I’organisme ». Le cancer est provoqué par latransformation de cellules qui
deviennent anormales et proliferent de fagcon excessive. Le processus durant lequel une cellule
normale développe les caractéristiques d’une cellule cancéreuse est appelée cancérogenése. 1l
s’agit d’un processus multi-étapes et progressif, qui s’étend sur plusieurs années, voire

décennies avant d’étre détectable cliniquement (1).

Ces cellules finissent par former une masse appelée tumeur, celle-ci peut étre cancéreuse
— tumeur maligne — ou non — tumeur benigne. Des cellules peuvent se détacher de la tumeur,
migrer par I'intermédiaire des vaisseaux sanguins et lymphatiques, puis envahir les tissus
voisins et essaimer dans d’autres organes. On parlera alors de métastases. Chaque catégorie de

cancer a ses caractéristiques propres (1).

2. Lecancer a travers les siecles

Les maladies cancéreuses existaient déja il y a 4 000 a 5 000 ans, comme en temoignent
les travaux realisés sur les momies de I'Egypte pharaonique (2). On parle également du cancer
sur des tablettes recouvertes de caractéres cunéiformes de la bibliotheque de Ninive. On le
rencontre encore lors de la découverte de monuments funéraires étrusques ou sur des momies

péruviennes (3).

On peut dater de la fin du V e siécle avant le Christ les premiéres notions de
cancérologie. Elles sont dues a Hippocrate (2). 1l a été le premier a comparer le cancer a un
crabe par analogie a ’aspect des tumeurs du sein lorsqu’elles s’étendent sur la peau. En effet,
la tumeur est centrée par une formation arrondie entourée de prolongements en rayons
semblables aux pattes d’un crabe (2).

Pour Hippocrate le cancer est une maladie systémique due a un déséquilibre des
humeurs dans le corps. Galien a poussé cette théorie plus avant en écrivant que le cancer était

lié a un exces de bile noire qui ne s’évacuait pas (4).
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Au milieu du XIXe siécle, I’étude des cancers prend un nouveau tournant. La conception
de la maladie évolue et le cancer commence a étre percu comme relevant d’une multiplication
désordonnée des cellules. Deux courants s’opposent, I’un pronant des méthodes palliatives,
I’autre des mesures curatives. La chirurgie était alors ’intervention curative principale, mais

cependant, malgré 1’utilisation de la chirurgie, certains cancers récidivaient (1).

3. Caractéristiques du cancer

L’enjeu majeur de la recherche sur le cancer est de comprendre comment neutraliser les
mécanismes de survenue des cancers et de les déjouer. Apres des longues années de recherche,
il s’est avéré que tous les cancers sont constitués de cellules ayant pratiquement lesmémes

caractéristiques essentielles, bien qu’ils proviennent de différents types de tissus et de cellules

(5).

Ces caractéristiques comprennent six capacités biologiques acquises au cours du
développement multi-étape des tumeurs humaines, en constituant un principe d’organisation

permettant de rationaliser la complexité de cette maladie néoplasique. Ils comprennent (5,6) :

o Lageéneration des signaux de croissance ;

o L’insensibilité aux signaux anti-croissance ;
o L’immortalité réplicative non contrélée ;

o Lasuppression de I’apoptose ;

o L’induction de ’angiogénése ;

o L’évasion de la prédation immunitaire et I’invasion des tissus.
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figure 1 : Les six caractéristiques du cancer (6).

En effet, I”'invasion tissulaire locale (organe siége du cancer), locorégionale (les organes
avoisinants) permet la croissance de la masse cancéreuse. La dissémination des cellules
cancéreuses par voie hématogene (sanguine) conduit a des métastases. La niche écologique de
tous ces cancers est celle d'un «parasite endogéne», qui signifie des cellules parasites dérivées
de cellules normales, qui est rapidement devenu l'un des rares cadres d'organisation a imposer

I'ordre sur la diversité déconcertante du cancer (7).

Les progrés conceptuels réalisés par Hanahan et Weinberg, au cours de la derniere
décennie, ont permis d'ajouter a la liste précédente deux nouvelles caractéristiques émergentes
potentiellement impliquée dans la pathogenese du cancer. La premiere implique la capacité de
modifier, ou de reprogrammer, le métabolisme cellulaire afin de soutenir plus efficacement la
prolifération néoplasique : c’est la déréglementation du métabolisme énergétique cellulaire.

Quant a la deuxiéme caracteristique, c’est la panne de la destruction immunitaire (5).

En outre, deux caractéristiques consequentes de la néoplasie facilitent I'acquisition des

caracteristiques principales et émergentes, il s’agit de (5) :

o L'instabilit¢ génomique et donc la mutabilit¢ conferent aux cellules
cancéreuses des altérations génétiques qui favorisent la progression tumorale ;

o Inflammation favorisée par une tumeur.
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

L(Enabling Characteristics)—/

Figure 2 : les caractéristiques émergentes et favorables du cancer (5).

4. Classification et différents types du Cancer

4.1. Les différents types du cancer

Sur le plan médical, le mot « cancer » désigne un groupe de maladies trés différentes les
unes des autres. C’est pourquoi on ne devrait pas parler du cancer, mais des cancers, au pluriel.

Il existe plusieurs types de cancer (8).

Les différents types de cancers sont déterminés en fonction de I'histologie, autrement

dit la nature du tissu dans lequel ils se développent.
Ainsi, on distingue (8) :

o Lescarcinomes : les cellules cancéreuses apparaissent dans un épithélium, c'est-
a-dire un tissu recouvrant les surfaces internes (tissu de revétement des organes)

ou externes (épiderme, par exemple) ;

Les sarcomes : les cellules cancéreuses apparaissent dans un tissu « de support
» comme les os, la graisse ou les muscles. On parle d'ostéosarcomes (sarcomes
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des o0s), de liposarcomes (sarcomes des tissus graisseux) et de

rhabdomyosarcomes (sarcomes des muscles stries) ;

o Les cancers hématopoiétiques : les cellules cancéreuses apparaissent dans la
moelle osseuse qui fabrique les cellules du sang (globules rouges et blancs et
plaquettes) et leurs précurseurs. Elles peuvent également apparaitre dans les
autres organes lymphoides (thymus, ganglions lymphatiques, rate,
amygdales...). Il existe trois familles de cancers hématologiques : les leucémies,

les myélomes et les lymphomes.

4.2. Classification des tumeurs solides

Pour déterminer le stade du cancer, les médecins s’appuient le plus souvent surun

systeme international de classification appele TNM (Tumor, Node, Mestastasis), fondé sur :

(8)

o Lataille de la tumeur (T) ;
o latteinte ou non des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses (N,
de I’anglais Node qui signifie ganglion) ;

o Laprésence ou non de métastases dans d’autres parties du corps (M).

Il existe 5 stades différents, numérotés de 0 a I'V. La détermination des stades varie selon

le type de cancer. On distingue (8) :

o le stade O qui correspond a une tumeur dite in situ ;

o le stade 1 qui correspond a une tumeur unique et de petite taille ;

o le stade 2 qui correspond a un volume local plus important ;

o le stade 3 qui correspond a un envahissement des ganglions lymphatiques ou
des tissus avoisinants ;

o le stade 4 qui correspond a une extension plus large dans l'organisme sous

forme de métastases.
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4.3. Classification des cancers hématopoiétiques

Pour ces cancers, chaque type de cancer a sa propre classification. Par exemple, pour
le myélome multiple, c’est la classification de Durie-Salmon qui est utilisée. Elle détermine 2
stades, A et B, en fonction du dosage de certains éléments dans le sang et des radiographiesdu

squelette. (8)
Epidémiologie du Cancer

Le cancer est un probléme de santé publique en nette progression a travers le monde.
Toutes les catégories de la population sont touchées quelque soit I’age, le sexe, ou le niveau
socio-économique. Il figure donc parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans
le monde et représente le plus important obstacle a l'augmentation de l'espérance de vie dans

tous les pays du monde au 21°™ siécle (9).

5.1. Incidence et mortalité

A. Dans le monde

Le cancer est un probléme de santé publique majeur dans le monde. Avec une incidence
de 19 millions cas et de 10 millions de déces en 2020, il représente la deuxieme cause de
mortalité dans le monde (10). 70 % de ces déces surviennent dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire, et pres d’un tiers est di au tabagisme qui est le principal facteur de risque de
survenue d’un cancer ; a un environnement malsain, a un indice élevé de masse corporelle, a
une consommation d’alcool, a une faible consommation de fruits et légumes, oua un manque

d’exercice physique (11).

C’est la premiere cause de décés chez ’homme et la deuxieéme chez la femme apres les

maladies cardio-vasculaires (12).

En 2020, les hommes étaient les plus touchés par le cancer a travers le monde avec une
incidence standardisée par I’age de 222/100 000 habitants contre 186/100 000 habitants pour
les femmes. Le risque de développer un cancer avant ’age de 75 ans est de 22,6 pour les

hommes et de 18,6 pour les femmes (13).
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A T’horizon 2030, il est prévu que le nombre de déces par cancer dans le monde s’éléve
a 13.1 millions (14).

B. En Algérie

L’Algérie connait depuis 1990, une transition démographique et épidémiologique
importante marquée par un vieillissement progressif de la population et une augmentation des
incidences de maladies non transmissibles tel que le cancer qui est passé de 27 775 cas en 2000
a 48 000 cas en 2013 (14), pour atteindre une incidence de 58 418 nouveaux cas en 2020
(13).

L’enquéte nationale réalisée en 2004 par I’institut national de santé publique (INSP) sur
I’incidence et la prévalence des cancers relevait que seul un tiers des cancers étaitdiagnostiqué

a un stade précoce, les deux tiers restants I’étant a des stades invasifs et métastatiques (14).

Selon les données épidémiologiques du réseau de 1’Est et du Sud-est Algerien (2014-
2017), la répartition par sexe montre que : chez la femme, le taux brut d’incidence de cancers
est de 162,9 pour 100 000 habitants, avec un taux standardisé de 195,4 pour 100 000habitants,
le cancer du sein occupe la premiére place, suivi du cancer colorectal, du cancer de la thyroide,
de I’estomac et du col utérin. Chez I’homme le taux brut d’incidence est de 123,6 pour 100 000
habitants, avec un taux standardisé de 159,8 pour 100 000 habitants. Les cancers dont
I'incidence est la plus élevée chez I'homme sont les cancers du poumon, les cancers du cdlon-

rectum, les cancers de la prostate et de la vessie (15).

En Algérie, selon I’analyse des données des registres de cancers entre 2015 et 2017,
I’age médian de survenue des cancers est de 64 ans chez I’homme et de 54 ans chez la femme.
Cet écart de 10 ans, retrouvé par tous les registres de cancer, est une conséquence de 1’impact

du cancer du sein sur I’occurrence des cancers féminins (16).
5.2. Facteurs de risque

La transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse peut étre induite
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par de nombreux facteurs liés aux modes de vie, a I’environnement ou encore a notre patrimoine
génétique. Les cancers sont des maladies multifactorielles. L’étude des mécanismes
biologiques qui sont a I’origine des cancers (ou cancérogenése) a permis d’identifier

un certain nombre de facteurs qui augmentent le risque de cancer. On distingue :

o Facteurs de risque génétique : Si une prédisposition familiale est fréquente,
une transmission génétique n’est authentifiée que dans 5 % des cancers. La
connaissance de facteurs génétiques, qu’il s’agisse de vrais génes de
prédisposition ou I’existence de polymorphismes génétiques peut permettre
d’envisager un dépistage de populations a risque dans un cadre de prévention
secondaire voire dans certains cas des actions de prévention primaire (chimio-
prévention, chirurgie prophylactique) (17).

o Facteurs de risque comportementaux : Environ 43 % des cancers et 35 % des
déces par cancer résulteraient de I’exposition a des facteurs de risque évitables :
tabac, alcool, alimentation et activités physiques et les rayonnements solaires.
Le tabac Le tabac est le facteur carcinogéne identifié a ’origine du plus grand
nombre de déces par cancer dans le monde : 4 millions de morts par an, soit 5 %
de la mortalité totale (17).

o Facteurs de risque environnementaux : Les agents physiques (rayonnements,
ondes..), les agents chimiques (métaux, pesticides..) et les agents biologiques
(toxines, virus) (17).

o Facteurs liés a Pindividu : 1’age, les hormones, alimentation déséquilibrée,

surpoids, traitements...
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Proportion des cancers liés aux principaux facteurs de risque

On peut prévenir 40 % des cas de cancers (142 000/an) grace a des changements de comportements et des modes de vie

(Source : CIRC/ INCa 2018
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Figure 3 : Proportion des cancers liés aux principaux facteurs de risque (22).

6. Mecanismes fondamentaux de la cancérogenese

Le processus tumoral s’explique par un déréglement du programme génétique de la

cellule qui acquiert la capacité a se diviser de maniére anarchique pour aboutir au phénomene

d’hyperplasie. Puis, ces cellules anormales subissent une anomalie de développement

conduisant au phénomeéne de dysplasie amenant une différenciation fonctionnelle et structurale.

On parle alors de processus tumoral caractérisé par ’apparition de tumeurs : (18)

O

genes

les tumeurs bénignes : qui restent localisées et n’affectent pas les tissus avoisinants
(tumeur in situ ou cancer pré-invasif) ;

les tumeurs malignes : qui envahissent les tissus avoisinants et forment des
métastases (le cancer est dit invasif). Les cellules anormales acquierent des fonctions
et des spécificités en détournant certains processus de I’organisme a leur profit. Elles
atteignent alors la circulation sanguine et se propagent dans des régions bien précises

de I’organisme suivant le type de cancer.

Le mécanisme de la carcinogenése se caractérise par I’implication de trois types de

. les oncogenes (ou proto-oncogenes), les génes suppresseurs de tumeurs (ou anti-

oncogeénes) et les génes de maintien de I’intégrité. Une centaine d’oncogenes, tels que le géne
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ras, et une dizaine de genes suppresseurs de tumeurs, tels que le géne p53, sont répertoriés et

ceci implique la multiplicité des types de cancer : (18)

O Les oncogenes : ces génes augmentent ’activité proliférative. Ils codent pour des
protéines impliquées dans le processus de prolifération cellulaire (facteurs de

croissance, récepteurs membranaires,...). Lors du processus de carcinogenése, ces
oncogeénes subissent des modifications génétiques (mutation, amplification ou
translocation chromosomique) ce qui Chapitre 1 : Généralités sur le cancer -7- conduit
a leur hyperactivation et de ce fait a une stimulation ininterrompue de la division
cellulaire ;

O Les génes suppresseurs de tumeurs : ce sont des régulateurs négatifs de la
multiplication cellulaire. Certains anti-oncogénes, comme le p53, favorise 1’apoptose
(la mort cellulaire programmée) par I’arrét du cycle cellulaire. Lors du processus
tumoral, ces génes perdent leur fonction (par altération ou mutation ponctuelle
chromosomique) et favorisent ainsi la transformation et la prolifération cellulaire ;

o Les genes de réparation : qui codent pour un complexe multifonctionnel capable de
réparer des anomalies de I’ADN. En cas d’échec, la cellule 1ésée est amenée a une mort
cellulaire programmée. Lors du processus cancéreux, ces géenes sont moinsexprimes

et/ou inactivés ce qui conduit a une prolifération des cellules anormales.
La cancérogénése déroule en Trois grandes étapes : (18)

O Une phase d’initiation : qui se traduit par une 1ésion rapide et irréversible de I’ ADN
aprés exposition a un carcinogene (physique, chimique, viral,...) : mutation d’une ou
plusieurs paires de base de la double hélice d’ADN, insertion, délétion, amplification
de genes ;

O Une phase de promotion : qui permet d’entretenir et de stabiliser cette lésion par une
exposition prolongeée, repétée et continue a des agents carcinogenes tels que le tabac,
I’alcool, les radiations ionisantes (rayons UV, rayons X,...), des facteurs nutritionnels
(nitrosamines, alimentation riche en graisses,...), des facteurs professionnels (benzéne,

amiante,...), des médicaments (dérivés de I’arsenic, amphétamines,...),...;
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O une phase de propagation : qui se résume par ’acquisition de nouvelles fonctions
non contrblées telles que I’indépendance, la perte de la différenciation suivies de

I’invasion locale et métastasique.

Le potentiel de prolifération des cellules cancéreuses est illimité ; a I’inverse des cellules
saines, les cellules tumorales sont potentiellement immortelles et ont la particularité d’échapper
aux défenses immunitaires. De ce fait, leur propagation dans 1’organisme est trés rapide. Pour
permettre I’accroissement de ces cellules anormales, et de ce fait la généralisation du cancer
par leur envahissement progressif des tissus adjacents puis des organes a distance, la
vascularisation de la tumeur est essentielle. Ce processus invasif s’effectue par le mécanisme
de I’angiogenése assurant la survie de la tumeur par son alimentation en oxygene et en
nutriments. L’intervention de facteurs dits angiogéniques contraignent alors les tissus
avoisinants a former de nouveaux vaisseaux sanguins pour approvisionner la tumeur. Une fois
en surnombre, ces cellules tumorales sont en mesure de quitter leur tissu d’origine et de

coloniser par voie sanguine ou lymphatique d’autres tissus pour former les métastases. (18)

Cellules normales
soumises a un agent
mutagéne

cellules immunitaires

METASTASE :

t anti
/// e 8@0 : GENERALISATION DU
® & @@)@ * ' STIMULATION DU CANCER

cellules cancéreuses DEVELOPPEMENT DES

cellule mutée KR 3

-4 invasives VAISSEAUX SANGUINS :
CROISSANCE DE LA
N— IMMORTALITE ET TUMEUR
PROLIFERATION
AU SYSTEME INCONTROLEE
IMMUNITAIRE

Figure 4 : Les étapes de la cancérisation (19).
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7. Traitements du Cancer

Les principaux traitements contre le cancer sont la chirurgie, la radiothérapie, la
chimiothérapie, I’hormonothérapie, les traitements ciblés et I'immunothérapie. Ils sont utilisés
soit en monothérapie, soit en combinaison pour éliminer les cellules cancéreuses plus
efficacement. Le type de traitement choisi dépend de chaque individu, du type de cancer, de son

évolution et de 1’état général de 1I’individu.

7.1. La chirurgie

Elle s’effectue dans le cas ou les tumeurs sont rapidement diagnostiquées et peuvent
alors subir une ablation partielle ou totale appelée prostatectomie. En éliminant la tumeur mere,
on soulage les organes et tissus avoisinants et on évite ainsi la formation de métastases. La
chirurgie s’accompagne le plus souvent d’une autre thérapie telle que la radiothérapie ou la
chimiothérapie afin d’éliminer toute trace de cellules cancéreuses présentes dans la circulation
sanguine. Des effets secondaires sont rencontrés suivant les individus et suivant 1’acte

chirurgical (infections, troubles sexuels). (18)
7.2. La radiothérapie

Ce traitement a pour but de détruire les cellules malades de la prostate par ionisationde
rayons X et rayons y du cobalt 60, c’est a dire d’altérer la composition génétique par une
émission de radiation. Le matériel génétique contenu sous forme d’ADN subit des
transformations qui rendent la cellule incapable de se reproduire et ainsi elles diminuent la
prolifération anarchique. Les cellules saines peuvent également subir des dommages et ceci

peut entrainer des effets secondaires (fatigue, nausée, vomissement).

7.3. La chimiothérapie

Lorsque certaines cellules cancéreuses migrent a distance et forment des métastases,
’utilisation de la chimiothérapie est primordiale. Ce traitement consiste a injecter, le plus
souvent par voie intraveineuse, des agents chimiques anticancéreux. 1l a pour but d’enrayer ou

de ralentir I’évolution de la prolifération des cellules tumorales en agissant sur I’ADN, I’ARN
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ou les proteines de ces cellules. Les produits utilisés sont divers suivant la cible thérapeutique.
Il s’agit d’agents alkylants, d’antimétabolites, d’agents intercalants ou d’inhibiteurs de
topoisomérases. Ce traitement est tres efficace mais il implique de nombreux effets indésirables
suite a la destruction de cellules saines. De nouvelles thérapies plus ciblées ont été développées
(les inhibiteurs des voies de transduction, régulateurs du cycle cellulaire,...) mais aucune ne
cible le cancer de la prostate. L’utilisation d’un traitement de chimiothérapie peut entrainer
’apparition d’une phase dite hormono-résistante. De ce fait, I’association avec la chirurgie ou
la radiothérapie, mais également avec d’autres agents chimiothérapiques, permet d’augmenter

la probabilité de guérison (19).

7.4. L’hormonothérapie

Ce traitement agit spécifiqguement sur le systeme endocrinien en supprimant la production
et/ou I’activation des hormones sexuelles de type androgéne, produits par les testicules et les
glandes surrénales. Il s’effectue soit par castration chirurgicale (peu pratiquée), soit par
I’administration d’cestrogénes ou d’analogues de la LH-RH (Luteinising Hormone-Releasing

Hormone) ou soit par ’utilisation d’anti-androgenes (19).

7.5. Les traitements ciblés

Les traitements ciblés sont de nouveaux traitements possibles pour lutter contre le cancer
; ils se sont développés suite a une meilleure connaissance des mécanismes de fonctionnement
des cellules cancereuses. Ce type de traitement est plus efficace que lachimiothérapie classique
en provoquant moins d’effets secondaires car il cible des molécules exprimées uniqguement par

les cellules tumorales ou hyperactives dans le cancer, sans trop affecter les cellules saines. (19)

Les traitements actuels agissent principalement sur les signaux permettant la
multiplication des cellules, présents dans la voie des tyrosines kinases, sur les signaux
permettant d’échapper a I’apoptose et sur les signaux permettant la vascularisation de la tumeur.
La thérapie ciblée utilise soit des anticorps monoclonaux se liant a un ligand ou a un récepteur
accessible a I'extérieur des cellules et impliqué dans la prolifération tumorale, soit des agents

de chimiothérapie ciblée qui sont le plus souvent des inhibiteurs de kinases actives
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a l'intérieur des cellules tumorales), soit des inhibiteurs de I’angiogenése (anticorps et produits

de syntheése). La thérapie ciblée sera détaillée dans la partie suivante. (19)
7.6. L’immunothérapie

L’immunothérapie est une thérapie relativement nouvelle, elle vise a éliminer les
cellules tumorales en stimulant le propre systeme immunitaire du patient cancéreux. En effet,
les cellules tumorales sont des cellules du soi et de ce fait peu antigéniques ou pas reconnues
par le systtme immunitaire d’ou la nécessité de renforcer ce dernier pour qu’il détecte plus
efficacement les cellules tumorales a détruire. Il existe différentes types d’immunothérapies :

I’immunothérapie passive et I’'immunothérapie active (19).
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Figure 5: Classification des médicaments anticancéreux et périmétre de la médecine de

précision (20).
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Il.  Thérapie ciblée

Grace aux progrés accomplis par la recherche, les chercheurs ont pu développer des
nouvelles stratégies thérapeutiques pour lutter contre le cancer et compléter I’arsenal
thérapeutique existant, représenté en grande partie par la classe des chimiothérapies
conventionnelles (cytotoxiques). Parmi ces nouvelles options thérapeutiques, il existe un
ensemble de traitement qui s’intégre dans une stratégie thérapeutique dite « de précision », en
s’attaquant spécifiguement a certaines protéines, elle bloque spécifiquement un processus
tumoral ou, au contraire, activer un mécanisme participant au contréle de la tumeur, c’est la

thérapie ciblée.

En 2015, d’apres I'Institut National du Cancer, un médicament anti-cancer sur quatre

est une thérapie ciblée (20).

C’est dans les années 2000 que les premiéres thérapies ciblées sont autorisées dans le
traitement de certains cancers du sang puis du sein et Le Trastuzumab a été la premiére
thérapie ciblée autorisée, dans le traitement des cancers du sein métastatiques HER2 positifs.
Quinze ans plus tard, 43 thérapies ciblées sont désormais autorisées par les agences de santé du
médicament (EMA et AZNSM) dans le traitement des cancers (20).

1. Définition

Les thérapies ciblées anticancéreuses sont des médicaments qui visent a bloquer la
croissance et/ou la propagation des cellules tumorales en s’attaquant spécifiquement a certaines
de leurs anomalies. Leur mode d’action principal passe par une inhibition des mécanismes
mémes de ’oncogenése avec une spécificité importante pour les cellules cancéreuses ou leur
microenvironnement. Il peut s’agir d’inhibiteurs intracellulaires (ce sont des petites molécules
chimiques, notamment des inhibiteurs de protéine kinase) ou d’inhibiteurs extracellulaires (ce

sont des medicaments biologiques, notamment des anticorps monoclonaux) (20).

1EMA : European Medicines Agency
2 ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament
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2. Importance de la thérapie ciblee

La thérapie ciblée a révolutionné la conduite thérapeutique en oncologie. Ces traitements
visent une “anomalie moléculaire” particuliére qui n’est pas spécifique qu’un type de cancer,
mais qui n’est pas systématiquement présente. Ainsi, un méme médicament pourra étre prescrit
dans différents cancers, mais il ne sera pas forcément efficace pour tous les patients. Ce qui
permet de dire que cette thérapie ciblée fait partie de ce qu’on appelle la
« médecine de précision ». Ce terme fait référence a une médecine qui repose sur des traitements
développés sur les bases d'une meilleure connaissance des mécanismes biologiquesconduisant a
I'apparition et au développement des tumeurs. En trés peu de temps, un changement de
paradigme dans la prise en charge des cancers a été observé en cancérologie, passant d’une
cancérologie « d’organe » a une cancérologie « stratifiée » et qui pourrait demain devenir une

cancérologie « personnalisée » (20).

3. Biologie de la thérapie ciblée

La chimiothérapie conventionnelle agit principalement sur 1’inhibition de la division
cellulaire. En plus des cellules cancéreuses, d'autres cellules a division rapide (par exemple, les
cheveux, I'épithélium gastro-intestinal, la moelle osseuse) sont affectées par ces médicaments.
En revanche, la thérapie ciblée bloque la prolifération des cellules cancéreuses en interférant
avec des molécules spécifiques nécessaires au déeveloppement et a la croissance de la tumeur
(Figures 6,7). Certaines de ces molécules peuvent étre présentes dans les tissus normaux, mais

elles sont souvent mutées ou surexprimées dans les tumeurs (21).
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Figure 6 : Mécanisme de la chimiothérapie(22). Figure 7 : Mécanisme de la thérapie ciblée.

4. Modes d’action

Les thérapies dites ciblées cherchent a atteindre les mécanismes mémes de I'oncogenese,
en inhibant les processus qui conduisent a la mise en route aberrante, inappropriée, de la
multiplication des cellules. Elles ont pour cible les différents acteurs des voies qui contrélent

ces processus. Elle agit par (22) :

o laformation de nouveaux vaisseaux sanguins autour de la tumeur, a partir de vaisseaux

existants : c’est I’angiogenése. Les thérapies ciblées empéchent alors la tumeur de

se développer et de former des métastases ;

o bloquer ou interrompre la croissance ou la prolifération des cellules cancéreuse ;

o les empécher de se diviser, de se développer ou de se disséminer ;

o stopper la formation de vaisseaux sanguins qui alimentent la tumeur.

@ 2006 RENEE CANNDN
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Figure 8: Les différents niveaux de blocage des thérapies ciblées (22).

5. Modalités d’indication

Bien que la thérapie ciblée est majoritairement indiqué en monothérapie comme conduite
thérapeutique principale, particulierement les inhibiteurs de la tyrosine kinase, elle peut
également étre prescrite en thérapie adjuvante, pour les patients dont le traitement classique
(chimiothérapie, radiothérapie, chirurgie) s’est averé insuffisant ou quand I’ajout dela thérapie

ciblée démontre une efficacite supérieure. 1l peut s’agir de (20) :

o I’association concomitante d’une thérapie a une chimiothérapie cytotoxique (par
exemple bévacizumab et doublet de platine dans le cancer de I’ovaire) ;

o l’association des thérapies ciblée entre elles (par exemple trastuzumab et
lapatinib) ;

o l’association d’une thérapie ciblée & une hormonothérapie (par exemple
évérolimus et exémestane) ;

o l’association d’une thérapie ciblée & une immunothérapie spécifique (par
exemple idélalisib et rituximab).
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6. Résistance aux traitements

Chez certains patients, la thérapie prescrite se révélera inefficace d’emblée. On parlera
alors de résistance « primaire » au traitement. D’autres patients vont, en revanche, en tirer un
bénéfice thérapeutique immédiat. Il n’est pas rare cependant que la maladie réapparaisse ou se
remette a progresser aprées quelques semaines, mois ou années de traitement. Cela signifie que
le médicament n’est plus efficace pour contrer la maladie. On parlera alors de résistance

« secondaire » au traitement (22).

Résistances au fraitement

réducthon de augmentaton
la toille de la de ia todle de o
tumeur i b fumeur

métastase récpparition

métastoses

Initiation du traitement Efficacité du traitement : Apparition de résistances
diminution de la tumeur ou traitement : rechute
et des métastases

Aprés plusieurs semaines. mois ou années, des résistances au traitement opparaissent chez beaucoup de
patients, provoguant une rechute.
powered by

Pilktochart

E—=a
Ed =
- -
Semm o

Figure 9 . Résistance aux traitements de la thérapie ciblée (22).

Des résistances peuvent, en effet, survenir lorsque la cible visée par le médicament est
modifiée a la suite d’une nouvelle mutation, dans I’ADN des cellules tumorales, qui va limiter
I’efficacité du traitement initial. Une autre voie de signalisation, permettant aux cellules
tumorales de proliférer indépendamment de la cible du médicament, peut également devenir

prépondérante, rendant alors le traitement inefficace (22).

Par ailleurs, une tumeur n’est pas un amas uniforme de cellules cancéreuses identiques
mais se compose en réalité de plusieurs types de cellules en constante évolution. Des études

récentes ont montré 1’existence, au sein d’une méme tumeur, de cellules tumorales présentant
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des anomalies moléculaires différentes. On parle d’hétérogénéité intra-tumorale. Pour un méme
patient, une métastase peut également présenter des anomalies différentes de la tumeur primaire

ou d’une autre métastase (22).

Cette hétérogénéité tumorale a de lourdes conséquences en termes d’efficacité de
traitement. Pour étre efficace, un traitement devrait en effet pouvoir cibler toutes les cellules
tumorales. C’est pour cette raison que beaucoup de médicaments sont prescrits en association,

pour pouvoir attaquer la tumeur sur tous les fronts (22).

Ainsi, comprendre I’hétérogénéité de la tumeur, étre capable de contrer les résistances
et trouver des stratégies thérapeutiques adaptées sont des voies de recherche majeures pour les

prochaines années (22).
7. Les effets indésirables

Bien que la thérapie ciblée est censé épargner les cellules saines et nonobstant son action
thérapeutique qui est portée principalement sur les mécanismes oncogénique, elle n’est pas
exempte d’effets indésirables ; pouvant, dans les cas les plus séveres, nuire a 1’adhésion du

patient a son traitement.
Les effets indésirables notamment observeés sont (22) :

o lafatigue ;

o toxicité cutanée ;

o troubles cardiaques ou hématologiques ;
o des nausées et vomissement ;

o ladiarrhée et une toxicité ophtalmique.

Par ailleurs, la thérapie ciblée, ciblant que les cellules porteuses d’une anomalie
moléculaire, est mieux tolérée que la chimiothérapie qui ne différencient pas entre les cellules

tumorales et les cellules saines.

La sévérité de ces effets indésirables dépend largement du traitement administré ainsi

que la dose et I’état de santé générale du patient. Certains peuvent étre limités ou évités en
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prescrivant des traitements préventifs tels que : des anti-diarrhéiques, un agent hydratant
...(22)

8. Perspectives

A I’avenir et avec I’évolution des connaissances de la biologie des cancers d’une part
et I’augmentation des thérapies ciblées disponibles d’autre part, la caractérisation moléculaire
de la tumeur pourrait ne pas se limiter a 1’identification d’une altération moléculaire unique,
mais pourrait intégrer un ensemble complexe de caractéristiques génomiques (voire autres que
génomiques) qui ferait de la tumeur de chaque patient une pathologie unique. Chaque patientse
verrait alors proposer un traitement qui lui est spécifiquement adapté (médecine personnalisée)
(20).

Ce concept est encore du ressort de la recherche et n’a actuellement pas démontré son
efficacité dans le cadre d’un programme de recherche clinique. L’¢laboration d’algorithmes
délivrant une information sur la pertinence des stratégies thérapeutiques en fonction des
informations du patient ainsi que des caractéristiques tumorales pourrait constituer une aide a
la décision thérapeutique ; ces algorithmes seraient modélises a partir des données de la
littérature, mais tiendraient aussi compte des résultats objectivés en vie réelle chez d’autres
patients nécessitant de fait un développement des bases clinicobiologiques. Néanmoins, d’autres
phénoménes que 1’hétérogénéité intra-tumorale au plan génétique (tels que la plasticitédes
cellules et les altérations épigénétiques) interviennent probablement sur I’efficacité des
traitements. Cette complexité inhérente a la biologie des cancers peut représenter un frein au

développement de tels algorithmes et a la médecine personnalisée (20).

9. Lestypes de la thérapie ciblée

Les thérapies ciblées actuellement utilisées appartiennent a deux grandes classes

pharmacologiques : (23)

o les anticorps monoclonaux ;
o les inhibiteurs de tyrosine kinases.
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9.1. Lesanticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux (AcMc) a usage thérapeutique constituent I’archétype des
thérapeutiques ciblées et occupent une place grandissante dans le traitement des cancers (23).
Ces Ac sont de grosses molécules administrées par voie veineuse. Ils sont spécifiques d’une
cible, mais qui ne peut é&tre qu’extracellulaire. Ce sont des immunoglobulines
(immunoglobulines G1 pour la plupart) qui posseédent une structure et des fonctions similaires
(mécanismes d’action, propriétés pharmaco logiques) a celles des immunoglobulines endogenes
(25).

Il existe (24) :

des Ac chimériques (murins) [“-xi-"], comme le cétuximab ;
des Ac humanises (“-zu-""), comme le bévacizumab, le trastuzumab ou le
pembrolizumab ;

o des Ac intégralement humanisés (‘“-mu-"), comme le panitumumab ou le
ramucirumab.

YYYY

Ac murin Ac chimérique Ac humanisé Ac humain
... MOMAB ... XIMAB ... ZUMAB ... MUMAB
(ex : rituximab) (ex : traztuzumab) (ex :panitumumab)

—

Immunogeénicité

En noir : séquence d’origine humaine ; en rouge : séquence d'origine murine.

Figure 10 : Structure chimérique des anticorps monoclonaux (AcMc). (23)
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Ces Ac ont une activité bifonctionnelle, car, en plus des liaisons possibles des portions
Fab avec les antigénes cibles (VEGF [Vascular Endothelial Growth Factor] , EGFR, HER2

[Human Epidermal growth factor Receptor 2] , etc.), la région Fc de I’Ac a la capacité de se lier

a des récepteurs Fcy ou au complément, ce qui permet, respectivement, 1’activation des cellules

de 'immunité telles que les macrophages et les lymphocytes NK (Natural Killer) et I’activation

de la voie classique du complément. L’élimination de ces Ac résulte principalement d’un

catabolisme intracellulaire, notamment endo hélial, faisant intervenir les enzymes lysosomiales.

Ce recyclage des immunoglobines nécessite du temps, d’ou la demi-vielongue de la plupart des

Ac (de 14 a 20 jours) (24). Les mécanismes d’action des anticorps monoclonaux sont (26) :

o Anticorps neutralisants : Un anticorps peut étre neutralisant si son affinité pour

I’antigéne est suffisamment forte, et si I’épitope reconnu constitue un site critique
dans la fonction de I’antigéne cible. Les anticorps thérapeutiques

neutralisants peuvent alors étre dirigés contre des antigenes exogenes (venins,
médicaments, toxines bactériennes, virus) ou contre des autoantigenes solubles
(facteurs de croissance, cytokines). Ils empéchent alors I’interaction entre ces
antigenes et leur cible cellulaire ;

Anticorps antagonistes : Les anticorps monoclonaux peuvent aussi cibler
spécifiqguement un récepteur membranaire, et bloquer la liaison de son ou de ses

ligands. Ces anticorps thérapeutiques antagonistes sont de trois types : anti-
récepteurs de cytokines ou de facteurs de croissance, anti-molécules d’adhérence
cellulaire et anti-molécules de co-stimulation lymphocytaire ;

Anticorps cytolotiques : Certains anticorps sont aussi capables d’induire un
effet cytotoxique sur la cellule a laquelle ils se fixent, par I’intermédiaire de leur
portion Fc. Ainsi, les anticorps cytolytiques peuvent activer la voie classique du
complément par liaison au Clq, et/ ou recruter des cellules cytotoxiques ou
phagocytaires en se liant a leurs récepteurs FcgR. On parle alors de cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Cette propriété peut étre souhaitée,
comme dans le cas d’une cible cancéreuse, tout comme elle peut devenir

indésirable. Aussi, les 1gG1 seront les plus adaptées si des effets cytolytiques
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sont recherchés ; au contraire, les 1gG2 et 1gG4 permettent d’éviter les effets

cytolytiques.
9.2.  Lesinhibiteurs des tyrosines kinases

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) sont de petites molécules administrées par voie
orale, capables de diffuser en intracytoplasmique. Leur nom se termine par le suffixe “- nib”.
Elles inhibent des protéines a activité tyrosine kinase, qu’il s’agisse de la partie intracellulaire
d’un récepteur transmembranaire ou d’une protéine impliquée dans la transduction du signal en

aval du récepteur (21).
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Les Protéines kinases et leurs inhibiteurs

La ol se trouve une volonté, il existe un chemin.

-Winston Churchill-
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l. Introduction

D’un point de vue historique, 1’étude des phosphorylations correspondant a I’ajout d’un ion
phosphate a commencé au tout début du XXéeme siécle. A la fin des années 1940, I’identification
des premiéres enzymes phosphorylases (la glycogene phosphorylase), qui permettent 1’ajout d’un
phosphate inorganique (phosphate d’hydrogéne obtenu par hydrolyse) surune molécule a éveillé
I’intérét de la participation des phosphorylations dans un systéeme biologique. Cependant, ce n’est
que dans les années 1950 que les protéines kinases furentréellement mises en évidence (27).

A la différence des protéines phosphorylases, les kinases (ou phosphotransférases)
permettent la phosphorylation enzymatique directement par le transfert du phosphate d’une
molécule d’adénosine triphosphate (ATP) organique vers la protéine cible sans hydrolyse. Le
séquengage du génome humain a facilité I’identification de nombreuses protéines kinases et a
permis 1’élaboration d’un kindme (figure 11) qui représente I’ensemble des kinases existantes chez
I’homme. 518 génes humains ont été identifiés comme codant une protéine kinase dont 478 ePKs
(eukaryotic protein kinase) présentant un domaine catalytique et 40 aPKSs (atypical protein kinase)

révélant une activité kinase sans homologie de sequence avec les ePKs (27).

Le kinbme représente environ 1,7% de tout le génome humain et est réparti en différents
groupes de kinases : TK (Tyrosine Kinase), TKL (Tyrosine Kinase-Like), STE (Homologs of yeast
sterile 7, sterile 11, sterile 20 Kinases), CK1 (Casein Kinase 1), AGC (contenant les familles PKA,
PKG, PKC), CAMK (Calcium/calmodulin-dependent protein Kinase) et les CMGC (contenant les
familles CDK, MAPK, GSK3, CLK) (27).

Ces groupes ont eté définis par I’homologic de séquences de leurs membres mais également

par des fonctions ou régulations communes et specifiques (27).

Dans le régne animal, la plupart des phosphorylations de protéines eucaryotes sont régies
par la superfamille des « Protéines Kinases » (PK) qui partage un domaine catalytique conserve.
En effet, de I’ensemble des génes eucaryote, il existe 1,5 a 2,5 % codant a la famille des protéines

kinases (28).
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Figure 11 : Représentation de 1’ensemble du kindme humain (41).
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Il. Protéines Kinases
1. Définition

Les PK sont des enzymes qui constituent une grande famille, avec plus de 500 codées par
le génome humain (29).Mais seulement environ 200 & 300 PK sont présents dans chaque cellule
(30). lIs transferent des groupes phosphoryle sur des protéines cibles (31), en modifiant leur
activité. Ce processus est inversé par l'action des phosphatases, qui éliminent les groupements
phosphoryle des protéines cibles(31). Ce processus est illustré dans la figure 12. La
phosphorylation des protéines cibles entraine l'activation des voies de transduction du signal. Ces
signaux sont transmis a travers la cellule au noyau. Ainsi, les PK jouent un réle crucial dans les

voies de signalisation intracellulaires.

Leur importance se reflete également dans le fait que la phosphorylation est le type de
régulation cellulaire le plus abondant, affectant essentiellement tous les processus cellulaires:
transport membranaire, métabolisme, différenciation, croissance, motilité, apprentissage et
mémoire(32). La régulation fait partie intégrante de la fonction de la protéine kinase qui contréle
le moment de l'activité catalytique et la spécificité du substrat. Toute perturbation ou dérégulation

de cette phosphorylation modifiera la fonction cellulaire et peut générer divers maladie (33).

Protein Phosphorylated Protein
Protein Kinase
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ATP ADP

Figure 12 : Le processus de phosphorylation des protéines kinases (33).
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2. Classification des PKs

Les protéines kinases représentent une des plus grandes familles de protéines, ce sont des

enzymes comptant plus de 500 membres dans le génome humain (34). Elles peuvent étre classées

selon I’acide aminé qu’elles phosphorylent au cours de la catalyse ou en fonction des séquences

d'acides aminés des domaines catalytiques.

2.1. Kinases classees par les acides aminés qu’elle phosphorylent

Ces kinases sont caractérisées par un noyau catalytique avec une poche de liaison d'ATP

N-terminale riche en glycine et un résidu d'acide aspartique au centre indispensable pour son

activité catalytique (35). Il existe principalement deux grandes classes de protéines kinases, les

‘Tyrosine Kinases’ (TK) et les ‘Sérine/Thréonine Kinases’ (36).

O Classe des « Tyrosine » protéines kinases : étaient la premiere classe identifiée.

Environ 90 genes TK et 43 génes TK-like ont été découverts (37). Elle
phosphorylent le groupement hydroxyle de certains résidus tyrosine de protéine-
substrats. Certaines de ces protéines TK sont membranaires et présentent la
propriété de récepteurs-enzymes, les autres sont cytosoliques (38). 58 génes TK de
type récepteur ont été identifiés, et qui sont divises en 20 sous-familles selon
I’organisation structurelle et les similarités de séquences dans le domaine
kinase(39). Les 32 tyrosines kinases restante sont non récepteurs divisés aussi en 10
sous-familles. Leurs produits régulent la survie, les fonctions, la prolifération
cellulaire, la différenciation et la motilité (40).

Classe des « Sérine/Thréonine » protéines kinases : Les Ser/Thr kinases
phosphorylent le groupement hydroxyle de certains résidus sérines et/ou thréonines
de protéine-substrats, cependant il n’y a pas de sequence cible commune. Le substrat
a phosphoryler s’aligne avec la kinase par plusieurs aminoacides-clé (par des
interactions ioniques, hydrophobes), de ce fait une kinaseest, la plupart du temps,

spécifique d’une famille de substrat et non pas d’un seulet unique substrat (38)
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2.2.  Kinases classees selon les séquences des domaines catalytiques

Elle repose sur des comparaisons de sequences des domaines catalytiques. Le kinome
humain est divisé en sept familles principales illustré dans la figure 10: La famille AGC (protéines
kinases A, G et C); La famille CAMK (PK dépendante de Ca2+/CAM); La famille CK1 (caséine
kinase 1); La famille CMGC (CDK, MAPK, GSK3, CLK); La famille STE(homologues des
levures stériles 7, 11, 20 kinases); TK-tyrosine kinases, PK TKL-tyrosine kinase (41).
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Figure 13 : Les sept principales familles dans le kindme humain (41)
3. Structure des PKs

La structure tridimensionnelle d’une protéine est associée au repliement (mécanisme de «
folding ») de sa chaine polypeptidique (27). Récemment trois méthodes expérimentales sont
utilisées pour déterminer la structure des protéines: La microscopie électronique, la résonance
magnétique nucléaire (RMN) et la cristallographie par rayons X (43). Cette derniere a fourni plus
de 40 000 structures protéiques qui sont déclarées en juin 2007, Alors que la RMN n’a pu mettre
en évidence que 6200 structures, contre 150 de la microscopie électronique. Ces structuressont
regroupées dans une base de données accessible gratuitement dite «Protein Data Bank» (PDB)
(http://www.rcsb.org/) (44).
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3.1. Structure 3D

La plupart des protéines kinases eucaryotes présente une structure similaire avec un
domaine catalytique d’environ 90 résidus (Fig. 14). Les principales parties de ce domaine

catalytique sont deux sous-domaines structurels, ils ont une structure bilobaire. (42)

Cette structure bilobaire consiste en un lobe amino-terminal (N-ter), formé d'un feuillet-
catalytique (C-hélice ou C-loop), et en un lobe carboxy-terminal acing bandes et d'une hélice et
d'une région d’activation flexible (A-loop). La flexibilité de o(C-ter), composé d'hélices cette
derniére région est impliquée dans la régulation de I'accés au substrat. Entre ces deux lobes se situe
une région dite charniere, dans laquelle se trouve la poche catalytique responsable de la
phosphorylation (42).

O N-terminal lobe @ N-terminal extension
@ C-terminal lobe 0O C-terminal extension
@ C helix @ Interacting proteins
@ Activation segment W Linker

Figure 14 : Architecture d’une protéine kinase prototypique (42).
3.2.  Conformation des PK et mécanismes de régulation

Les protéines kinases récepteurs peuvent exister sous deux conformations distinctes : La
conformation active et inactive, appelé aussi conformation fermée et ouverte. Cette conformation
est déterminée par la position de la boucle d'activation. Dans la conformation ouverte, la boucle

d’activation s’éloigne du centre de la molécule, permettant donc la liaison de substrat productive.
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Alors que dans la conformation fermée, la boucle d'activation bloque la bouche de la kinase,
entrainant un état inactif (43).

Les PK récepteurs ont un domaine juxta membranaire auto-inhibiteur; En absence du
ligand, les PK récepteur ne sont pas phosphorylés, et la conformation de leurs domaines kinases
est inactive. En outre, la région cytoplasmique juxta membranaire interagit avec le domaine kinase

pour contribuer a I'inhibition de I'enzyme (44).

Dés que le ligand se lie au domaine extracellulaire, les PK récepteurs deviennent actives.
Elles entrainent par la suite I’oligomérisation du récepteur, la rupture de l'interaction
juxtamembranaire auto-inhibitrice et donc I’autophosphorylation de la tyrosine régulatrice dans la
boucle d'activation de la kinase. Il en résulte I’augmentation de 1’activité catalytique de lI'enzyme,
ce qui genére ensuite des sites de liaison pour les protéines de signalisation, ce qui induit

’activation de plusieurs voies de signalisation (45).

Les PK non-récepteurs sont maintenus dans un état inactif par les protéines inhibitrices
cellulaires, les lipides et par auto-inhibition intramoléculaire, elles sont activés par plusieurs
signaux intracellulaire comme la dissociation des inhibiteurs qui entraine une oligomérisation et
une autophosphorylation des récepteurs transmembranaires, ainsi qu’une transphosphorylation par
I’intermédiaire d'autres kinases. L’arrét de la signalisation des PK non récepteurs se fait, en premier
lieu par l'action des tyrosines phosphatases en hydrolysant les phosphates de tyrosyle, et en

deuxiéme lieu par l'induction de molécules inhibitrices (40).

3.3. Mécanisme de fixation de la molécule d’ATP

Le fragment d'adénosine de I'ATP se lie a une charniére principalement hydrophobe formée
par l'intersection des deux lobes. Il est attaché a la poche par des liaisons de van der Waals et des
interactions de liaison H au segment flexible de la charniere, qui relie les deux sous-domaines N et
C (46).

Etant donné que plusieurs kinases aient une structure similaire du site de liaison de ’ATP,
ils ont certaines différences entre elles. Cette différence permet aux médicaments de cibler

spécifiqguement une sous-classe sans affecter les autres (44).
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Les inhibiteurs a petites molécules se fixent de maniére compétitive dans la poche de liaison

de I'ATP, en imitant les liaisons hydrogénes produites par 1'adénine de la molécule d’ATP.La raison

pour laquelle il est nécessaire de connaitre la structure du site de fixation de I'ATP (47).

On distingue cing régions dans la poche de fixation de I’ATP: Région de l'adénine, région

de sucre, poche hydrophobe, canal hydrophobe et région de liaison du phosphate (48).

La région adénine est une région hydrophobe, dans laquelle les groupes amine N-1
et N-6 du cycle adénine forme deux liaisons hydrogéne avec les groupes NH et
carbonyle de la région charniére d'ancrage de I'adénine du PK. De nombreux
inhibiteurs de la PK utilisent au moins 45 une de ces liaisons hydrogene. Certains des
résidus carbonyle du squelette de la charniére peuvent servir d'accepteurs de liaison
hydrogene pour interagir avec un inhibiteur (44).

La région de sucre est une région hydrophile dans la plupart des PK, a I'exception
de 'EGFR (49).

La poche hydrophobe; Appelé également poche de sélectivité, elle est exploitée
par la plupart des inhibiteurs de kinases a I’exception de I’ATP, cela joue un role
important dans la sélectivite de I'inhibiteur. (44)

Le canal hydrophobe; Localisé dans le lobe N-terminal, il est induit par I'nélice
aC. Tandis qu’il n'est pas utilisé par 'ATP, le canal peut étre exploité pour obtenir
une affinité de liaison(49).

Dans la région de liaison au phosphate, le groupe triphosphate de I'ATP est
contraint par une boucle riche en glycine. Cette derniére est liée par un ensemble
de résidus d’acides aminés basiques impliqués dans le processus catalytique (48).

En générale, les kinases se ressemblent particulierement lorsque le domaine de la kinase est

dans un état actif, et ils sont différents dans la conformation inactive (31).
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Figure 15 : Le Modele du site de liaison a I'ATP des protéines kinases (50).

4. Signalisation cellulaire et protéines kinases

Vers la fin des années 1970, il est devenu évident que les protéines ne sont pas simplement
traduites au niveau du ribosome puis transformes par la glycosylation, mais ils peuvent étre
modifiées de maniere réversible en réponse a de nombreux stimuli extracellulaires etintracellulaires
(52).

Le premier meécanisme trouve, était la phosphorylation, par laquelle un groupe phosphate
est ajoute a des chaines latérales appropriées portant un hydroxyle sur des sérines et des threonines
ou sur I’hydroxyle phénolique de la tyrosine. Le degré de phosphorylation de toute protéine peut
changer de maniére spectaculaire avec le temps. Les cellules quiescentes ont de trésfaibles niveaux
de phosphorylation. Une fois optimisées par des mitogénes au cours du cycle cellulaire(52),
I’intensification du cycle cellulaire s’accompagne de poussés de phosphorylation intenses et en
constante évolution. Ceci suggere que la phosphorylation pourrait étre impliquée dans la

transduction du signal intracellulaire (53).

Les voies de signalisation régulées par les protéines Kinases sont les cibles fréquentes des
mutations somatiques, conduisant a de nombreux cancers chez I'homme. Les mécanismes qui
entrainent aussi bien une fonction aberrante des protéines kinases qu’une transformation oncogéne

ultérieure sont:
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o des réarrangements génomiques aboutissant & des protéines de fusion oncogenes
qui incluent le domaine catalytique de la kinase(52) et une protéine non apparentée
qui assure une fonction d'activation/dimeérisation constitutive ;

o des mutations de gain de fonction dans les juxtamembranaire ou dans les domaines
kinase ou de petites délétions de régions régulatrices(54) ;

o lasurexpression avec ou sans amplification génique.

o la perte des contraintes normales auto-inhibitrices et régulatrices de l'activation de
la kinase(55).

On sait que plusieurs protéines kinases sont mutées et/ou surexprimées dans le cancer
humain. Dans de nombreux exemples a examiner, I'inactivation de plusieurs de ces kinases avec
des inhibiteurs exogenes a entrainé un effet antitumoral dans les modeéles précliniques de
cancer(55). Et surtout, certains de ces agents ont montré une activité clinique prometteuse chez

les patients atteints de cancer et sont en developpement tardif.
5. Implication des protéines kinases dans le cancer

Jusqu'a la fin des années 1990, les médicaments anticanceéreux étaient dirigés vers des
enzymes metaboliques (par exemple le méthotrexate), vers I'ADN (cisplatine, gemcitabine,
cyclophosphamide) , vers I'ADN topoisomérase (doxorubicine, étoposide, irinotécan, topotécan),
aux voies de signalisation hormonales hormonales via les récepteurs nucléaires des hormones pour
le cancer du sein (par exemple, le tamoxifene) et de la prostate (par exemple, le flutamide)et a la
stabilisation des microtubules (par exemple, le paclitaxel). Au cours du dernier siecle, les protéines
kinases, en particulier les protéines kinases type tyrosine kinase, sont devenues des cibles de choix
pour les interventions contre le cancer. La plupart des signaux extracellulaires a Il'origine de la
croissance et de la survie des cellules sont amplifiés et transposes a I'intérieur des cellules par trois
processus: par l'intermédiaire des tyrosines kinases activées par les récepteurs, par le couplage des
récepteurs aux protéines de liaison GTP ou par l'intermédiaire des protéines de liaison GTP, ou

par des récepteurs de cytokines (56).

Dans 210 formes de cancers humains, environ 120 kinases ont présenté des mutations
capables d’étre responsables de la maladie cancéreuse. Le cancer du sang est la premi¢re maladie

a étre traitée par un inhibiteur de kinase, tandis que la majorité des traitements anticancéreux et
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des chimiothérapies restent peu ou pas efficaces et sont sanctionnés par de graves effets
indésirables. (44)

6. Lesinhibiteurs des protéines kinases

Les protéines kinases jouent un rdle central dans la transduction du signal, elles régulent de
nombreux aspects de la fonction cellulaire. Leur dysfonctionnement ou leur surexpression sont
impliqués dans de nombreuses maladies, c'est pourquoi elles sont devenues des cibles
particulierement intéressantes pour la recherche de nouveaux agents thérapeutiques. Durant les
deux derniéres décennies, de nombreuses équipes de recherche se sont consacrées a l'identification
et au développement d'inhibiteurs de kinases (57) et notamment aux inhibiteurs de Tyr kinases et

de quelques Ser/Thr kinases (58).
6.1. Ligand compétitif de PATP

La plupart des inhibiteurs de protéine kinases sont des inhibiteurs compétitifs de 'ATP qui
présentent une structure chimique proche du noyau adénine. On trouve de nombreux composes
hétérocycliques azotés tels que des quinazolines, des pyrimidines, des pyrrolopyrimidines, des
pyrrolopyridines, des pyrazolopyrimidines, etc..... Parmi ces inhibiteurs compétitifs de I'ATP,
nombreux sont ceux qui présentent une faible sélectivité du fait du haut degré de conservation du
site de liaison a I'ATP a l'intérieur de la famille des protéines kinases. Atitre d'exemple, Davies et
coll ont examine la sélectivité de 28 produits commerciaux présentés comme des inhibiteurs
relativement sélectifs de Ser/Thr kinase par rapport a d'autres protéines kinases. Les auteurs ont
mis en évidence le manque de sélectivité de certains composes qui inhibent plusieurs protéines

kinases parfois méme mieux que leur cible présumée. (59)

Bien que certains inhibiteurs compétitifs de I'ATP soient peu sélectifs, d'autres, au contraire,
sont des inhibiteurs puissants et sélectifs comme par exemple I'lressa dérivé de quinazoline inhibant
l'activité TK du récepteur a 'EGF avec une IC50 de 23-79 nM. Ce compose est utilisé dans le

traitement du cancer des poumons. (60)

Il existe de nombreux inhibiteurs de kinases mimant la structure de I'ATP et peu d'entre eux
sont sélectifs. De plus ces inhibiteurs doivent entrer en compétition, dans les cellules, avec des
concentrations millimolaires d'ATP. Les inhibiteurs compétitifs de I'ATP sont testés sur un nombre
limité de Tyr et Ser/Thr kinases, ainsi ils sont souvent abandonnés lors des essais cliniques a cause

de leur toxicité. (58)
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6.2.  Ligands compeétitifs du substrat

Les inhibiteurs entrant en compétition avec le substrat endogéne de la kinase sont moins
toxiques puisqu'ils se lient a des domaines bien moins conserves que le domaine de liaison de 'ATP

et donc interagissent moins avec d'autres protéines (27).

Les premiers inhibiteurs sélectifs de Tyr kinases découverts font partie de la famille des
tyrphostines. Ces dérivés de benzylidénemalonitrile ( bloquent efficacement 'EGFR. Ce sont des

inhibiteurs entrant en compétition avec le substrat (58).

D'une maniére générale, la plupart des inhibiteurs compétitifs du substrat sont des peptides
basés sur la séquence peptidique du substrat ou d'un pseudosubstrat dans lesquels le résidu
phosphorylable est remplacé par un autre acide aminé non phosphorylable comme I'alanine(dans
le cas des Ser kinases) ou encore des dérives de tyrosine (1- ou 2- naphtylalanine, p-fluoro-,p-
guanidino-, p-chlorophénylalanine, D-tyrosine, 3-iodotyrosine, tétrafluorotyrosine..., dans le cas
des Tyr kinases) (61, 62).

Les inhibiteurs peptidiques souffrent malheureusement de nombreuses limitations telles
gu'une faible biodisponibilité par voie orale (mauvaise absorption), une faible stabilité métabolique
face aux peptidases et protéases présentent au niveau gastro-intestinal. Cependant ilsconstituent de
bons chefs de file pour la découverte d'inhibiteurs entrant en compétition avec le substrat et ils

restent des outils inestimables pour les études du mécanisme d'action des enzymes (61).

6.3. Développement d’un inhibiteur

6.3.1. Procédure d’identification d’un inhibiteur

Plusieurs conditions sont généralement considérées avant la sélection d'une kinase en tant
que cible thérapeutique contre laquelle des médicaments sont développés (63). Premiérement, la
Kinase devrait étre un oncogene et/ou étre a l'origine du développement et du maintien de la tumeur.
En plus elle doit étre exprimée de maniére différenciée dans le tissu tumoral par rapport au tissu
sain, elle doit étre aussi identifiable dans les tissus cancéreux. Bien que la kinase cible puisse jouer
un role critique dans la physiologie postnatale ou chez I'adulte, elle devrait fournir une fenétre
thérapeutique (toxicité tumorale). La connaissance structure-fonction de la cible moléculaire doit

étre maitrisée afin de développer des inhibiteurs a base de son mécanisme (50).
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Une fois qu'une kinase est validée en tant que cible potentielle pour le développement d'un
médicament, un criblage de bibliotheques chimiques est effectué pour identifier des inhibiteurs
possibles. De nombreuses sociétés pharmaceutiques possedent d’énormes bibliothéques chimiques
composées de centaines de milliers de composés synthétiques. L'identification d'un ou plusieurs

d'entre eux en tant qu'inhibiteur candidat nécessite un processus appelé criblage a haut débit (HTS).

Le criblage de composés peut étre basé, soit sur la structure cristalline réelle de la poche
de liaison d'ATP de la kinase, soit sur un membre de la famille si elle est connue (conception de
bibliothéque a base de structure), ou sur la structure de composés déja connus pour se lier a la
poche d'ATP si disponible (conception de bibliotheque a base de ligand) (64).

6.3.2. Affinité d’un inhibiteur

Pour qu'un inhibiteur de protéine kinase ait une chance d'efficacité clinique, il doit se lier
a la kinase cible avec une affinité extrémement élevée que celle de I'ATP, étant donné que
I'inhibiteur sera présent a des concentrations typiquement comprises entre moyen et élevé. Cela
suggere que les premiers résultats d'un HTS bénéficieront probablement de l'optimisation pour

améliorer la puissance et la sélectivité.

L'efficacité du processus d'optimisation est grandement renforcée par l'abondance des
informations cristallographiques sur rayons X disponibles pour les familles de kinases. Ainsi, la
relation structure-activité de tout composé peut étre corrélée a des interactions moléculaires
spécifiques du composé avec le site actif de la kinase, ce qui permet d'optimiser la structure de
I'inhibiteur. Lorsqu'il n'existe aucune donnée de structure pour une Kkinase speécifique, la
connaissance de la structure d’un autre membre de la famille peut souvent étre utilisée pour créer

des modeles de liaison a partir desquels des composés optimisés peuvent étre synthétisés (65).

L’extréme affinité de liaison de I’inhibiteur avec la poche d'ATP de protéines Kinases est
nécessaire. Ce qui suggere qu'il est avantageux de les examiner de pres, et ce pour déterminer les

caractéristiques qui pourraient conférer une spécificité supplémentaire.

6.3.3. Sélectivité d’un inhibiteur

L'inhibition sélective de quelgues kinases seulement est essentielle pour minimiser les effets

secondaires lorsqu'un médicament est administré aux patients. Les inhibiteurs de kinases
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sont systématiquement criblés contre une bibliotheque de kinases, et un degré de discrimination
d'au moins 100 fois par rapport a la plupart des autres kinases est généralement requis pour que le
composé soit consideré comme un candidat médicament. Ces cribles ont montré que de nombreux
inhibiteurs étaient beaucoup moins spécifiques que ce qui avait été rapporté au premierlieu (66).
La staurosporine, par exemple, est un puissant inhibiteur d'au moins 44 protéines kinases mais il
est trop toxique pour étre utilisée en clinique. Une petite modification donne un composé plus
specifique, la 7-hydroxy-staurosporine (UCN-01), qui est entré dans les essais cliniqgues comme
inhibiteur de Chkl1.

Un récent criblage de 156 inhibiteurs de kinases validés, dont beaucoup sont en cours
d'essais cliniques, contre une bibliothéque de 60 protéines kinases Ser/Thr en utilisant un test de
décalage de stabilité thermique a révélé de nombreuses reactivités croisees inattendues, dont
certaines pourraient indiquer d'autres cibles pour les composés qui avaient passé le test de toxicité.
Fabian et al. (66) ont montré une large spécificité pour 20 inhibiteurs de kinases lors du criblage
contre un panel de 119 protéines kinases. Par exemple, l'inhibiteur puissant et specifique de la
kinase Ser/Thr p38 BIRB-796 s'est révélé se lier a la tyrosine kinase ABL resistante a I'imatinib, et
I'inhibiteur de la kinase aurora l'inhibiteur de la kinase aurora VX-680/MK-0457 a également une
activité contre I'ABL résistant aux médicaments, avec des applications dans les essais cliniques
(56).

Certains medicaments approuvés (par exemple, le sunitinib, le dasatinib) ont une sélectivité
relativement faible mais sont néanmoins efficaces pour un usage clinique. La connaissance des
profils des cibles devrait permettre dévaluer soigneusement quel médicament ou quelle
combinaison de médicaments devrait étre utilise dans une situation particuliere afin de mieux

exploiter tout le potentiel de chaque médicament (56).

I, Lumiére sur la famille Protéines Tyrosines Kinases

1. Classification

Les Tyr kinases (TK) phosphorylent le groupement hydroxyle de certains résidus tyrosine
de protéine-substrats. Certaines de ces protéines TK sont membranaires et présentent la propriété

de récepteurs-enzymes, les autres sont cytosoliques.
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1.1.  Les Tyrosines Kinases cytosoliques

Appelées également les Non-Récepteurs Tyrosine Kinase (nRTK). Cette classification
concerne les protéines évoluant dans le cytosol de la cellule (phase liquide du cytoplasme), plus

précisement, au niveau de la surface interne de la membrane plasmique (67).

Cette subdivision qui fut découverte avant les Récepteurs Tyrosine Kinases (RTK)
comporte les 10 sous-familles suivantes: ABL, ACK, CSK, FAK, FES, FRK, JAK, SRC, SYK et
TEC dont la famille SRC est la premiere famille découverte avec 1’oncogene du virus duSarcome
de Rous. Ces tyrosines sont impliquées dans les interactions de type protéine-protéine, protéine-
lipide et protéine-ADN. Elles jouent un réle majeur dans les voies de signalisation et doivent se
trouver capables de détecter la phosphorylation d’une autre protéine en amont ainsi que son
changement conformationnel. Les domaines de ces protéines activant les cascadessignalétiques

intercellulaires se présentent comme (67) :

O Le domaine SH2 : permet la reconnaissance spécifique de séquences peptidiques
contenant une tyrosine phosphorylée. Ce domaine d’une centaine d’acides aminés

contient deux poches de fixation constituées de feuillets f. La premicre poche
contient une arginine conservée (I’arginine fB5) qui entre en interaction avec une
tyrosine phosphorylée. Cette poche est trop profonde pour permettre I’interaction
avec une phosphosérine ou une phosphothréonine. Une seconde poche en aval est
spécifique du peptide ou de la protéine phosphorylée (68).

O Le domaine SH3 : constitué de 3 sous-sites, SO, S1 et S2, comprenant pres de 60
acides aminés, ce domaine affiche une spécificité pour des peptides possédant des
prolines. Afin d’établir une interaction, le sous-site S2 fixe une arginine pres de la
région contenant les prolines (67).

O Le domaine PH (Pleckstrin Homology) : afin d’encadrer les protéines vers la
membrane plasmique, ce domaine permet la fixation aux lipides

phosphatidylinositol (67).

Les TK cytosoliques interviennent dans différents processus cellulaires tels que la
différenciation, la division cellulaire, la synthése d’ADN, la migration cellulaire, activation

lymphocytaire... ¢’est pourquoi leur deréglement (surexpression par exemple) conduit a des
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maladies prolifératives telles que des cancers, des leucémies (69), des maladies auto-

immunes...(70).
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Figure 16 : Représentation des familles de PTK cytosolique ou nRTK. Les membres «en

gras » sont impliqués dans le développement de tumeurs malignes (53).

1.2.  Les Tyrosine Kinases membranaires ou récepteurs a activité Tyrosine Kinase
(RTK)

Ces recepteurs membranaires possedent une activité TK intrinseque stimulée par la liaison
d’un ligand. Cette activité TK provoque une autophosphorylation du récepteur ainsi qu’une
phosphorylation d’autres protéines cellulaires au niveau d’un résidu Tyr. Tous les récepteurs de
cette famille sont caractérisés par un domaine extracellulaire qui comporte le site de liaison du
médiateur, par la présence d’un unique segment transmembranaire par chaine polypeptidique et par
une extrémité cytoplasmique portant 1’activité enzymatique. En général pour les RTK (sauf pour
le récepteur de I’insuline), il semblerait que la liaison du ligand agoniste induise une dimérisation
du récepteur. Cette dimérisation conduirait a un changement conformationnel qui stimulerait
’activité TK de la partie intracellulaire du récepteur et entrainerait donc 1’autophosphorylation du

récepteur (qui permettrait son couplage a divers effecteurs) et une
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phosphorylation de nombreuses protéines cytoplasmiques qui modifierait le métabolisme cellulaire
(38).

Les différentes sous-familles des RTKSs sont représentées dans le schéma qui suit :

YEGFR LG ROS

TIER ML Sk
FDGFR
EGFR  |nauline R NGFR RET | orm "
FGFR EPHR

G sndsitiE i
5 D

EPHAI-8
EPHEIE TRKA TIE RET 7 COR1 axL ROS LTk RORI MUSK | oqiing

FGFR1.4 WEGFR1-3 TRKB TEW ron PPRZ ek Er ALK RORZ

POGFRo b TRKC
EGFRERBB1 INSR POGFRE TYRO3

ERBB2/HER2 IGF-1R oW 0

ERBE3/HERT IRR KIT/SCER AATYK

ERBB4/HER4 - AATYIK2
FLK2/FLT3 D'aprés Blume-Jensen et al., 2001 B ATV S

Figure 13- Classification des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKs). EGFR: epidennal growth factor receptor. INSR: Insulin receptor
PDGFR: platelet-derived growth factor receptor. FGFR: Fibrobla st growth factor receptor. VEGFR: Wascular endothelial growth rece ptor. EPHR: Ephrin
receptor. NGFR: Merve growth factor receptor. TIER: Tyrosine kinase receptor in endothelial cells RET: Rearranged during transfection.
HGFR: Hepatocyte growth factor receptor. DDR: Discoidin domain receptor. KLGICCK: Colon carcinoma kinase. AXL: Tyro3 PTK. ROS:RTK exprime
dans certaines cellule s épithéliales. LTK Leukocyte tyrosine kinase. ROR:receptor orphan. MUSK: Muscle-specific kinase. LMR: Lernur
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Figure 17 : Structure des différentes sous-familles de RTK connues chez I’homme (53).

2. Voies de signalisation transduites par les RTK

L’ensemble des voies médiées par les RTK constitue un réseau de signalisation tres
dense dont la description ne cesse d’évoluer en particulier a cause des nouvelles modélisations

dynamiques prenant desormais en compte la notion spatio-temporelle (71).

Pour simplifier la signalisation des RTK, nous pouvons considéerer les voies de signalisation
Ras/MAPK et PI3K/PKB (AKT) (Planche 11-Figure 1). La voie Ras/sMAPK semble purement
orientée vers le développement et/ou la croissance cellulaire alors que la voie PISBK/PKB (AKT)
prend en compte des phénomenes liés au métabolisme avec des syntheses d’acide gras, des
syntheses de glycogéne, ou encore la translocation des transporteurs de glucose dans le cas
particulier des IR. Dans les faits, ces deux voies qui ont des effets pléiotropes sur la cellule, sont

plus imbriquées qu’on ne le pense (72).
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2.1. Lavoie RAS/MAPK

Le RTK activé recrute Grb2, soit directement, soit par 1’intermédiaire de la protéine
adaptatrice Src. Grb2, a son tour interagit avec la protéine SOS, qui va elle-méme interagir avec
la petite protéine G Ras ancrée sous la membrane plasmique. SOS qui est un échangeur de guanine
nucléotide, va apporter un GTP a Ras lui permettant de s’activer et d’enclencher la cascade des

MAPK avec RAF comme initiateur.

A D’issue de la cascade des MAPK, ERKI1 et 2 activées vont stimuler divers facteurs de
transcription comme le complexe AP1 constitué des facteurs de transcription c-fos et c-jun (73).
Les expressions de génes sont diverses et variees mais vont généralement dans le sens de la
prolifération cellulaire, ce qui fait que la voie Ras/MAPK est a I’origine d’un grand nombre de

processus cancéreux quand son activation est incontrblée (74).

Il est important de noter que les partenaires de voies MAPK ne sont pas libres dans le
cytoplasme mais specifiquement rattaches a certains compartiments cellulaires par des protéines
de conformation (75). De plus la protéine Ras a I’origine des voies MAPK a ét¢ détectée par FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), dans 35 différents compartiments cellulaires comme

I’appareil de golgi ou encore les compartiments endosomaux (76).

GF

Transcription génique
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Figure 18 : Voie des MAP kinases : activation intranucléaire, role dans la croissance et la
différenciation (77).

2.2. Lavoie PISK/PKB

Les RTK recrutent généralement des protéines adaptatrices menant vers ce type de voie.
Par exemple les IR ou les IGF-R recrutent des adaptateurs particuliers de type IRS (Insulin
Receptor Susbtrate). La phosphorylation de ces adaptateurs permet 1’activation de la PI3K, qui va
a son tour, phosphoryler le phosphatidylinositol (PI) pour produire des seconds messagers tels que
le PIP3. Le PIP3 active diverses protéines telle que la PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-
1) a lorigine de I’activation de PKB/AKT. Ensuite, la FKHR (Forkhead homolog of
rhabdomysarcoma), la GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) ou encore mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin) sont activees. Dans la plupart des cas des phénoménes liés au métabolismecomme
la synthese de protéines, d’acides gras ou la translocation des transporteurs de glucose Glut4 sont

observés (78).

Cytoskeletal rearrangement @ Translation Apoptosis

Transformation l
Cel cycle
Celi-cycle arrest Glucose metabolism
Apoptosis
DNA repair

Figure 19 : Voie de signalisation initiée par PI-3K (79).
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3. Les inhibiteurs Tyrosines Kinases

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) constituent la deuxiéme classe de thérapies
ciblées. Contrairement aux anticorps monoclonaux qui sont des glycopeptides, injectables de haut
poids moléculaire ciblant essentiellement les domaines extracellulaires des récepteurs tyrosine
kinase (RTK). Les ITK sont des petites molécules hétérocycliques de faible poids moléculaire
(400-600 g/mol), administrées par voie orale (80). Elles diffusent a travers la membrane cellulaire
et ciblent la partie intracellulaire des récepteurs a activité tyrosine kinases et les tyrosines kinases
cytoplasmiques (81).

3.1. Meécanismes d’action des ITKs

Les inhibiteurs de tyrosine kinase traversent la membrane plasmique des cellules, par
diffusion passive (80), et se fixent de maniere compétitive (figure 22) sur les sites de liaisons de
I’ATP bloquant ainsi I’activation des sites tyrosine kinase. Par voie de conséquence, la signalisation
cellulaire en aval est interrompue, rétablissant ainsi le controle de la prolifération de la survie
cellulaire. Dans les tumeurs solides, cette inhibition de TK a des conséquences sur I’angiogenése

la diffusion meétastatique, la prolifération et I’apoptose (82).
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Figure 20 : Mode d’action des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) (82).
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3.2. Principales cibles thérapeutiques

Les principales cibles ayant abouti au développement d’inhibiteurs de tyrosine kinase sont
Ber-Abl, les récepteurs de la famille de I’Human Epidermal Growth factor receptor (HER), les
récepteurs au Platelet Derived Growth Factor (PDGFR) et au Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGFR) (82).

a) Bcr-Abl

La translocation t(9;22), ou chromosome Philadelphie (Ph), est une anomalie cytogénétique
caracteéristique détectée dans 95 % des cas de leucémie myéloide chronique (LMC)et 15 a 30% des
leucémies aigués lymphoblastiques de I’adulte (LAL) (83). Cette translocation aboutit a la
formation de 1’oncogéne Ber-Abl par fusion du géne BCR du chromosome 22 avec la tyrosine
kinase ABL du chromosome 9. Ce géne de fusion est traduit en deux formes de protéinestyrosine
kinase : p190 (Bcr-Abl) et p210 (Bcr-Abl). 1l en résulte une importante dérégulation dela
signalisation intracellulaire, avec une augmentation massive de la capacité de prolifération et de
résistance a I’induction d’apoptose des cellules souches hématopoiétiques et des progéniteurs.
L’identification de ce défaut pathogénétique moléculaire a abouti au développement d’agents
thérapeutiques, dont I’imatinib (Glivec®) est le chef de file, capables d’inhiber spécifiquement la

proteine tyrosine kinase Bcr-Abl (84).
b) Human epidermal growth factor receptors (HER)

La famille des récepteurs a I’EGF, appelée HER, comporte quatre membres: ’EGFRou
HER1, cErbB2 ou HER2, HER3 et HER4 (85). La liaison d’un ligand sur ces récepteurs est
nécessaire pour provoquer la dimérisation (homo- ou hétérodimérisation) et I’autophosphorylation
(86). Seul HER2 n’a pas besoin de ligand et est en permanence sous une forme permettant la

dimérisation.

Une fois phosphorylés, ces récepteurs activent diverses voies de signalisation
intracellulaires, dont les deux principales sont la voie Raf/Ras/sMAP Kkinase et la voie PI3
kinase/ AKT (figure 2). Cette signalisation est impliquée dans de nombreux processus néoplasiques
comme la progression dans le cycle cellulaire, I’inhibition de 1’apoptose, la motilité cellulaire,
I’invasion. Ces voies de signalisation activent également la production de VEGF, qui est 1I’élément
clé de I’induction de I’angiogenése (87). La dérégulation de la signalisation issue des récepteurs

HER est impliquée dans 1’oncogenése (88). Des mutations aboutissant & une
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activation constitutive ou a la surexpression des récepteurs sont retrouvées dans de nombreuses
formes de cancer, parmi lesquelles les cancers du sein, des poumons, des ovaires et des reins. Ces
mutations sont associées a des formes plus agressives des tumeurs (88). Des surexpressions de
I’EGFR sont retrouvées dans la majorité des cancers des poumons, de la téte et du cou, et du c6lon,
qui sont parmi les cancers les plus fréquents dans le monde. De méme, la surexpression des
récepteurs HER2 est retrouvée a une fréquence élevée et est associée a un mauvais pronostic dans
les cancers du sein et de ’ovaire. Ces éléments justifient que des efforts considérables aient été mis
en ceuvre pour développer des inhibiteurs spécifiques de ces récepteurs comme le gefitinib
(Iressa®) I’erlotinib (Tarceva®) et le tapatinib (Tyverb®) (82).
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Figure 21 : Voies de signalisation en aval des récepteurs de la famille des HER (82).
c) Vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)

L’angiogenése est un processus complexe qui survient dans de nombreux états
physiologiques et physiopathologiques. Elle consiste en un remodelage d’un réseau vasculaire
primitif (89, 90). Le VEGF en est I’élément clé. 11 est sécrété par la plupart des tumeurs solides et
le stroma en situation d’hypoxie. Il est hautement spécifique vis-a-vis de 1’endothélium vasculaire
et régule a la fois la prolifération et la perméabilité vasculaires. Un niveau excessif de VEGF est
corrélé a une densité microvasculaire accrue et représente un facteur de mauvais pronostic, avec

des rechutes plus fréguentes et une survie moindre (91).
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Il'y a six ligands différents pour le VEGFR, notés de VEGF-A a VEGF-E et facteurs de
croissance placentaire. Les ligands se fixent spécifiquement sur des récepteurs situés sur les cellules
endothéliales, principalement le VEGFR-2 (FLK-1/KDR) mais aussi le VEGFR-1 (FLT- 1) et le
VEGFR-3. La liaison du VEGF-A au VEGFR-1 provoque la migration des cellules endothéliales.
L’activation du VEGFR-2 provoque la prolifération des cellules endothéliales, leurperméabilité et
leur survie. Le VEGFR-3 est, quant a lui, impliqué plus probablement dans la lymphangiogenése.
La liaison du VEGF au VEGFR-2 induit I’activation et I’autophosphorylationdes domaines
tyrosine kinase intracellulaires et déclenche la signalisation cellulaire en cascade. Ainsi, le
développement de molécules destinées a bloquer I’activation des VEGFR permet de controler

I’angiogeneése et, par voie de conséquence, la prolifération tumorale (91, 92).
d) Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR)

Le PDGFR est un récepteur tyrosine kinase membranaire dont I’activation par le PDGF
stimule de nombreuses fonctions cellulaires, parmi lesquelles la croissance, la prolifération et la
différenciation (93). Il existe deux types de PDGFR, notés PDGFRa et PDGFRp. Leur activation
aboutit a la transformation cellulaire et a la génération d’un signal mitotique. Les deux types de
récepteurs sont fréquemment surexprimés dans de nombreuses tumeurs solides mais également
dans le stroma (93). Ces caractéristiques font du PDGFR une cible importante pour le

développement d’agents thérapeutiques spécifiques.

e) Le facteur de transition mésenchymal-épithélial (c-Met)

Le facteur de transition mésenchymal-épithélial (c-Met) est un membre de la famille des
récepteurs a tyrosine kinase (RTK). Il est codé par le proto-oncogene MET qui a été identifié dans
une lignée cellulaire d'ostéosarcome humain en 1984 (94). Néanmoins, I'expression de MET a été
observée dans les cellules endothéliales, les cellules hématopoiétiques, les hépatocytes et les
cellules neurales (95). MET est un hétérodimere avec une sous —unité a extracellulaire liée par un
pont disulfure & une sous-unité B transmembranaire. La région extracellulaire de MET contient

plusieurs domaines structurels et fonctionnels (96).

Lorsque le c-Met se lie a son ligand, le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) active
un large éventail de voies de signalisation cellulaire différentes, y compris celles impliquées dans
la prolifération, la motilité, la migration et I'invasion (94). Cette activation de c- Met entraine la

dimérisation du récepteur et une autophosphorylation des résidus tyrosine en




PROTEINES KINASES ET LEURS INHIBITEURS

position 1234 et 1235. Le c-Met phosphorylées favorisent I'activation des voies de signalisation
en aval telles que les voies de signalisation PI3K/Akt, RassMAPK et c-Src (97). La voie de
signalisation c-Met/HGF joue un r6le significatif dans la prolifération cellulaire, la mortalité, la
survie, la morphogenése de la réparation des tissus, la cicatrisation des plaies et la régénération du
foie (97). Bien que ces activités soient essentielles au développement des cellules de mammiferes,
elles sont également liées a la progression du cancer, comme l'invasion, la prolifération et le

développement des cellules (98).
3.3.  Stratégie multicible

Une des caractéristiques notables des TKI est leur absence de spécificité absolue vis-a-vis
d’une cible, car les structures des sites actifs des récepteurs a tyrosine kinase sont trés proches les
unes des autres. Cette absence de spécificité peut étre utilisée pour des ciblages multiples comme
pour les TKI ciblant la grande famille HER. La majorité des TKI sont multicibles (99).

Les inhibiteurs de kinase agissent selon un mode compétitif avec I’ATP pour bloquer la
phosphorylation des sites tyrosine kinase intracellulaires. Leur spécificité est directement liée a leur
affinité pour une protéine cible prédéfinie. C’est pourquoi la plupart des inhibiteurs de tyrosine
kinase sont capables de bloquer, a des degrés différents, plusieurs protéines cibles (100). C’est
¢galement en jouant sur ce parametre que la synthése de composés capables d’inhiber la
phosphorylation de plusieurs protéines cibles a été envisagee et a abouti au développement de
molécules capables d’interagir avec plusieurs protéines tyrosine kinase, qu’elles soient directement
apparentées, comme par exemple plusieurs types de récepteurs de la méme famille, ou non. Cette
approche permet d’envisager, avec une seule molécule thérapeutique, de bloquer dans un premier
cas toute possibilité d’échappement par le recrutement de voies de signalisation annexes. C’est, par
exemple, le concept a la base du développement du lapatinib (Tyverb®). Dans un second cas, une
stratégiec multicible permet d’inhiber plusieurs processus impliqués dans le développement
tumoral. Ainsi, par exemple, pouvons-nous disposer actuellement d’inhibiteurs de tyrosine kinase
dirigés contre les récepteurs a ’EGF et les récepteurs au VEGF, comme le vandetanib (ZD6474),
qui renforce par ses effets anti-angiogéniques 1’efficacité d’un traitement anti-EGFR. Parmi les
TKI a cible unique, il y a les inhibiteurs du récepteur a 'EGF (géfitinib, erlotinib). Leur affinité
pour ’EGFR est prépondérante par rapport aux autres cibles HER (101).
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3.4. Médicaments inhibiteurs des tyrosines kinases

A ce jour une quinzaine de kinases sont des cibles principales de médicament qui sont en
vente sur le marché. Et plus de cent quarante (102) kinases sont les cibles de molécules entre la
phase préclinique et la phase clinique 3 (103), comme il est présenté dans la figure 22. Onze (11)
inhibiteurs de Kkinases sont actuellement commercialisés: 1’imatinib, erlotinib(Tarceva®),
FasudilR, sorafenib(Nexavar®), gefitinib(Iressa®), rapamycine(Rapamune®),
sunitinib(Sutent®), dasatinib(Sprycel®), lapatinib(Tykerb®), nilotinib(Tasigna®), et son
analogue tensirolimus(Torisel®) (104) (105). Alors que plus d’une centaine d’inhibiteurs sont
actuellement en phases de développement clinique 1 a 3. La figure 23 montre la chronologie des

découvertes des proteines kinases et du développement d’inhibiteurs.
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Figure 22 : La distribution de molécules administrables oralement, ciblant des protéines kinases

dans les différentes étapes de développement d’un médicament (44).
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A

| S'S == « 2011: 1* inhibiteur covalent de kinase en phase 3, I’afatinib ou BIBW-2992_ développé par Boehringer

o Ingelhein, ciblant la kinase EGFR. impliqué dans le cancer NSCL.
¢ ' - 2010: 11 inhibiteurs de kinases sur le marché, plus de 100 molécules en développement clinique.
§ * 2002: 518 Kinase humaines recencés, selon des analyses de séquences.
e = 2001: autorisation de mise sur le marché accordée a I'imatinib, ou Gleevec®.
* 2000: 2émé structure en conformation DFG out, de la kinase ABL avec I’inhibiteur de type II imatinib.

‘ * 1994: lere structure en conformation DFG out, de la kinase INSR.
§ * 1993: lere structure en conformation C-helix out, de la kinase CDK2
* 1992: 1+ inhibiteur de kinase, I’imatinib, ciblant la kinase ABL, développé par Novartis
= 1991: 1ére structure en conformation active, de la kinase cAPK
* 1990: Mise en évidence de la responsabilité de I’activité tyrosine kinase du géne de fusion BCR-ABL dans la

< proliferation de la CML
=
2 * 1970: 2eme Kinase découverte, cAPK, responsable de la 1*** Kinase découverte
phosphorylation
y N
g
- * 1950: 1= Kinase découverte, la phosphorylase kinase, responsable de la phosphorylation de la
glycogéne synthase.

19ém siccle

* Découverte des phosphoprotéines

Figure 23 : La chronologie des découvertes importantes sur les protéines kinases et le

développement d’inhibiteurs (44).
a) L’imatinib : Glivec®

L’imatinib est un inhibiteur compétitif trés puissant et sélectif des tyrosines kinases BcrAbl
in vitro et in vivo (106). C’est le premier médicament anticancéreux de la catégorie des anti-
tyrosines kinases (107). 1l est indiqué dans le traitement des patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC) a chromosome Philadelphie positif (Ph+) nouvellement diagnostiquée ou en
phase chronique aprés échec du traitement par I’interféron alpha, ou en phaseaccélérée ou en crise
blastique (81). Le produit inhibe sélectivement la prolifération et induit une apoptose dans les
lignées cellulaires Bcr-Abl positives ainsi que dans les cellules leucémiques fraiches provenant de

patients atteints de LMC ou de leucémie aigué lymphoblastique (LAL) Ph+.

L’imatinib est également un inhibiteur des tyrosines kinases du PDGFR et de c-Kkit, et il
inhibe les processus cellulaires contrélés par le PDGF et le stem cell factor (SCF). In vitro,
I’imatinib inhibe la prolifération et induit une apoptose des cellules de tumeur stromale gastro-

intestinale (GIST), qui expriment une mutation activatrice de kit 1 (108).
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b) Dasatinib : Sprycel®

Le DASATINIB est un dérive pyrimidinique, qui a un mécanisme d'action semblable a celui
de I'imatinib, il inhibe l'activité de la kinase BCR-ABL, des kinases de la famille SRC, d'un certain
nombre d'autres kinases oncogenes sélectives dont le c-KIT, des récepteurs de I'éphrine (EPH), et
du récepteur  du PDGF. Dasatinib est un inhibiteur puissant de la kinase BCR-ABL agissant a des
concentrations sub-nanomolaires de 0,6-0,8 nM. Il se lie aussi bien & la forme active qu’a la forme
inactive de I'enzyme BCR-ABL. Son intérét clinique est d'étre efficace dans certaines formes de
leucémies résistantes a I'imatinib (109).

c) Erlotinib : Tarceva®

L’erlotinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase du récepteur du facteur de croissance
épidermique humain de type 1, ’epidermal growth factor receptor (EGFR), également connu
comme HER1 (110, 111). Il est indiqué dans le traitement des formes localement avancées ou
métastatiques du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) aprés échec d’au moins une

ligne de chimiothérapie.
d) Sunitinib : Sutent®

Le sunitinib est un inhibiteur de tyrosine kinase multicible pourvu d’activités antitumorale
et antiangiogénique. Le sunitinib est un inhibiteur puissant de la phosphorylation des récepteurs au
VEGF (VEGFR1 et VEGFR?2) et du récepteur FLT3 ainsi que de la kinase c-KIT et des récepteurs
au PDGF alpha et béta (PDGFRa et PDGFRp). Il est indiqué dans le traitement des tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST), en cas d’intolérance ou de résistance a un traitement bien
conduit par I’'imatinib. Chez les patients n’ayant pas répondu a I’imatinib a la posologie habituelle
de 400 mg par jour, des réponses ont été obtenues en augmentant la posologie journaliére jusqu’a
800 mg. Le sunitinib est également indiqué dans les cancers du rein métastatiques aprés échec d’un
traitement a base de cytokine (112).
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CHAPITRE Il

Généralités sur la Modélisation Moléculaire
Ne te demande pas ou la route va te conduire. Concentre-toi sur le premier pas.

C’est le plus difficile a faire.

-Shams Tabrizi-



GENERALITES SUR LA MODELISATION MOLECULAIRE

1. Introduction

Le médicament fait I’objet d’un cycle de vie extrémement long et fastidieux, passant
par plusieurs étapes réglementées permettant d’assurer sa qualité, sa sécurité et son efficacité

aupres des patients situés en fin de chaine (113).

Les scientifiques ont historiqguement découvert de nouveaux médicaments en copiant
ou en s’inspirant de la nature (le cas, par exemple, de la quinine ou des salicylates) ou par
sérendipité (1'un des exemples les plus connus étant celle de la pénicilline ou du sildénafil). La
pharmacologie empirique occupa ensuite une place importante dans la découverte de nouveaux
médicaments : 1’utilisation des substances issues de chimiothéques sur des cellules ou des
organismes dans ’espoir d’y observer un quelconque effet thérapeutique fut 1’une des maniéres

de proceder des plus répandues a I’époque (113).

Récemment, La recherche de candidats médicaments s’oriente vers une étude du

potentiel de la diversité chimique disponible, dans des banques ou librairies de molécules
(chémotheques). Cette approche moderne est basée principalement sur des techniques dites
chémo-informatique, discipline et outils de recherche, d’exploitation et de description de la
relation entre la structure et les proprietes biopharmaceutiques et pharmacologiques (114). Ce
processus est appelé Drug Design Rationnel ou conception du médicament et peut étre défini
par un ensemble de processus inventifs capables de trouver de nouveaux médicaments basées
sur les connaissances de cibles biologiques. 11 peut étre exploré par la modélisation moléculaire

et la conception de nouvelles molécules a 1’aide des outils informatiques.
I1. La modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est la description des molécules et de leurs interactions
dans I’espace a I’aide de calculs. Pour chaque structure, on peut calculer une énergie et la
structure moléculaire la plus probable correspond a celle ayant ’énergie potentielle la plus
basse. Les méthodes de calculs utilisées peuvent étre classées en deux groupes selon la molécule
étudiee (115):

o la mécanique quantique, qui permet une description relativement précise des
systéemes de petites tailles (environ 100 atomes) tels que les molécules organiques.
C’est I’étude de la structure électronique, de la liaison et réactivité chimique. Elle est
basée sur la résolution de 1’équation de Schrodinger, une équation différentielle

fonction des coordonnés électroniques du systeme (115).
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o La mécanique moléculaire, qui permet une description plus approximative des
systemes de grandes tailles (plus de 1000 atomes) telles que, les protéines, 1’ADN,
I’ARN et bien d’autres. Ici, le systéme est simplifié. On assimile les atomes a des
spheres chargées, les liaisons covalentes a des ressorts et 1’énergie potentielle du

systeme est donnée & travers I’expression d’un champ de force (115).

I1l. La Mécanique Quantique (MQ)

La chimie quantique est une branche de la chimie théorique (116), qui applique les
notions de la mécanique quantique aux systemes moléculaires afin d’étudier les propriétés et
les processus chimiques (117). Le comportement électronique et nucléaire d’une molécule est
responsable de ces propriétés chimiques (118). Il ne peut étre entierement décrit qu'a partir de
I'équation quantique du mouvement (équation de Schrédinger) (119) et d'autres hypotheéses de
base de la mécanique quantique (120). Cette nécessité a favorisé le développement de concepts
(en particulier les orbitales moléculaires) et d’autres méthodes de calcul numérique (121), ces
outils ont permis a la chimie moderne de faire des progres importants dans la compréhension

des phénomenes (122).

En 1925, le physicien autrichien Erwin Schrédinger a établi une équation (ci-apres
dénommée « Equation de Schrodinger ») dont la résolution peut déterminer la fonction d'onde

du systéme a I'étude. Cette équation constitue I'nypothese de base de la chimie quantique (123).
1. L’équation de Schrodinger

Pour un systéeme avec N particules qui évoluent dans le temps, il faut utiliser la formule

suivante pour déterminer la fonction d'onde ¥ (r-, t) (124) :

AW (5 t) = in 200
Jat
C'est ce qu'on appelle I'équation de Schrodinger dépendante du temps. La fonction
d’onde est également appelée fonction d’onde dépendante du temps. Dans cette équation, r-
définit les coordonnées spatiales de toutes les particules du systéme, et H représente
I'hnamiltonien du systeme étudié (lié a I'énergie totale) (125). Il s'agit de la somme de I'énergie

cinétique et des opérateurs énergétiques potentiels.
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IV. La Mécanique Moléculaire (MM)

Les méthodes de modélisation moléculaire basées sur la mécanique quantique
présentent un inconvénient majeur : le temps de calcul est tres colteux, elle ne convient donc
gu'aux systemes moléculaires a contraintes de taille. Enfin, le temps nécessaire pour traiter le
systeme par la méthode ab-initio est approximativement proportionnel a la quatriéme puissance
du nombre d'électrons qu'il contient, car la mécanique moléculaire ne considere queles positions

atomiques dans I'énergie du systéme (126).

Le terme « mecanique moléculaire » est actuellement une méthode de calcul largement
utilisée qui permet d'obtenir des resultats de géométrie moléculaire et d'énergie basés sur la
mécanique classique. L'idée de base de cette méthode a été proposée par Andrews en 1930, dans
laquelle une forme simple et facile a calculer peut étre utilisée pour écrire les forces qui
contrélent I'interaction entre les atomes liés et non liés (127). En 1956, grace au développement
des ordinateurs, Westheimer a terminé avec succes le premier calcul de mécanique moléculaire
(128). Par la suite, Hendrickson, Schleier et Allinger (129) ont fait desprogrés importants. Ce
concept a été mis en avant lorsque les gens avaient déja reconnu la théorie quantique des liaisons
chimiques, et lorsque l'ordinateur a effectué le premier calcul quantique des molécules
organiques. La mécanique moléculaire n'est pas donc une méthode de chimistes théoriciens,
mais développée par une communauté de spectroscopistes. A cette époque, les gens se sont
rendu compte que la fréquence d'absorption IR peut correspondre a lavibration d’une liaison

d’une molécule (130).

Les chimistes peuvent utiliser la mécanique moléculaire (parfois appelée « calculs de
champ de force ») pour étudier la structure 3D des molécules et les propriétés physicochimiques
associées. Il s'agit d'une méthode non quantique obtenue en adaptant les résultats expérimentaux
a des fonctions mathématiques simples. En particulier, la mécanique moléculaire peut étudier
un large éventail de propriétés, qui décrivent une série d'énergies expliquant les interactions
intramoléculaires et intermoléculaires (131). Pour chaque contribution, lorsqu'une variable (par
exemple, longueur de liaison ou angle de valence) s'écarte de sa valeur de référence, une
pénalité énergétique sera imposée. Ces variables de calcul sont les coordonnées internes du
systeme : longueurs des liaisons, angles de valence, angles diédre et distances entre les atomes

non liés.

Chaque coordonnée est définie par la disposition des atomes, et la fonction d'énergie

apportée par chaque écart déterminé dépend de la distance ou de I'angle (132). Les calculs de




mécanique moléculaire conduisent a la disposition des atomes de maniére & minimiser la
somme de toutes les contributions énergétiques, et les résultats concernent principalement la

géométrie et I'énergie du systéme (133).

La mécanique moléculaire est une méthode empirique dans laquelle les atomes (noyaux)
sont représentés par des masses ou des sphéres et sont liés par des ressorts de différentes forces.
Les valeurs de ces forces sont obtenues par la méthode ab-initio, ou par desdonnées
expérimentales de spectroscopie vibrationnelle ou de diffraction des rayons X. En calculant
toutes ces forces, I'énergie moléculaire peut étre obtenue et la structure tridimensionnelle peut

étre determinée (134).

oo~ Ao

el R

Figure 24: Représentation mécanique d’une structure moléculaire (135).

L'idée principale de cette méthode est d'établir un modéle mathématique “champ de
force™ en sélectionnant la fonction d'énergie et ses parametres contenus (136). Ce champ de
force représente autant que possible le changement d'énergie potentielle avec la géométrie
moléculaire. Le modéle dépend étroitement des propriétés expérimentales retenues : la
géométrie de I'entité moléculaire, la chaleur de la formation, la fréquence de vibration et méme
la réactivité (137).

1. Champ de force

Le champ de force est une expression empruntée a la spectroscopie vibrationnelle par la
mécanique moléculaire (136). En modifiant Iégerement sa signification, il se divise en deux
éléments sous ce terme : d'une part, il exprime les différentes fonctions qui contribuent au calcul
de I'énergie, et d'autre part, la paramétrisation des valeurs des différentes constantes de ces
fonctions. Ces valeurs sont identifiés a partir de données expérimentales (infrarouge, micro-

ondes, etc.), ou évalués théoriqguement (138).

Par conséquent, [I'‘énergie totale du systéme est une énergie potentielle

multidimensionnelle, qui décrit des interactions intramoléculaires ou des interactions liantes
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(impliquant des atomes connectés par des liaisons dominantes) et des interactions
intermoléculaires ou des interactions non liées (impliquant des interactions sans liaisons
explicites) (139):

E totale = E liante + E non-liante

L'amélioration du champ de force, le modéle de systeme réel, est le principal défi de
la technologie de simulation moléculaire pour prédire avec succés et avec précision les

caracteéristiques et le comportement de systemes de plus en plus complexes.
2. Fonction d’énergie potentielle

La fonction d'énergie potentielle d’un systéme est représentée comme une hypersurface
a 3 dimensions. Elle est définie empiriquement comme étant la somme des différentes
contributions traduisant les interactions physiques inter et intramoléculaires du systeme étudié.
En d’autres termes, la fonction d’énergie potentielle, associée a un jeu de parametres qui lui est

propre, constitue ce qu’on appelle un champ de force (140).

La fonction d’énergie potentielle peut étre décomposée en la somme des potentiels qui
régissent I’interaction entre atomes liés et les atomes non-liés. Elle a, par exemple, pour

expression genérale :

rJ = Z i.?.'u..l:"h +z I;:’if.'l.'.l + Z !:.n'.'l.\.n"'l.'.'u + ZII:.l'..'u.'.'w|r||..'.v.-.-,'."1'.-. + Z i.’n.'ll' +Z i:.‘.n.'.'.-.ua.'..'.'lu_.;x
¥oon crvatern

'!..«.Lrl.

3. Expressions des énergies d’interactions

3.1. Energie d’interaction entre atomes liés

Combinez le groupe énergétique (E iiante) par un, deux ou trois atomes liés de maniere covalente

ensemble, et il se décompose en plusieurs eléments (141) :
E liante = E tiaison + E flexion + E torsion
Avec :

o  E iiaisons : €nergie d’¢longation de liaison (stretching) ;
o E fiexions : déformation des angles de valence (flexion) ;
o E torsion : €nergie de torsion.
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3.2. Energie d’interaction entre atomes non lies

L'énergie non liante peut également étre divisée en plusieurs termes (142):
E non-liante = E électrostatique + Eww+E hydrogéne
Avec :

E électrostatique - énergie d’interaction éIeCtrOStathue ;
E vaw : énergie d’interaction de Van der Waals ;
E hydrogene : €nergie de liaison hydrogéne.

La figure suivante montre les différentes formes d’énergies d’un champ de force, ou les
atomes sont représentés par des spheres et sont liés par des traits. Certains champs de forcesont
différents en raison du nombre de termes présents dans 1’équation. Ces termes augmentent

généralement avec la complexité du champ de force (143).

Torsion

élongation des
liaisons (stretching)

déeformation des
angles de valence
(flexion)

Interactions non-liantes

Figure 25: Décomposition énergétique classique d'un champ de force (144).

4. Quelques champs de force

Dans la littérature, il existe plusieurs champs de force exprimés en termes d'énergie
moléculaire, et les domaines d'application se distinguent des termes existant dans les propriétés

que nous souhaitons étudier. 11 existe plusieurs champs de forces classiques :

Il existe plusieurs champs de forces classiques :
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o MM2/MM3 /MM4 MM2 : est le premier champ de force développé par Allinger et
al. Au début, il a été congu pour des molécules simples, puis développé par des versions
améliorées de MM3 (1989) et MM4 (1996) pour traiter des molécules plus
complexes (145).

O OPLS: Le programme OPLS (Optimal Potential for Liquid Simulation) développé par
Jorgensen et Rives permet de calculer les propriétés de solvatation des liquides (146).

O GROMOS : (Groningen Molecular Simulation Program Package) a été développé par
Gusteren pour étudier l'interaction entre les groupements polaires de protéines et les
molécules d'eau (147).

O CHARM (Bio+) : Développé par Karplus et al, 11 est utilisé pour calculer les propriétés
des biomolécules. Premierement, ce champ de force est développé pour les acides
aminés et les protéines. Désormais, il peut gérer toutes les biomolécules (148).

O AMBER : (Assisted Model Building with Energy Refinement) Ecrit par Kollman, ce
champ est largement utilisé dans la recherche de protéines et d'acides nucléiques, puis
utilisé dans la recherche de polymeéres et autres petites molécules (149).

O SPASIBA : (Spectroscopic Potential Algorithm for Simulating bimolecular
Conformational Adaptability), développé en 1995 par Vergoten et al. (150). Il s'agit
d'une combinaison de deux champs de force : AMBRE et champ de force spectrale
Urey-Bradly-Shimanouchi. 1l est utilisé pour la conception structurelle, le calcul de la
fréquence d'énergie et des vibrations.

O EMO : Le programme EMO (Energy of Molecule) a été développé par Blaive et est
basé sur I'ancien champ de force (MM2) : il aide a la conception et aux opérations
géométriques des molécules, ainsi qu'au calcul de leur énergie (151).

Et d’autres champs de forces développés récemment

O COMPASS : (Condensed-phase Optimized Molecular Potentials for Atomistic
Simulation Studies) (152) est le premier champ de force qui a été paramétre et validé en
utilisant des propriétés de phase condensée en plus de données diverses et
empiriques pour les molécules isolées (153). Par conséquent, ce champ de forcepermet
une prédiction précise et simultanée des propriétés structurelles,conformationnelles,
vibrationnelles et thermo-physiques pour une large gamme de molécules isolées et en

phases condensées (154).
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O DREIDING : Le champ de force DREIDING a été congu pour prédire les structures
et la dynamique des molécules organiques, inorganiques et biologiques (155).

O CVFF : (Consistent Valence Force Field) a été paramétré en vue de simuler les
structures protéiques (156).

5. Principe de minimisation d’énergie

La mécanique moléculaire vise a trouver la valeur minimale de la fonction d'énergie E,
de sorte que I'énergie ait un minimum global. Par conséquent, il est nécessaire de couvrir tout
l'espace des variables indépendantes. Compte tenu du grand nombre de variables

indépendantes, cela est impossible (157).

La minimisation de 1’énergie potentielle est I’'une des méthodes les plus couramment
employées pour optimiser la structure des biomolécules. Cette opération peut étre utile afin de
relaxer la structure initiale de la molécule (en éliminant les mauvais contacts atomiques) et de
rechercher une géométrie de basse énergie, correspondant a un état stable du systeme. La
minimisation de 1’énergie potentielle trouve ainsi son application dans les protocoles de
raffinement de structures moléculaires obtenues expérimentalement (RMN ou RX) et dans
I’optimisation de la structure de biomolécules en préalable a une simulation de dynamique

moléculaire.

Toutes les méthodes de minimisation ne permettent de trouver que des minimums
locaux, et la surface d'énergie pour ces multiples variables est trés robuste. Par conséquent, la
structure trouvée par minimisation d'énergie est toujours relativement proche de la structure de
départ (158).

La minimisation de la fonction énergie s’effectue par une dérivation de I’équation de
I’énergie de la molécule par rapport a chacun des degrés de liberté de la molécule (159), et en

cherchant le lieu ou les dérivés s’annulent simultanément.

Le nom d’"hypersurface" est employé pour représenter I'énergie potentielle du systéme
étudié par un espace dans lequel les positions atomiques sont des variables. Le probléme
consiste a trouver les coordonnées des atomes qui permettent de minimiser la fonction d’énergie
potentielle du systéme étudié. La solution & ce probléme est loin d’étre triviale car le nombre
important de degrés de liberté fait fluctuer le systéme autour d'un ensemble de conformations

stables correspondant a différents minima sur I’hypersurface d’énergie
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potentielle. L’état de plus basse énergie, sur I’ensemble de I’hypersurface de potentiel, est

appelé minimum global, par opposition aux minima locaux.

A ® Conformation aprés minimisation

'go % Conformation imtiale
Epi

%

Minimum local

>

Numéro de la conformation

Minimum global

Figure 26: Repréesentation de conformations initiales et finales sur une hypersurface d'énergie
potentielle (159).

Les différentes méthodes de minimisation les plus utilisées sont :

o La methode de la plus grande pente appelée aussi "steepest descent™ (160) ;
o La méthode du gradient conjugué (161) ;
o La méthode de Newton Raphson (162).

En tenant compte des avantages et des limites de chaque méthode, différentes méthodes
de minimisation d'énergie sont généralement combinées afin d'utiliser leur vitesse de
convergence et leur précision dans leurs domaines d'application (163). Par conséquent, en
mécanique moléculaire, la minimisation de la structure moléculaire met généralement en ceuvre
le type de calcul « steepest descent », permettant une convergence rapide vers I'énergie
minimale la plus proche, puis effectuant des calculs de type Newton-Raphson ou gradient

conjugué, permettant une convergence précise vers ce minimum (164).
V. Méthodes de la Modélisation Moléculaire

La Modélisation Moléculaire basée sur la structure des récepteurs est la premiere voie
de conception de molécules bioactives. Cette approche est fondée sur 1’utilisation de la structure
3D de la protéine cible. Plusieurs structures de protéines sont disponibles dans la Protein Data

Bank. Cependant plusieurs familles ne sont pas représentées. Et en 1’absence
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d’une structure 3D pour certaines protéines, il est donc légitime de tenter d’en construire un
model par les techniques de construction par homologie, et de déterminer I'énergie de leurs
entités moléculaires. Les méthodes de prédiction de la structure tridimensionnelle des protéines

sont classées en trois catégories (165):

o Les méthodes de reconnaissance de repliement (ou d’enfilage, «threading») ;
o Les méthodes de novo et ab initio ;
o La modélisation par homologie (ou modélisation comparative).

Le choix de la méthode est fonction des informations disponibles pour la réalisation du
modele. Le facteur le plus déterminant dépend de I’existence ou non dans la PDB d’une
structure protéique résolue de séquence similaire a celle de la protéine & modéliser et du taux
d’identité de séquence entre ces protéines. L’idée sous-jacente est I’identification de protéines
homologues ayant conservé une structure proche de la séquence cible malgré une divergence

des séquences due au processus d’évolution moléculaire (165).

La Figure 28 résume les taux d’identité de séquence requis entre la séquence cible et la
(ou les) protéine(s) servant de modele(s) pour chacune des catégories des meéthodes de
modélisation. Le niveau de résolution obtenu ainsi que les applications possibles des modeles

sont également indiqués (165).
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Figure 27: Méthodes de détermination de la structure 3D des protéines : identités de séquence

requises avec les structures supports, niveaux de résolution et applications (165).

1. Meéthodes de reconnaissance de repliement «Threading»

Elle est utilisée comme méthode alternative a la modélisation par homologie lorsque le
taux d’identité de la protéine a structure inconnue avec les séquences disponible dans la PDB
est entre 15% et 30%. Elle a comme principe d’identifier parmi les repliements connus celui
que pourrait contenir la séquence cible, en calculant un score de compatibilité afin de
déterminer la meilleure hypothese. Les difficultés de ces méthodes résident aussi bien dans
I’alignement séquence-structure que dans I’évaluation des différents modeles potentiels. A cet
effet, elles sont devenues de moins en moins compétitives avec les méthodes ab initio et de
novo (166).
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2. Méthodes ab initio et de novo

Les méthodes ab initio visent a prédire la structure d’une protéine a partir de la seule
connaissance de sa sequence en acides aminés. Cet objectif est un défi scientifique majeur.
Cependant, dans le contexte des projets de séquencage a grande échelle générant un grand
nombre de séquences sans aucune structure homologue connue, le développement de ces
approches est particulierement pertinent. Deux types de méthodes sont a distinguer : les
méthodes ab initio « pures » et les méthodes de novo.

O Les méthodes ab initio « pures » : reposent uniquement sur les propriétés
physicochimiques des protéines et sur la recherche de la structure de plus basseénergie
parmi I’ensemble des structures possibles. Les méthodes les plus récentes
utilisent une approche hiérarchique comme dans ASTRO-FOLD dans laquelle les
hélices sont prédites en premier, puis les brins et la topologie globale des feuillets. Les
boucles sont modélisées a part. L’ensemble des contraintes issues de ces prédictions
isolées sont enfin utilisées pour la prédiction d’une structure 3D (167). Ces méthodes
nécessitent une exploration de I’espace conformationnel trés importante. Elles restent
donc pour le moment applicables uniquement a de petites protéines de moins d’une
centaine de résidus.

o Les méthodes dites de novo : exploitent les informations obtenues de I’analyse des
structures tridimensionnelles connues. Actuellement, les approches les plus
performantes sont les méthodes d’assemblage de fragments (166). Ces méthodes
reposent sur I’hypotheése selon laquelle, méme si nous n’avons pas encore observé tous
les repliements possibles, nous avons probablement vu presque toutes les sous-
structures. Etant donné que la relation séquence-structure n’est pas suffisamment forte
pour déterminer avec certitude la structure de fragments de séquence, la premiére étape
consiste a réduire le nombre de conformations possibles pour un segment de séquence
donné. Ces conformations sont extraites d’'une banque des structures locales connues.
Les fragments prédits sont ensuite assemblés pour générer de nombreux modeles 3D
possibles. L’exploration de I’espace conformationnel est beaucoup plus rapide que pour
des méthodes ab initio pures grace aux contraintes locales imposées par les fragments
prédits. Le défi réside ensuite dans la sélection du modele le plus pertinent grace a une
fonction d’énergie appropriée. La méthode remportant le plus de succes depuis

plusieurs années est ROSETTA développée par le groupe de Baker
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(168). Les auteurs consideérent des fragments de 3 a 9 résidus de long et réalisent une
exploration conformationnelle trés large grace a de trés fortes capacités de calculs.

3. Modélisation par homologie

La mod¢élisation par homologie requiert 1’existence d’une protéine de structure connue
présentant plus de 30% d’identité de séquence avec la protéine a modéliser (169). Cette structure
servira de structure de référence. Elle est utilisée pour déterminer ’espace de conformation
d’une structure inconnue a partir d’autres structures résolues expérimentalement. Elle est basée
essentiellement sur le fait que la conformation structurelle d'une protéine est plus fortement
conservée que sa sequence primaire d'acides aminés (170), etqu’un faible changement de la

séquence n’entraine qu’une faible variation de sa structure 3D (171).

La modélisation par homologie est une méthode qui est fondée sur des données réelles
(bonne résolution, quantité des protéines résolues dans PDB). Elle est la succession de
différentes étapes (172) qui peuvent étre répétées jusqu’a 1’obtention du modele approprié. Elle
intervient dans plusieurs domaines, en particulier en biologie moléculaire. En effet cette
méthode peut suggérer des hypothéses sur la conception du médicament (173), permet en plus
de l'annotation des fonctions (174), la determination de la spécificité du substrat (175) et

I’identification du site de liaison du ligand (176).

En générale, la modélisation par homologie ne donne qu’une idée structurel sur la
proteine, tandis que sa qualité dépende aussi bien de la similarité et de sa séquence d’acide
aminé avec celle du modele (177), ainsi que du pourcentage d’identité de leurs séquences
(modele, cible). La modélisation par ordinateur d'une molécule implique une présentation
graphique de la configuration et de la géométrie de ses atomes, suivie de l'application d'une
méthode théorique (178).

Le logiciel le plus largement utilisé de nos jours est Modeller crée par Sali et Blundell

en 1993 (179). La modélisation se fait en plusieurs étapes :

o lasélection de la structure de référence la plus pertinente biologiquement,

o I’alignement des séquences de la protéine cible et du support,

o laconstruction du modéle a proprement parlé en s’appuyant sur les régions conserveées.
Dans un second temps, les régions moins conservées, notamment les boucles, sont
modélisées et les chaines latérales positionnées. Le modele doit ensuite
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étre raffiné et validé en fonction des connaissances et notamment de données

expérimentales non utilisées pour sa construction.

4. Evaluation des méthodes et des modeles

L’évaluation et la comparaison des différentes méthodes de prédiction est une tache
ardue. Ainsi, tous les deux ans, la communauté se réunie pour une compétition nommée CASP
(Critical Assessment of Structure Prediction). Les méthodes participantes sont comparées sur
un méme jeu de protéines et avec des critéres identiques. Les structures protéiques a prédire
Etudes Bioinformatiques structurales des protéines 71 ont été déterminéesexpérimentalement
trés récemment et ne sont pas encore déposées dans la PDB ou publiées (169).

L’évaluation des performances des méthodes est réalisée en comparant les modeles aux
structures 3D obtenues expérimentalement. Le choix d’un critére mesurant la similitude ou
distance entre ces deux structures n’est pas trivial. Classiquement, le critére utilisé est 1’écart
quadratiqgue moyen (Root Mean Square Deviation ou RMSD en anglais). Il correspond a la
distance euclidienne entre les coordonnées des atomes des deux structures aprés superposition
optimale (169):

RMSD =V 3V (5 — 1)’
N =1 i i

Avec s et t les deux structures comparées, N le nombre total d’atomes comparés, ri*et rit

les coordonnées de I’atome i des structures s et t respectivement. Le RMSD est souvent calculé
uniquement sur les atomes du squelette polypeptidique voire seulement sur les Ca. La limitation
principale de cette mesure est sa dépendance vis-a-vis de I’alignement initial des structures a
comparer. En effet, I’alignement des structures 3D protéiques est encore actuellement un champ
de recherche a part entiére et devient un probleme difficile si les structures different
significativement. Ainsi, d’autres critéres peuvent étre utilisés. A CASP notamment, le
GDT_TS (Global Distance Test Total Score) est privilégié. 1l repose sur différents seuils de
distance entre Ca et identifie le plus grand ensemble de résidus pouvant étre alignés a la

structure de référence en considérant un seuil donné (180).
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V1. Molécules sur mesure : Criblage Virtuel « in silico », Méthodes et alternatives
1. Généralités

Le criblage virtuel, analogue in silico de I'HTS, peut schématiquement étre assimilé a
un entonnoir dans lequel on verse un grand nombre (généralement entre cent mille et dix
millions) de composés, constituant la chimiothéque a cribler, pour obtenir, & l'aide d'un
algorithme de criblage, un plus faible nombre (quelques dizaines a quelques milliers) de

composés qui seront ensuite testés expérimentalement (181).

Le réle des méthodes de criblage est donc d'éliminer les composes supposés inactifsou
les molécules indésirables tout en priorisant les composés les plus susceptibles d'étre actifs.
Cependant, trés souvent, la liste des composés proposes n'est pas utilisée en I'état et les
composes a tester expérimentalement sont sélectionnés manuellement par des experts, c'est ce

qu'on appelle le « cherry picking » (181).

Deux grandes familles de méthodes de criblages sont distinguées et le choix de leur
utilisation est base sur la disponibilité des données au déemarrage du projet (182). Ainsi, lorsque
la structure tridimensionnelle de la cible biologique a été résolue (cristallographie aux rayons
X, résonance magnétique nucléaire ou modele de structure), les méthodes basées sur lastructure
(ou « structure-based »), évaluent la capacité des ligands a établir des interactions avec le site
de liaison étudié pour sélectionner les molécules capables de se lier a la cible. Les méthodes
basées sur les ligands (ou « ligand-based ») peuvent pour leur part étre mises en ceuvre lorsque
les valeurs d'activité pour la cible étudiée d'un ensemble de ligands sont disponibles. Les
relations structure-activité de ces molécules sont alors analysees pour découvrir de nouveaux
composes susceptibles d'étre actifs (183). Lorsque ces deux types de données sont disponibles
simultanément, les méthodes « ligand-based » et « structure-based » peuvent toutes deux étre
utilisées l'une a la suite de l'autre (184). Au sein de ces deux grandes familles, différentes

méthodes ont été développées (figure 28).
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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

Méthodes

OSAR « ligand-based »

Recherche de similarité

Figure 28: Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et « structure-
based » (185).

2. Criblage Virtuel « Ligand-based »

Lorsqu’au moins un ligand de la cible étudiée est connu, un criblage virtuel basé surles
ligands ou « ligand-based » peut étre mis en ceuvre. Le principe de base commun a toutes les
méthodes basées sur les ligands est que des molécules similaires vont avoir tendance a présenter
des profils d’activité similaires (186). La similarité des molécules peut se mesurer par recherche
de propriétés communes, qui seront utilisées comme descripteurs de similarité. En fonction du
nombre de ligands de référence pour la cible et du type de descripteurs, différentes méthodes
peuvent étre employeées : la recherche de similarité, le criblage a 1’aide de pharmacophore et
les méthodes QSAR.

Ce type de criblage treés populaire est employé au cours de la phase d’identification de
nouveaux hits et les phases d’optimisation des hits et des leads. Qui permet de rationaliser les
processus de découverte de nouveaux composés, lorsque des données sont disponibles sur un

ou plusieurs ligands actifs de référence (185).
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2.1. Recherche de similarité

La recherche de similarité est la méthode a employer lorsque trés peu de ligands ont été
rapportés pour la cible biologique choisie. En effet, une recherche de similarité peut étre menée
dés lors qu’un ligand actif est connu (187). Cette méthode repose donc sur I’utilisation de
descripteurs et de métriques de similarité permettant de comparer des molécules a cribler a un

ou plusieurs ligands de référence pour prédire leur profil d’activité.

Les descripteurs de similarité permettent de définir au sein d’une base de données quels
ligands sont les plus ressemblants aux ligands actifs connus. Ce sont des nombres oudes
vecteurs, souvent classés selon leur dimension (1D, 2D et 3D), qui représentent des
caracteristiques structurales clés de composeés. Ces descripteurs peuvent étre obtenus en
encodant la molécule par une représentation symbolique ce qui transforme l'information
chimique en un nombre utile, qui est une procedure mathématique logique. En revanche, une
procédure expérimentale peut également étre utile en utilisant le résultat obtenu comme
descripteur (188).

L'obtention des vecteurs de descripteurs pour chague molécule de la chimiothéque ainsi
que les molécules actives de réference permet ensuite de comparer ces molécules par métriques
de similarité (189). Ces métriques sont classees en trois catégories: les mesures directes de
similarité, les mesures de distances ou de dissimilitude et les mesures de corrélation. Ils sont
traduits en coefficients dont la valeur est comprise dans I’intervalle [0;1] comme par exemple
le cas du coefficient de Tanimotio «Tc» qui est le plus populaire et le plus couramment utilise.
Les valeurs de coefficients Tc les plus élevées sont associées aux molécules les plus similaires
(189).

2.2.  Modeéles pharmacophoriques « ligand- based »

Un pharmacophore est dit basé sur le ligand (ou « ligand-based ») lorsqu’il est déterminé
a partir de la structure de composés actifs de référence, sans connaitre ou sans prendre en compte
la structure du récepteur. Lorsque la structure du récepteur est utilisée pourconstruire le

pharmacophore, celui-ci est dit basé sur la structure ou « structure-based ».

En 1898, Ehrlich a développé le concept de pharmacophore, méme si le terme
pharmacophore n’était pas employé, en admettant que certains groupements chimiques dans
une molécule sont responsables de 1’action biologique ou pharmacologique. En 1960, la

premiere définition moderne du pharmacophore a été établie en remplacant « groupements




chimiques » par le terme « caractéristiques abstraites » (190). Quelques années plus tard, Kier
a publié le premier modele de pharmacophore pour des agents muscariniques avec de mesures

précises des distances entre groupements constituant le pharmacophore (191).

La définition officielle de 'TUPAC de 1998 indique que le pharmacophore se constitue
de ’ensemble des propriétés stériques et électroniques d’une molécule, nécessaires pour assurer
I’établissement d’interactions supramoléculaires optimales avec une cible biologique spécifique
et engendrer ou bloquer une réponse biologique (192). Ceci indique que les molécules
partageant le méme pharmacophore pour une cible donnée devraient donc se lier de maniére
identique a ce récepteur et présenter des profils d’activité similaires. Le pharmacophore généré
est donc utilisé pour cribler la chimiotheque a la recherche de molécules se superposant a ce
pharmacophore. L’une des caractéristiques majeures de ce type de méthodes est qu’un
pharmacophore est défini par des points pharmacophoriques complémentaires les uns des
autres, qui sont des groupes fonctionnels et non plus des groupes d’atomes. Les différents points
pharmacophoriques recherchés sont les donneurs et les accepteurs de liaisons hydrogenes, les
groupements chargés positivement ou négativement qui forment des interactions
électrostatiques avec ceux de charge opposeée, et les groupements aromatiques en tant que

groupement hydrophobes (185).

On distingue les approches pharmacophoriques 2D et 3D selon le format dans lequel

sont présentés les ligands utilisés a la recherche du pharmacophore.

2.3.  QSAR : Modeles de relations quantitatives structure-activité

Les premiers essais de modélisation des relations structure-activité ont commence a la
fin du 19eme siecle, lorsque Crum-Brown et Frazer ont postulé que I’activité biologique d’une
molécule est en fonction de sa constitution chimique (193). Mais ce n’est qu’au début des
années 60 que les travaux de Corwin Hanch ont proposé un modéle mathématique reliant
I’activité biologique a la structure chimique (194). Aujourd’hui, I’utilisation de QSAR n’a cessé
de progresser (195). Elle est devenue indispensable en chimie pharmaceutique et pour la
conception de médicaments, notamment dans le cas ou la disponibilité des échantillons est
limitée ou les mesures expérimentales sont dangereuses, longues et chéeres (196). Sans
I’utilisation de grands instruments analytiques, les résultats des études QSAR peuvent fournir
des informations utiles pour obtenir une meilleure connaissance des structures moléculaires et

probablement le mode d’action au niveau moléculaire. Ces informations peuvent étre alors
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utilisées dans la prédiction des activités biologiques de nouveaux composés ainsi que dans la
conception de nouvelles structures (185).

Le principe des méthodes QSAR est, comme leur nom I’indique, de mettre en place une
relation mathématique reliant de maniére quantitative la structure moléculaire, codée par des
propriétés moléculaires appelée descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes
d’analyse de données (197). Par ces relations nous pouvons développer des modéles prédictifs

de la forme générale suivante :
Activité = f (descripteurs moléculaires)

L’objectif de ces méthodes est alors d’analyser les données structurales afin de

déterminer les facteurs influengant I’activité mesurée (198).

En pratique, le développement d’un modéle commence par la collecte de données
expérimentales fiables et en nombre important, ensuite il est nécessaire de générer un nombre
de descripteurs, caractérisant les structures moleculaires, utilisés dans le développement du
modéle QSAR (199). Une fois le modele construit, il doit étre évalué par des méthodes de
validation (validations interne et externe) afin d’estimer sa robustesse et son pouvoir prédictif
(200, 201). Enfin, pour tout modeéle, il est important de connaitre quel type de molécules ce

modeéle est utilisable (connaitre le domaine d’applicabilité) (202).
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Figure 29: Schéma général des différentes étapes d'une étude QSAR (203).

76



GENERALITES SUR LA MODELISATION MOLECULAIRE

23.1. 3D-QSAR

Les approches 3D-QSAR ont été développées pour corréler 1’activité biologique d’une
série de composés actifs de référence avec 1’arrangement spatial de nombreuses propriétés de
la molécule telles que les propriétés stériques, lipophiliques et électroniques (204). L’analyse
d’un modele 3D-QSAR permet donc de fournir des indications pour I’optimisation par
phamacomodulation et la conception de nouveaux composés avec des profils d’activité

améliorés.

La premiere approche 3D-QSAR, proposée en 1979, décrivait des propriétés de champs
moléculaires de composeés, calculées sur une grille réguliére (205) puis corrélées a leur activité
biologique par analyse en composante principale (PCA). Cette méthode, plus tarddénommée
DYLOMMS (Dynamic Latice-Oriented Molecular Modeling System) ne prend en réalité son
essor que grace a I’application de la méthode des moindres carrés partiels (ou Partial Least

Squares PLS) a la corrélation des propriétés a I’activité biologique.

Actuellement différentes méthodes 3D-QSAR sont utilisées parmi lesquelles CoOMFA
(Comparative Molecular Field Analysis), CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices
Analysis) , GRID/GOLPE et Phase. Il est a noter que toutes ses méthodes nécessitent un
alignement minutieux des ligands de référence. Lorsque la structure 3D de la cible biologique
est résolue, des modéles 3D-QSAR dit « receptor dependent » (RD-QSAR) peuvent étre mises

en ceuvre (206).
3. 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 biomoléculaire (207). 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 (208).

Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage: la construction
de modeles pharmacophoriques 3D, I’établissement de modéles 3D-QSAR, la conception de

novo « de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui sont les plus populaires.
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3.1. Lesapproches pharmacophoriques 3D

Les pharmacophores 3D décrivent I’arrangement spatial des propriétés chimiques
nécessaires pour ’activité biologique a partir d’un ensemble de ligands actifs de référence
(209). Les pharmacophores 3D sont obtenus également a partir de la structure 3D du récepteur
ou la structure 3D d’un complexe ligand-récepteur. Les pharmacophores générés sont donc
basés sur la structure et peuvent étre ensuite utilisés pour cribler une chimiotheque a la

recherche de molécules potentiellement actives (210).

Le processus de détermination du pharmacophore se divise en plusieurs étapes
successives (Figure 30) qui peuvent étre assistées par plusieurs logiciels tels que CATALYST,
MOE, PHASE et SCAMPI (211):

Sélectionner les ligands de référence ;
Effectuer des recherches conformationnelles ;

O
O
O Determiner et représenter les points pharmacophoriques de chaque ligand ;
O Déterminer les modéles de pharmacophore ;

O

Attribuer des scores a chaque model obtenu afin de choisir le ou les meilleurs
pharmacophores.

Détermination et représentation des points
pharmacophoriques de chaque ligand

\ ‘{ Attribution de scores aux différents modeles
M et choix du ou des meilleurs pharmacophores

Figure 30: Principales étapes de I’élucidation d’un pharmacophore (206).
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Une fois le pharmacophore généré, il peut ensuite étre utilisé dans le processus de R&D
pour cribler une chimiothéque a la recherche de nouveaux hits « pharmacophore searching ». Il
est trés important de prendre en compte la flexibilité des molécules composant cette
chimiothéque, sous peine d’éliminer une molécule qui aurait pu satisfaire les critéres du

pharmacophore si elle avait été proposée dans la bonne conformation (212).

3.2.  Laconception de novo « de novo design »

Cette approche consiste a définir des composés bioactifs par une construction
incrémentale de ligands dans le site actif du récepteur (la cible en question), utilisant la structure
du site d'interaction comme point de départ de la recherche de nouveaux composés actifs (192).
La premiére étape consiste a extraire toutes les informations concernant les interactions ligand-
récepteur de type liaisons hydrogene, électrostatiques et hydrophobes pourdéterminer les sites
d’interactions nécessaires au placement de divers blocs dans le site d'interaction ligand-
récepteur. Ces blocs peuvent étre soit un atome, soit un fragment de molécule. L'utilisation des
atomes comme blocs permet d'avoir plus de diversité structurale et conduit a un nombre tres
important de solutions possibles ce qui rend I'extraction des composés les plus prometteurs trés
compliqué. En revanche, I’approche basée sur les fragments permet de réduire la taille de
I’espace chimique a étudier, et ce de maniere rationnelle lorsque les fragments sont
correctement choisis. En conséquence, les approches basées sur les fragments sont les plus
utilisées et les fragments obtenus sont ensuite assembléspour créer de nouveaux composes (213)
(Figure 31).

. RPN

X \V

Etude du site d'interaction Placement des blocs
Choix de blocs (fragments ou atomes)

Nouvelles molecules

Assemblage

Figure 31: Représentation schématique des étapes principales d'une conception de novo
(185).
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3.3.  Docking moléculaire

L’action d’une molécule dans une protéine est gouvernée par des principes de
reconnaissance mutuelle entre la molécule et sa cible. Les caractéristiques générales des
interactions ligands-protéines résident en une complémentarité stérique, hydrophobe et polaire
entre les deux structures et une conformation d’énergie favorable du ligand qui privilégie une
bonne affinité de liaison (214). Les méthodes de docking ont pour but de prédire la
conformation et 1’orientation d’une molécule lors de sa liaison a son récepteur (215). Elles
permettent de réaliser une analyse détaillée des modes de liaison supposées, nommées « poses
», adoptés par le ligand dans le site actif de la protéine. Ainsi, 1’objectif de cet outil est non
seulement de discriminer les « vrais » ligands des molécules qui ne sont pas capables de se lier

au récepteur, mais aussi de révéler leur mode de liaison avec la protéine cible (214).

Ainsi, les methodes de docking peuvent étre classées en trois catégories selon la prise
en compte de la flexibilité du ligand, les algorithmes utilisés pour rechercher les poses possibles
d’un ligand et les fonctions de score permettant d’évaluer I’affinité de liaison de chacune de ces

poses (216).

Ainsi, la premiere catégorie consideére le ligand et la protéine comme étant rigides, la
seconde considere le ligand comme étant flexible tout en conservant la protéine rigide et la

derniére catégorie considére la protéine « semi-flexible » et le ligand flexible (214 ; 217).

3.3.1. Docking ligand rigide

Cette méthode refléte le principe de la clé et de la serrure (« lock and key ») énoncé par
Emile Fisher en 1890 (218) ou seul le ligand (représentant la clé) qui possede la bonne taille et

la bonne forme peut ouvrir une serrure, la protéine (Figure 32) (219).

0 D

;/v'

Bonne complémentarité Mauvaise complémentanté
de taille et de forme de taille et de forme

Figure 32: Schéma illustrant le principe de « lock and key » d’Emile Fisher (219).
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Les premiers logiciels de docking se sont donc inspirés de ce concept et considéraient
le ligand et le récepteur comme deux entités rigides. Dans cette approche, seuls les mouvements
de translations et de rotations des ligands sont étudiés pour trouver les différentes poses au sein
d’un site de liaison (Figure 33) (217).

Figure 33: Principe du docking rigide illustré par le logiciel Dock (220).

Pour ameéliorer la prédiction des modes de liaison, la prise en compte de la flexibilité
conformationnelle du ligand a été introduite. Ainsi, de nos jours, le docking ligand rigide est de

moins en moins utilisé en faveur des méthodes de docking ligand flexible (219).
3.3.2. Docking ligand flexible

L’un des grands enjeux des méthodes de docking flexibles (214) est d’explorer I’espace
conformationnel des ligands dans le but de déterminer d’une part les bonnes poses duligand
dans le site actif de la protéine et d’autre part de trouver les modes de liaison correspondant a
une énergie libre de liaison basse (214).

3.3.21.  Lesalgorithmes de recherche

Les algorithmes de recherche étudiant la flexibilité conformationnelle des ligands sont

généralement classés en trois catégories : les algorithmes de recherche systématique ou
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combinatoire, les algorithmes de recherche aléatoire ou stochastique et les algorithmes de
recherche déterministe ou de simulation (214, 221).

a) Les algorithmes de recherche systématique ou combinatoire

Ces algorithmes prennent en compte tous les degrés de liberté d’une molécule en
explorant toutes les liaisons rotatives possibles. Ainsi, en fonction du degré de flexibilité de la
molécule, le nombre de conformations générées peut rapidement s’élever et entrainer le

phénomeéne d’explosion combinatoire (215).

Pour éviter I’explosion combinatoire, deux méthodes ont été développées : la méthode

de recherche exhaustive et la méthode de fragmentation reconstruction.

O Laméthode de recherche exhaustive passe par une définition de limites imposées soit
par le site de liaison, soit par des contraintes geométriques et/ou chimiquesimposees aux
conformations initiales des ligands a docker. Dans le premier cas, les mouvements de
translation et de rotation systématiques des ligands sont générés dans
un site de liaison putatif et predéfini, limitant ainsi 1’espace de recherche
conformationnelle du ligand. Cette méthode est employée par le logiciel EUDOC
(Figure 34) (217). Une autre méthode utilisée dans le docking ligand rigide consiste a
générer une bibliothéque de conformations du ligand en utilisant des programmes tel
qu’OMEGA. Ensuite, chaque conformation subit des mouvements de rotation et
translation dans le site actif de la protéine de telle sorte qu’a chaque mouvement, le
déplacement d’atomes ne dépasse pas une valeur seuil prédéfinie. La aussi, grace a cette

délimitation, le risque d’explosion combinatoire est reduit (Figure 34).

systematic
conformational
0 search

H *o

Figure 34: lllustration de la méthode de recherche exhaustive employée par EUDOC (217).
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O Les méthodes de fragmentation-reconstruction consistent a diviser la molécule en
fragments qui sont soit rigides soit représentés par un petit ensemble conformationnel

(217). Ensuite ces fragments peuvent étre traités de deux maniéres : 1) placement des
fragments un & un dans le site de liaison ou méthode de reconstruction incrémentale,
2) placement de tous les fragments de maniere simultanée ou méthode « place and join
» (217). L’objectif est ensuite de les lier dans une orientation favorable. Ces méthodes
permettent de limiter le nombre de conformations a générer. En effet, en considérant
une molécule avec 7 liaisons rotatives, si chaque liaison a 6 rotameres, le nombre de
conformations a générer s’¢leve a 67 (> 250000) conformations. Alors qu’en rompant
une liaison rotative pour obtenir deux fragments, cela élimine la recherche
conformationnelle pour une liaison rotative et les conformations des deux fragments
sont indépendantes ce qui réduit le nombre de conformations a 63 + 63 = 432

conformations (222).

b) Les algorithmes de recherche aléatoire ou stochastique

Ces algorithmes prennent en compte les mouvements de translation, rotations et torsions
réalisés de maniere aléatoire (215). Les changements sont acceptés ou rejetés selon une fonction
de probabilité. Les approches les plus connues sont les méthodes de Monte- Carlo, les

algorithmes génétiques et la recherche tabou (215).

o Les méthodes de Monte-Carlo consistent a chercher les différentes poses des ligands
en explorant de maniere séquentielle les mouvements de translation, rotations et
torsions. Ainsi, chaque degre de liberté est déterminé un a un et de maniére aléatoire
(217). Apres chaque changement, la nouvelle conformation est retenue si elle présente
une énergie plus basse que la conformation précédente, sinon elle est soumise au critére
de Meétropolis (214 ; 215; 217). Ce critere est basé sur la fonction de probabilité

Enew—Eo1q
de Boltzmann: P = e kT
Avec Enew : énergie de la nouvelle conformation, Eoqd : énergie de 1’ancienne
conformation, k : constante de Boltzmann, T : température de simulation (214).
Le processus est répété un certain nombre de fois, nombre qui définit le pas de Monte-
Carlo, jusqu’a ce que le nombre de conformations désiré soit atteint (215). De nombreux
logiciels utilisent cette méthode, tels que ICM (223) et GLIDE (224). Ce dernier utilise

dans un premier temps un algorithme de recherche systématique pour
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trouver les poses des ligands et les poses ayant obtenu un bon score sont dans un second
temps optimisées par la méthode de Monte-Carlo (217) (Figure 35).

Figure 35: Schéma illustrant la méthode de Monte-Carlo (217).

O Les algorithmes génétiques ont pour but de mimer les principes de 1’évolution
naturelle afin de réduire le probléme d’explosion combinatoire. Pour cela, ils utilisent
des opérateurs genetiques tels que la mutation, la recombinaison et la sélection et une
fonction de survie (ou « fitness function ») (225). Les algorithmes génétiques sont
constitués d’une population de conformations ou chaque membre représente un
chromosome. Les genes de ces chromosomes codent pour différentes variables, c’est-
a-dire pour la translation du ligand, la rotation et les angles de torsions (217). La
premiére génération de solutions appelée « population parent » évolue par
recombinaison ou mutation en agissant respectivement sur chacun des deux parents
(recombinaison) ou sur un seul (mutation). Les résultats de ces changements génerent
la population « enfants ». Une fonction de survie est ensuite utilisée pour sélectionner
les meilleures conformations qui ont le plus de chance de survivre et de passer la
génération suivante. Ces conformations sélectionnées constituent alors la nouvelle
population « parent » qui subira a son tour les changements des divers opérateurs
génétiques (217). Ce processus est répété jusqu’a obtenir une population finale qui
répond a un seuil prédefini par la fonction de survie (226). De nombreux logiciels
utilisent cette méthode (217 ;226), 1’un des plus populaires est GOLD (227) (Figure 36).
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First-generation
parents clones children

Figure 36: Schéma illustrant la méthode utilisant les algorithmes génétiques (217).

o Les algorithmes de recherche tabou s’inspirent de 1’idée d’éviter de réévaluer un
espace conformationnel déja exploré par I’algorithme de recherche (217). Pour cela des
espaces de restrictions sont organisées sous forme de « liste tabou » constituant les
conformations déja obtenues (217; 228). La recherche commence a partir d’une seule
conformation d’un ligand puis différentes conformations sont générées grace a une
procédure similaire a la mutation qui réalise des changements de maniére aléatoire. Ces
conformations sont scorées et ordonnées selon une fonction d’énergie (228) : les
conformations d’énergie plus basse qui ne sont pas encore contenues dans la liste tabou
(« non-tabou ») sont ajoutées a cette liste, celles qui sont trés similaires a la liste ne sont
intégrées dans la liste que si et seulement si elles présentent une énergie plus basse (228).
Enfin, les autres conformations ne répondant pas a ces critéres, sont rejetées (215 ; 217).
Le processus continue en commencant par la derniere conformation retenue et s’arréte
jusqu’a atteindre la limite d’itérations ou jusqu’a ce qu’aucun changement acceptable
ne soit obtenu (228). Le logiciel PRO_LEADS (229)est I’'un des logiciels les plus

connus utilisant cette approche (Figure 37).
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Figure 37: Schéma illustrant la méthode de recherche tabou (217).

c) Lesalgorithmes de recherche déterministe ou de simulation

Deux méthodes principales les caractérisent : les méthodes de dynamique moléculaire
et les méthodes de minimisation d’énergie. Les méthodes de dynamique moléculaire se basent
sur les équations de mouvements de Newton (215 ; 217) : Fi = m; a; (F : force, m: masse, a
: accélération). Quant aux méthodes de minimisation d’énergie, elles recherchent uniquement
si des minimaux locaux d’énergie peuvent étre atteints. Elles sont en général utilisées en

complément d’autres méthodes (215).

3.3.3. Docking « semi-flexible »

En regle générale, la flexibilité des protéines est souvent négligée dans les méthodes de
docking car ce concept est encore de nos jours mal défini et le temps de calcul est beaucoup
trop long (217). Or, les différentes conformations que peuvent adopter une protéine doivent étre
prises en compte car une conformation particuliéere d’une protéine lui confére une fonction

spécifique (217).

En général, les protocoles de docking utilisent des complexes de protéine co- cristallisée
avec un ligand. Cependant, ces complexes ne représentent qu’une petite partie dela flexibilité
de la protéine et d’autres conformations pourraient se révéler étre plus intéressantes. De plus,
les changements conformationnels de la protéine tiennent un réle majeur dans 1’ajustement du
ligand dans son site actif et la mise en place des interactions entre le ligand et son récepteur
(217). La capacité de simuler ces changements conformationnels avec des temps de calculs

raisonnables est devenue un véritable challenge (217).
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De nombreuses approches, connues sous le nom de docking « semi-flexible », ont été
développées permettant une flexibilité partielle de la protéine. La prise en compte de la
flexibilité peut alors se réaliser a différents moments du docking : avant, au cours et apres le
docking (217).

3.34. Scoring

Les fonctions de score ont pour but de prédire I’affinité de liaison entre la protéine et
chaque pose générée lors du docking (215; 227). En effet, méme si les conformations sont
correctement prédites, il est primordial de pouvoir différencier les poses correctes des poses
incorrectes (215). Le role principal des fonctions de score est donc d’évaluer et de classer les
poses (214) pour identifier le « vrai » mode de liaison des composés (227) et les ligands les plus

prometteurs (215).
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CHAPITRE IV
Etude comparative de potentiels inhibiteurs de c-Met et EGFR

Le premier savoir est le savoir de mon ignorance : c’est le debut de [’intelligence

-Socrate-



Etude comparative des potentiels inhibiteurs des kinases c-Met et EGFR

I. Introduction

Les thérapies spécifiques a une cible sont tres selectives dans la thérapie contre le cancer
et ont suscité une grande attention en plus des traitements conventionnels du cancer (230 ; 231).
L'activité anormale des récepteurs tyrosine kinase (RTK) est l'un des principaux facteurs connus
pour causer le cancer. De nombreux cancers humains sont caractérisés par une régulation positive
de certains RTK et ont été valides cliniguement comme cibles pour la thérapie du cancer. Par
conséquent, le développement d'inhibiteurs de tyrosine kinase est devenu une partie dynamique de
la recherche en science pharmaceutique (232).

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et La kinase c-Met sont parmi
les cibles tyrosine kinase les plus recherchées car ils jouent un role essentiel dans la régulation de
la croissance cellulaire. La surexpression, lI'amplification ou la mutation des tyrosines kinases
EGFR et c-Met est fréquente dans les cancers du sein, de l'ovaire et du poumon non a petites
cellules (233,234) et il a été démontré qu'elle influence la prolifération, l'angiogenése et les
métastases cancéreuses. La liaison d'un ligand a 'EGFR ou a c-Met entraine des modifications de
la conformation du récepteur, ce qui active son activité catalytique intrinséque et conduit a
l'autophosphorylation, essentielle a I'activité biologique (235). Par conséquent, les résultats obtenus
dans la découverte de petites molécules molécules contre 'EGFR et la c-Met en tant que cibles
anticancéreuses provient de l'inhibition sélective de son activité kinase a l'aide de composes qui

entrent en compétition avec la liaison de I'ATP au site catalytique (236 ; 237).

Par conséquent, la réussite de la découverte de petites molécules contre ITEGFR et la c- Met
en tant que cibles anticancéreuses provient de I'inhibition sélective de leur activité kinase a l'aide
de composés qui entrent en compétition avec la liaison de I'ATP au site catalytique, ce qui fait du
développement d'inhibiteurs d’EGFR et c-Met puissants et extrémement sélectifs devient crucial et

pourrait étre particulierement utile pour traiter diverses catégories de cancers.

C’est pourquoi notre intérét s’est porté sur les deux kinases cités en ci-dessus. Dans ce
chapitre, on va mener une étude comparative entre trois (3) travails de recherches réalisés dans la

derniére décennie sur chacune des kinases élues, et on commente leurs résultats.
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Il. Etude comparative entre différents potentiels inhibiteur de la c-Met
1 .Objectifs :
L'objectif principal de cette étude est de comparer entre différentes études de recherches
élaborées sur des potentiels inhibiteurs de la tyrosine kinase c-Met plus puissants et plus
selectifs et fournir des informations supplémentaires sur les modifications structurelles
potentielles. Ces inhibiteurs peuvent étre des nouveaux médicaments candidats contre le cancer

humain.

2.Matériels
Notre études comparative s’appuient sur les trois (03) articles cites en ci-dessous:

e Article n°1: Molecular Modeling of Exquisitely Selective c-Met Inhibitors Through 3D-
QSAR and Molecular Dynamics Simulations

Ecrit par: Haoliang Yuan, Jin Zhuang, Shihe Hu, Huifang Li, Jinxing Xu, Yaning Hu,
Xiao Xiong, Yadong Chen, and Tao Lu, 2014.

e Article n°2: Molecular modelling study on pyrrolo[2,3-b]pyridine derivatives as c-Met
kinase inhibitors: a combined approach using molecular docking, 3D-QSAR modelling

and molecular dynamics simulation.
Ecrit par: Pouria Shirvani & Afshin Fassihi, 2020.

e Article n°3: 3D-QSAR-aided design of potent c-Met inhibitors using molecular

dynamics simulation and binding free energy calculation.

Ecrit par: Pavithra K. Balasubramaniana, Anand Balupuria , Swapnil P. Bhujbala ,
Seung Joo Cho, 2018.

3.Méthodes :

Dans cette partie, on a utilisé une méthode comparative entre trois (03) études de recherche faites
sur les potentiels inhibiteurs de la tyrosine kinase c-Met.
On a comparé les points importants de chaque étude:

-les Méthodes de modélisation moléculaire adoptées
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-les objectifs recherchés

-les ligands utilisés

-les ensembles de dataset

-les champ de force utilisés et minimisation d'énergie.
-l'alignement moléculaire et préparation des structures
-le docking moléculaire

-I'étude 3D-QSAR

-la simulation de la dynamique moléculaire

-calcul d'énergie libre de liaison

-les résultats obtenus

4 .Etude comparative :

1.Méthodes de modélisation moléculaire utilisées :
Les trois (03) équipes de recherches ont adopté les mémes méthodes de modeélisation moléculaire
pour réaliser leurs études. Les méthodes sont les suivantes :

e 3D-QSAR

e Lasimulation de la dynamique moléculaire

e Docking moléculaire

2.0Dbjectis recherchés :

Globalement, tous ces articles ont un objectif principal commun. I1s’agit de développer de
nouveaux inhibiteurs de c-Met avec une activité et une sélectivité optimiseées pour fournir des
informations supplémentaires sur des modifications structurelles potentielles et développer des
inhibiteurs de c-Met plus puissants et plus sélectifs. Cependant, chaque article a sa propre visée et

sa propre méthodologie. Plus précisément, il s’agit des objectifs décrits dans le passage suivant :
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Hoaliang et al. ont cherché a identifier des caractéristiques structurelles et
pharmacophoriques importantes pour améliorer l'activité inhibitrice de c-Met et des mécanismes
specifiques pour améliorer la sélectivité de c-Met pour fournir des informations supplémentaires
sur des modifications structurelles potentielles pour développer des inhibiteurs de c-Met plus

puissants et plus sélectifs.

D’autre part, I’objectif de Pouria et al. est d’étudier les exigences structurelles pour

I’inhibition de la kinase c-Met théoriquement en employant les dérivés pyrrolo[2,3-b]pyridine.

Enfin, Pavithra et al. ont élucidé leur étude dans le but d’identifier des résidus cruciaux
impliqués dans l'inhibition de la kinase c-Met et a concevoir une série de dérives puissants de
I'imidazo [4,5-] pyrazine comme inhibiteurs de c-Met.

2.1. Ligand

Hoaliang et al. ont pris les dérivés de Triazolopyrazine comme ligand pour chercher des
potentiels inhibiteurs de c-Met et Pavithra et al. ont opté pour les dérivés chimiques de
Imidazo[4,5-b]pyrazine . Tandis que Pouria et al. ont base leur études sur les dérivés de

pyrrolo[2,3-b]pyridine.
2.2. Dataset

78 modeles de Triazolopyrazine c-Met inhibiteurs ont été utilisés par Hoaliang et al. Ces
modeéles ont été répartis en deux ensembles : ’ensemble d’entrainement qui est composé de 28
modéles et I’ensemble de test contenant 50 modéles dont une distribution raisonnable des données
biologiques est présente. Leurs valeurs de 1Cso (M) ont été converties en plCso, qui seront utilisées

comme variables dépendantes pour I'analyse 3D-QSAR.

Pouria et al., de leur coté, Un nombre total de 67 dérivés de pyrrolo[2,3-b]pyridine
rapportés par Zheng et al. ont été rassemblés. L'activité inhibitrice exprimée en valeurs ICsoa été
convertie en valeurs plCso (-loglCso) qui ont été utilisees comme variables dépendantes dans I'étude
QSAR. Les valeurs plIC50 sont comprises entre 5,05 et 8,29, couvrant l'intervalle de 3 unités
logarithmiques, ce qui indique qu'elles ont atteint la marge prérequise pour obtenir des modéles
3D-QSAR fiables. Cet ensemble a été divisé de maniére aléatoire en un ensemble d'entrainement
comprenant 54 composés (80 %) pour générer le modele le modéle 3D-QSAR et un ensemble de

test comprenant 13 composés(20%) pour évaluer la prédictibilité du modele.
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Pour Pavithra et al., un total de 79 composés rapportés comme inhibiteurs de c-Met par
zhao et al. ont été collectés et utilisés comme ensemble de données dans leur étude. Sur la base des
caracteristiques de la structure et de l'activité des composes, I'ensemble de données a été divise en
56 composés comme ensemble d'entrainement pour la génération du modele et 23 composés
comme ensemble de test pour la validation du modele. Tous les composés de I'ensemble des
données ont été représentés a l'aide de SybylX2.1 (SYBYL-X 2.1).

2.3. Champs de force et minimisation d’énergie

Divers champs de force ont été appliqués dans ces recherches, Hoaliang et al., s’est orienté
vers le champ de force TRIPOS pour minimiser 1’énergie des structures qui a €té en 500 étapes en
adoptant la méthode Powell sans contrainte.

Pour Pouria et al., ’optimisation de la géométrie et les minimisations d'énergie ont été
effectuées en utilisant le champ de force Tripos avec l'algorithme de minimisation conjuguée de

Powell

De la part de I’équipe de recherche Pavithra et al., I'optimisation de I'énergie a été effectuée
a l'aide du champ de force TRIPOS, suivi de I'application de MMFF94 comme champ de force

partiel.
2.4. L’alignement moléculaire et préparation de structures

Pour Hoaliang et al., dans I’étude 3D-QSAR, en simulant les conformations de liaison des
composes, un alignement moléculaire a été obtenu par docking moléculaire. Ainsi, toutes les
molécules étaient bien alignées dans le site de liaison pour le développement de modéles 3D-
QSAR. Les structures 3D des composés ont été construites dans le module sketch et les types

d'atomes de chaque molécule ont été vérifiés dans Sybyl6.9.

Autrement, Pouria et al. ont esquissees, puis optimisées les structures chimiques des
composés en utilisant la minimisation de I'énergie dans SYBYL-X 2.1. La structure cristalline
tridimensionnelle du domaine kinase de la c-Met (code PDB : 3LQ8) a été extraite de la banque de
données des protéines. Deux méthodes d'alignement différentes, basées le docking et sur le ligand,
ont été utilisées pour créer des modéles de QSAR3D valides et fiables. Pour la méthode basée sur
le ligand, l'inhibiteur le plus puissant a été sélectionné comme modele et tous les autres composés

ont été alignés sur une sous-structure commune. Dans la méthode basée sur le docking,
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tous les composés ont d'abord été dockés dans le site actif de la c-Met, puis les meilleures
conformations de chaque composé, basées sur le score de docking, ont été sélectionnées pour
I'analyse COMFA et COMSIA.

L’alignement moléculaire de I’ensemble des données de Pavithra et al. a été réalisé en
utilisant le composé le plus actif comme modéle. La fonction d'alignement Sybyl’s distillrigid a été
utilisée pour aligner tous les composés de I'ensemble de données sur le modéle. lls ont extrait le
ligand co-cristallisé de la c-Met de la PDB (PDB ID:5EOB) qui a été réamorcé dans le site actif
de la c-Met.

2.5. La modélisation des résidus manquants

La structure cristalline & haute résolution de c-Met (PDB ID:5EOB ; 1.75A) retenue pour
I’étude de Pavithra et al. comporte des résidus manquants. La région de boucle manquante
englobant les résidus 1238-1240 a été modélisée et affinee a l'aide de modellerVv9.14. Les
meilleures conformations de boucle ont été sélectionnées apres le raffinement de la boucle en

fonction de I'énergie, du score GA341 et du score DOPE.

Pouria et al. ont comblé et affiné les résidus manquants des régions en boucle en utilisant
le modélisateur VV9.19. Apres l'affinement de la boucle, la meilleure conformation de la boucle a

été selectionnée selon les criteres suivants : I'énergie, le score DOPE et le score GA341.
Hoaliang et al., n’ont pas mené cette étape.
2.6. Docking moléculaire

Hoaliang et al. ont utlisé La structure cristalline de la c-Met kinase en complexe avec le
PF-04217903 (PDB ID : 3ZXZ) obtenue a partir de la banque de données sur les protéines (PDB)
pour le docking moléculaire avec Glide 5.5 implémenté dans Schrédinger 2009. La structure
complexe obtenue a d'abord été préparée avec le processus Protein Preparation Wizard. Toutes les
molécules d'eau ont été retirées. Le site de liaison a été défini par une boite centrée sur le centroide
du ligand cristallin et de taille similaire a celle du ligand. Le mode de précision supplémentaire
(XP) a €té utilisé pour le docking et le scoring. Tous les autres parametres ont été conservés par
défaut. La meilleure pose a été obtenue sur la base du score Glide et des interactions protéine-

ligand.
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Autrement, Pouria et al. ont utilisé La version 1.5.6rc3 du progiciel AutoDock Tools
(ADT) pour générer les fichiers d'entrée de I'amarrage et pour analyser les résultats de I'amarrage.
Tandis que AutoGrid 4.0 et AutoDock4.0 ont été utilisés pour les grilles et les calculs de docking,
respectivement. La structure de la protéine a été modifiée en ajoutant tous les hydrogeénes et apres
avoir calculé les charges de Kollman, les hydrogenes non polaires ont été fusionnés et la structure
de la protéine a été modifiée. Ensuite, les ligands ont été préparés en définissant des liaisons
rotatives pour chaque molécule minimisée. La visualisation et I'analyse approfondie des

interactions ligand-protéine ont été réalisées a l'aide du logiciel PyMol version 1.8.7.

Pavithra et al. ont réalisé le docking moléculaire par Autodock4. Le composé le plus actif
de I'ensemble de données a été arrimé au site actif de la c-Met. Avant le docking, la structurede la
proteine a été préparée en ajoutant des hydrogenes polaires, en appliquant des charges de Kohlman
et en attribuant des types d'atomes AD4. Par la suite, le ligand a éte preparé en utilisant les outils

autodock. La structure cristalline sert pour une référence au site de liaison de la protéine.
2.7. Les analyses cOMFA et coMSIA

Hoaliang et al. ont utilisé les modéles CoMFA et CoMSIA qui ont été construits a l'aide
du module QSAR de Sybyl6.9. Pour dériver les champs descripteurs COMFA, un atome de carbone
hybride sp® avec une charge de +1,0 et un rayon de van der Waals de 1,53A a été utilisé comme
sonde pour calculer les énergies stérique (S) et électrostatique (E) entre la sonde et les composés.
Pour l'analyse COMSIA, en utilisant une sonde d'atome de carbone sp® avec une charge de +1,0,
cing indices de similarité composés de I'énergie stérique (S), de I'énergie électrostatique (E),
hydrophobe (H), donneur (D) et accepteur (A) de liaison hydrogéne ont été calculés pour chaque

réseau avec une grille de 2A.

D’autre part, Pavithra et al. et Pouria et al. ont développé le modele 3D-QSAR avec
CoMFA et CoMSIA pour corréler l'activité biologique avec la structure 3D des composés en
utilisant SybylX2.1. La CoOMFA a été réalisée sur les champs stériques (S) et électrostatiques (E)
alors que dans la CoMSIA, outre les champs stérique et électrostatique, les champs donneur (HD)
et accepteur (HA) de liaison hydrogéne hydrophobe (H) ont également été utilisés pour construire

le modeéle.
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2.8. Analyse des moindres carrés partiels (PLS)

Pour créer une correction linéaire entre les valeurs expérimentales de l'activité inhibitrice
(variables dépendantes) et les valeurs de CoMFA et CoMSIA expérimentales (variables
dépendantes) , Hoaliang et al., Pouria et al. et Pavithra et al. ont utilisé I'analyse PLS et les
modeles QSAR 3D ont été générés. La méthode du leave-one-out (LOO) avec des valeurs par
défaut a été appliquée pour trouver le nombre optimal de composants (ONC) et pour calculer le
coefficient de corrélation validé par cross-validation (g?).

2.9. Validation du modele QSAR

Hoaliang et al. et Pouria et al., pour évaluer la précision et la capacité de prédiction réelle
des meilleurs modéles obtenus a partir de I'ensemble d'entrainement, ont prédit I'activité inhibitrice
de ’ensemble test. La corrélation prédictive (r? pred) basée sur les molécules de I'ensemble de test,

est calculée a l'aide de I'équation suivante: r? pres= (SD-PRESS)/SD

Pour Pavithra et al., tous les modéles développés ont été validés a l'aide de diverses
techniques de validation afin de tester leur robustesse et leur capacité de prédiction . Les techniques

de validation telles que bootstrapping, leave-five-out (LFO), rm? et la pente k ont été performées.
2.10. La simulation de la dynamique moléculaire

La simulation de la dynamique moléculaire a été réalisée par Hoaliang et al. en utilisant
le logiciel AMBER 9.0 avec le champ de force ff99SB38 pour simuler la c-Met en complexe avec
ses inhibiteurs et calculer leur énergie libre de liaison. Les structures des co-complexes obtenues
bapr docking moléculaire ont été employeées. Les ligands ont d'abord été entierement minimisés
par la méthode AML1 et les potentiels électrostatiques ont été calculés au niveau HF/6- 31G* dans

le programme Gaussian 009.

Parallelement, Afin d'évaluer la fiabilité des résultats de docking et d'explorer davantage
les interactions enzyme-ligand, une simulation de la dynamique moléculaire de 100 ns a été réalisé
par Pouria et al. sur les résultats de de liaison du nouveau composé dans le site de liaisonde la
kinase c-Met. Les simulations MD ont €té réalisées avec le logiciel GROMACS 2018, en utilisant
le champ de force GROMOS96 54a7.
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La simulation de la dynamique moléculaire ont été réalisées par Pavithra et al. avec le
logiciel Amber 12.0. Le champ de force Amberff03.r1 a été utilisé pour la protéine et le champ de
force général AMBER (GAFF) a été utilisé pour le ligand.

2.11. Calcul de I’énergie libre de liaison

Hoaliang et al. ont également effectué des calculs d'énergie libre de liaison ont pour étudier
les différences d'affinité de liaison entre différents ligands et la poche de liaison. Les méthodes
telles que MM/PBSA43 et MM/GBSA44 ont été généralement utilisées pour étudier la contribution
énergétique des affinités de liaison protéine-ligand.

De la part de Pouria et al., L'approche Mécanique Moléculaire Surface de Poisson-
Boltzmann (MM/PBSA) a été employée pour calculer I'énergie libre de liaison (AGbind) du ligand

au récepteur en utilisant le logicielle logiciel G_MMPBSA.

Egalement, Pavithra et al. ont estimé I'énergie libre de a l'aide de I'algorithme Molecular
MechanicsGeneralized BornSurface Area (MMGBSA) mis en ceuvre dans le paquet AMBER.

3 .Résultats
3.1. Modeéle 3D-QSAR et docking moléculaire

Le modele CoMFA réalisé par Hoaliang et al. a donne un coefficient r2 de 0.503 valide par
cross-validation avec une composante optimale de 6, un coefficient r2.., de 0,983, SEE de 0,167 et
valeur F de 201,100. Les contributions de champ correspondantes aux parametres étaientde 63,6
% pour le champ stérique et de 36,4 % pour le descripteur de champ électrostatique, ce qui indique
une plus grande influence du champ stérique. Le modéle CoMSIA développé sur la base de cing
champs champs (S, E, H, D et A), donnant le coefficient r’c, de 0,732 avec une composante optimale
de 6, r’nevde 0,988, SEE de 0,141 et valeur F de 283,710, a été employé dans les analyses détaillées.
Les contributions des champs correspondantes étaient de 6,8 %, 21,9
%, 24,4 %, 27,8 % et 17,0 % pour les champs stériques, électrostatiques, hydrophobes, donneurs
et accepteurs de liaisons hydrogéne, respectivement. Ces parameétres statistiques ont indiqué que

ces deux modeles étaient statistiquement significatifs.

97



Etude comparative des potentiels inhibiteurs des kinases c-Met et EGFR

A

Figure 38 : Alignement moléculaire basé sur les conformations de docking. A) Alignement dans

la poche de liaison ; B) Résultats de I'alignement pour les 78 composés des ensembles

d'apprentissage et de test.

Pour Pouria et al., l'analyse des résultats obtenus pour la meilleure conformation de

docking a révélé exactement le méme mode de liaison et les mémes interactions par rapport au

ligand co-cristallisé, avec une bonne valeur RMSD de 0,740 A (Figure 39(A)), ce qui indique que

la méthode d'ancrage est raisonnable et fiable (Figure 39(B)). Les résultats de docking du composé

10, le composé le plus actif dans I'ensemble des données, ont été sélectionnés comme un modéle

pour explorer davantage le mode de liaison entre la protéine et les ligands. Le groupe pyrrolo[2,3-

b]pyridine a formé deux liaisons hydrogene avec Met1160. De plus, lI'atome d'azote de la partie

amide dans le chainon a 5 atomes a formé une interaction par liaison H avec Asp1222. Ces trois

liaisons hydrogéne ont joué un réle important dans le pouvoir inhibiteur des dérivés de pyrrolo[2,3-

b]pyridine envers la kinase c-Met.
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Figure 39: (A) La meilleure conformation dockée du ligand re-dockeé (vert) se superpose au ligand
co-cristallin (magenta), (B) Résultats du docking de tous les composés del'ensemble de
données dans le site de liaison de c-Met.

Quant a Pavithraet al., la valeur RMSD entre le ligand re-docke et le ligand co- cristallisé
était de 1,18 A. La conformation re-dockée du ligand présentait une position de liaison et des
interactions similaires a celles du ligand co-cristallisé. Ceci indique que la procédure de docking
était fiable. Le site actif de la c-Met kinase est principalement constitué des résidus suivants
111084, Ala1108, Tyr1159, Met1160, Asp1164, Arg1208, Met1211, Alal221,Asp1222,Alal226,
Tyr1230 et Asp1231. La conformation d'accostage a été sélectionnée sur la base de I'analyse des
clusters et en considérant I'énergie et l'efficacité des interactions liées et non liées. L'énergie de
liaison du composeé le plus actif de I'ensemble de données (composé 32) avec c-Met a éte a été
trouvée a -10 kcal/mol avec la formation de deux liaisons hydrogéne cruciales. La premiere liaison
hydrogéne est formée entre I'amide du résidu charniere Met1160 avec I'atomed‘azote de la partie
quinoleine. Une autre liaison hydrogéne est formee entre I'azote du noyau du cycle bihétéroaryle a
cing chainons et Asp1222. Des interactions de liaison hydrogeéne similaires sont rapportées par
Zhao et al. entre le composé 17 de cette étude et le résidu Met1160. La conformation dockée du

compose 32 est presentée dans la figure 40.

L=

Figure 40 : La représentation dockée du composé 32 le plus actif a l'intérieur de la poche de

liaison de la c-Met.
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Statistiquement, un modéle CoMFA fiable avec un g2 de 0,751, un r? de 0,933 et un nombre
optimal de composants (ONC) de 6 a été développé. La moyenne du r? bootstrapping (BS-r?) et
I'écart-type du BS (BSSD) étaient respectivement de 0,909 et 0,031. Les valeurs de prédiction de
leave-out-five (LFO) et de r? pour ce modéle étaient de 0,708 et 0,818 dans l'ordre. Le calcul de la
métrique rm 2 a donné des valeurs moyennes rm2 de 0,771 et Delta rm2 de 0,136. Ces valeurs se

situent dans la fourchette suggérée par Roy et al.

Le modele CoSMIA le plus prédictif a été obtenu avec la combinaison SEHD des champs
de force. Le modéle a g2 de 0,744 et r2 de 0,950 avec un ONC de 6. Le bootstrapping r2 moyen (BS-
r?) et I'écart-type BS (BS-SD) étaient respectivement de 0,912 et 0,027. Les valeurs de ryeqet FLO
était de 0,825 et 0,704 respectivement. La moyenne de rn? de 0,807 et le Delta rm? de 0,113 ont été
observeés. Les valeurs de validation globales indiquent que les modeles développés étaient robustes

et prévisibles.
3.2. La simulation de la dynamique moléculaire

Des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisees par Hoaliang et al. pour
évaluer les contributions a la liaison, a l'activité et a la sélectivité du ligand apportées par les
groupes substitues dans la région riche en liaisons hydrogene. La comparaison entre les résultats
du PF04217903 et du composé 18 a confirmé qu'il était important d'avoir des groupes substitues
adéquats dans cette région pour développer des inhibiteurs de c-Met de type | hautement actifs.
Parallelement, en comparant les résultats du PF-04217903 et du PF-02341066, les réseaux de

liaison hydrogeéne formés dans cette région ont également grandement contribué a leur sélectivite.

En outre, pour Pouria et al. En outre, la simulation MD a vérifié la stabilité du composé
désigné D12 dans des situations dynamiques, malgré ses changements conformationnels partiels.
L'analyse des simulations MD a suggéré que la partie pyrrolo[2,3-b]pyridine a perdu les
interactions de liaison H avec Met1160 et s'est orientée vers les régions accessibles au solvant. Les
résultats ont également montré des liaisons hydrogene stables avec résidu clé, Aspl222 et des
interactions hydrophobes importantes avec les résidus non polaires cruciaux 11e1084, Val1092,
Alal108, Leul140, Leull57, Phel200 et His1202. Le calcul de I'énergie libre de liaison et la
décomposition d'énergie par la méthode MM-PBSA ont démontré que les contacts de Van der walls

étaient des facteurs prédominants affectant le processus de liaison.
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De la part de Pavithra et al., une simulation MD de 100ns a été effectuée pour valider la
stabilité du complexe amarré. Suivie de calculs d'énergie libre et d'une décomposition MMGBSA
de I'énergie libre. Leur résultat d'arrimage était cohérent avec I'analyse MD. La décomposition de
I'énergie libre de liaison a révélé que les résidus Tyr1230, Asp1222, Met1211, Tyr1159, Met1160,
Vall092, Alal108, et Leul157 ont contribué favorablement a la stabilité du complexe 32.

3.3. Résultat final

L’étude de Hoaliang et al. a montré que la comparaison entre les résultats du PF04217903
et du composé 18 a confirmé qu'il était important d'avoir des groupes substitués appropriés dans
cette région pour développer des inhibiteurs de c-Met de type | hautement actifs. En outre , la
comparaison entre les résultats de PF-04217903 et PF-02341066, des réseaux de liaisons
hydrogéne formés dans cette région, a également largement contribué a leur sélectivité. Les
résultats de leur étude faciliteront la recherche et le développement d'inhibiteurs hautement actifs
et sélectifs de c-Met de type I.

Par ailleurs, D'apres les résultats statistiques générés par Pouria et al., le modéle CoMSIA
avec une capacité prédictive fiable (g2= 0,75, r2= 0.946 et r2 prdicive = 0,944) a été choisi comme
modeéle final pour effectuer étude de modélisation moléculaire. La robustesse et la capacité de
prédiction prédictibilité du modele COMSIA ont été vérifiées par les criteres donnés par Tropsha
et Roy. L'analyse des cartes de contour COMSIA construites a révélé les facteurs structurels clés

des deriveés de pyrrolo[2,3-b]pyridine qui influencent l'activité inhibitrice de c-Met.

Finalement, 1’étude de Pavithra et al. qui a été basée sur I'analyse de la carte de contour 3D-
QSAR a congu une série de 27 de nouveaux dérivés puissants de I'imidazo [4,5-b] pyrazine etleurs
activités ont éete prédit. Tous les composés congus ont montré une meilleure activité inhibitrice par

rapport aux plus omposé actif (composé 32) de I'ensemble de donnés
5 .Discussion

Dans 1I’étude de Hoaliang et al la modélisation 3D-QSAR et les simulations de la
dynamigque moléculaire ont été réaliseées sur des inhibiteurs de c-Met de la série des

triazolopyrazines.

Les modéles COMFA et CoMSIA ont été construits avec les conformations d’amarrage des

composés de I’ensemble d’entrainement.
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Les statistiques ont démontré leur fiabilité et capacité prédictive importante, en particulier
le modéle CoMSIA.

De plus, & partir des cartes de contour du modéle CoMSIA, les exigences en matiére de
caracteristiques structurelles et pharmacophoriques ont été obtenus pour différents groupes

substitués sur I’échafaudage.

Les Simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées pour évaluer les contributions
a la liaison, a I’activité et a la sélectivité du ligand apportées par groupes substitués dans la région

riche en liaisons hydrogene.

Pour I’étude de Pouria et al. Dans cette étude, une combinaison de méthodes de
modélisation moléculaire, y compris la modélisation 3D-QSAR, l'amarrage moléculaire et les
simulations de dynamique moléculaire, a été employée sur une série de 67 dérives de la une série
de 67 dérives de pyrrolo[2,3-b]pyridine afin d'étudier les conditions les exigences structurelles pour
I'inhibition de I'enzyme c-Met kinase de maniére théorique. Les résultats du docking ont proposé
une liaison entre c-Met et ses inhibiteurs qui représentaient Met1160, Asp1222 participant a des
interactions de liaison H et 11e1084, Ala1108, Pro1158, Tyr1159, Met1211 et Val1220 impliquant
des interactions hydrophobes. Les résidus clés ont grandement contribué a I'activité inhibitrice des
composes. Les modeles 3D-QSAR basés sur les conformations dockées ont été généres en utilisant
les méthodes CoMFA et COMSIA. D'apres les résultats statistiques, le modele CoMSIA a été
choisi comme modele final pour effectuer étude de modélisation moléculaire. La robustesse et la
capacité de prédiction du modéle CoMSIA ont été vérifiées par les critéres donnés par Tropsha et

Roy.

L'analyse des cartes de contour CoMSIA construites a révelé les facteurs structurels clés
des dérivés de pyrrolo[2,3-b]pyridine qui influencent l'activité inhibitrice de c-Met. Ces
informations ont été utilisées pour concevoir des inhibiteurs de c-Met plus puissants et houveaux.
LES ETUDES 3D-QSAR ont montré que les descripteurs hydrophobes jouent un rdle vital dans
la détermination de l'activité inhibitrice des dérivés de pyrrolo[2,3-b]pyridine. En ce qui concerne

les informations obtenues a partir

les études 3D-QSAR et de docking moléculaire, 34 nouvelles pyrrolo[2,3-b]pyridines ont
été concues in silico. En outre, la simulation MD a Vérifié la stabilité du composé concu de D12

dans des situations dynamiques, malgré ses changements conformationnels partiels.
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L'analyse des simulations MD a suggeéré que la partie pyrrolo[2,3-b]pyridine a perdu les
interactions de liaison H avec Met1160 et s'est orientée vers les régions accessibles au solvant. Les
résultats ont également montré des liaisons hydrogene stables avec résidu clé, Aspl1222 et des
interactions hydrophobes importantes avec les résidus non polaires cruciaux 111084, Val1092,
Alal108, Leull40, Leull57, Phel200 et His1202. Le calcul de I'énergie libre de liaison et la
décomposition d'énergie par la méthode méthode MM-PBSA ont démontré que les liaison de Van
der walls étaient des facteurs prédominants affectant le processus de liaison. Le résultats de
I'analyse des cartes de contour, du docking moléculaire et des études de dynamique moléculaire

étaient en bon accord les uns avec les autres.

Enfin, cette étude pourrait fournir des informations précieuses pour le développement de

nouvelles molécules efficaces de la kinase c-Met.

Concernant 1’é¢tude de Pavithra K. Balasubramanian et al. une série de dérivés
d’imidazo[4,5-b]pyrazine signalés comme ayant c-Met L’activité inhibitrice a été étudiée en
utilisant une approche combinée d’amarrage, 3D-QSAR, MD simulation, calcul d’énergie libre
contraignante et décomposition d&#39;énergie. L’analyse d’amarrage a identifié des résidus

importants impliqués dans I’interaction du composé 32 avec la c-Met kinase.

Les résidus Met1160, Aspl222 et Tyr1230 se sont avérés jouer un role critique dans
I’inhibition mécanisme. Une simulation MD 100ns a été réalisée pour valider la stabilit¢ du dock

complexe suivi de calculs d’énergie libre et de la décomposition MMGBSA de 1’énergie libre.

Le résultat de ’amarrage était cohérent avec I’analyse MD. La décomposition de 1’énergie
libre de liaison a révélé que les résidus Tyr1230, Asp1222, Met1211, Tyr1159, Met1160, Val1092,

Alal108 et Leul157 a contribué favorablement a la liaison du composé 32.

Sur la base de I’analyse 3D-QSAR, une série de 27 de nouveaux dérivés puissants de
I’imidazo [4,5-b] pyrazine ont été congus et leurs activités ont été prédites. Tous les composeés
congus ont montré une meilleure activité inhibitrice par rapport au composé le plus actif (composé

32) de I’ensemble de données.
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I11. Etude comparative entre différents potentiels inhibiteur d’EGFR
1.Objectifs :
L'objectif & accomplir par cette étude est de comparer entres les différents résultats obtenus

par ces recherches. Ceci est dans le but de développer des medicaments candidats a partir du
potentiels inhibiteurs de la tyrosine kinase EGFR et mieux les comprendre pour prédire les

caracteristiques qui sont responsables de leurs activités biologiques.

2.Matériel

Dans la présente etude, les articles cites ci-dessous nous ont servi comme matériel pertinent
et utile pour réaliser une étude comparative entre différents travaux réalisés sur les inhibiteurs de

la tyrosine kinase EGFR appliquant differents méthode de modélisation moléculaire.

o Le premier article est intitulé <> Exploration of potential EGFR inhibitors: a combination
of pharmacophore-based virtual screening, atom-based 3D-QSAR and molecular docking
analysis “et écrit par: Arumugam Sudha, Pappu Srinivasan, and Palanivel
Rameshthangam, 2014.

o L’article n°2 est intitulé “Hybrid Pharmacophore- and Structure-Based Virtual Screening
Pipeline to Identify Novel EGFR Inhibitors That Suppress Non-Small Cell Lung Cancer
Cell Growth”. Il est écrit par: Chia-Wei Weng, Chi-Hsuan Wei ,Jeng-Yuan Tsai , Yi- Hua
Lai, Gee-Chen Chang, and Jeremy J. W. Chen, 2022.

o Enfin, le troisieme article s’intitule “A comparative QSAR analysis and molecular
docking studies of quinazoline dérivatives as tyrosine kinase (EGFR) inhibitors: A rational
approach to anticancer drug design”, élaboré par Malleshappa N. Noolvi , Harun
M. Patel, 2011.

3.Méthodes :

Pour ce faire, on a opté de procéder une étude comparative entre les trois articles de

recherches cités ci-dessus. La comparaison a été faite entres les différents points importants. 1l

s'agit de:
-les Méthodes de modélisation moléculaire employées
-les objectifs a atteindre

-les ligands utilisés

104



Etude comparative des potentiels inhibiteurs des kinases c-Met et EGFR

-les ensembles de dataset et données biologiques
-les softwares utilisés et les champs de force
-le modeéle pharmacophorique 3D-QSAR
-le criblage virtuel
-le docking moléculaire

-les résultats élucidés
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4.Etude comparative :

1.Méthodes de modélisation moléculaire utilisés :

L’équipe de recherche Arumugam et al. a réalisé son étude en utilisant les méthodes suivantes :
e 3D-QSAR;
e criblage virtuel basé sur la structure ;

e docking moléculaire.

Quant a I’équipe Chia-We1 Weng et al, s’est servi des méthodes suivantes :
e Modele pharmacophorique hybride
e 3D-QSAR
e criblage virtuel basé sur la structure ;

e docking moléculaire.

Ainsi que, Malleshappa et al. ont utilisé :
e 2D-QSAR
e 3D-QSAR
e Docking moléculaire

2.0Dbjectifs recherchés

Pratiquement, les trois articles rapportés dans cette étude ont été menées pour accomplir le
méme objectif qui est : développer des médicaments candidats potentiels inhibiteur de ’EGFR et
mieux les comprendre pour prédire les caractéristiques qui sont responsables de leurs activités

biologiques. Plus spécifiquement, les objectifs sont le suivant :

e Objectif 1 : développer une modele pharmacophorique basee sur le ligand en utilisant une
série de nouveaux dérivés portant des pyrrolo[3, 2-d]pyrimidine et de dériver un modéle
QSAR 3D basé sur les atomes pour prédire les caractéristiques qui sont responsables de son
activité biologique.

e Objectif 2 : développer des modeles prédictifs décrivant les caractéristiques chimiques

cruciales de molécules réversibles et irréversibles ciblant le domaine EGFR-TK.
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e Obijectif 3 : mieux comprendre les principales caractéristiques structurelles clésnécessaires
a la conception de médicaments candidats potentiels d’inhibiteurs de 'EGFR en rapportant
les résultats obtenus des études 2D, 3D-QSAR et de docking moléculaire sur une série de
ces inhibiteurs.))

2.1. Ligand

Arumugam et al. ont basé leur recherche sur une série de nouveaux dérivés portant la
structure de la pyrrolo[3, 2-d]pyrimidine. Cependant, Chia-Wei Weng et al. ont pris les molécules

réversibles et irréversibles ciblant la tyrosine kinase EGFR comme ligand cible dans leur étude.

Quant aux Malleshappa et al., ils ont choisi comme ligand les dérivés de la quinazoline

comme inhibiteurs de la tyrosine kinase (EGFR).
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2.2. Dataset et données biologiques

Arumugam et al. ont utilisé un ensemble de 40 dérivés de pyrrolo[3, 2-d]pyrimidine avec
des données d'ICso disponibles, basées sur leur activité inhibitrice de 'EGFR kinase. Ils ont été
extrait de la littérature pour générer des modeles pharmacophore et QSAR 3D. Sur les 40
composés, 32 ont été sélectionnés de maniére aléatoire pour I'ensemble d'entrainement et huit
(08) ont été utilisés comme ensemble de test en appliquant I'option "Automated Random Selection"
présente dans le module PHASE du logiciel Schrodinger.

Néanmoins, Chia-Wei Weng et al. ont pris un ensemble de 67 composés chimiques dont
leurs valeurs de concentration inhibitrice semi-maximale (IC50) déterminées sont par un test
d'inhibition des kinases ont été obtenus a partir de la base de données BindingDB et catégorisés

rationnellement en ensembles d'entrainement et de test de 33 et 34 composés, respectivement.

Ainsi que, Malleshappa et al., ont choisi quarante-cing (45) molécules appartenant aux
dérivés de 4-anilino quinazoline en tant qu'inhibiteurs de la tyrosine kinase de 'TEGFR qui ont été
extraites de la littérature et utilisées pour I'analyse QSAR. Les valeurs de plIC50 des ces derniers
couvrent une large marge de variation de 5 a 11. Comme certains composes ont montré une
inhibition insignifiante/absence d'inhibition, ces composés ont été exclus de la présente étude. Cet
ensemble de donnees a été divisé en ensembles d’entrainement et de test par la méthode d'exclusion
des sphéres (ES) pour les modéles MLR, PCR et PLS avec une valeur de dissimilaritéde 2,4 et 3,0
respectivement, en utilisant le champ d'activité pIC50 comme variable dépendante et divers

descripteurs 2D comme variables indépendantes.
2.3. Software

Arumugam et al. ont opté pour Le module PHASE (New York, NY) (Schrodinger, LLC,
New York, NY) pour élaborer le modele pharmacophorigue, le modéle 3D-QSAR et le criblage de
la base de données d'inhibiteurs de I'EGFR publiés.

Concernant Chia-Wei Weng et al., Le logiciel Accelrys Discovery Studio 3.5 (DS)

(Accelrys Inc., San Diego, CA, USA) a éteé utilisé pour effectuer tous les calculs de leur étude.

Pour Malleshappa et al., Les analyses de modélisation, les calculs et les visualisations pour
le QSAR 2D ont été effectués a l'aide de V-Life Molecular Design Suite 3.0 (Vlife MDS).
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2.4. Champs de force

Arumugam et al. ont employé le champ de force OPLS-2005, Chia-Wei Weng et al., ont eu
recours au champ de force CHARMM pour minimiser I'énergie pendant les processus de calcul et,
finalement, Malleshappa et al., ont utilisé un champ de force MMFF.

2.5. Genération du pharmacophores par QSAR 3D

Pour Arumugam et al., des modeéles QSAR basés sur les atomes ont été générés pour toutes
les hypotheses de pharmacophores communes en corrélant l'activité observée et l'activité prédite
par PHASE pour I'ensemble de 32 molécules d'entrainement en utilisant un espacement de grille
de 1,0 A°. LES MODELES QSAR ont été générés avec un a cinq facteurs PLS, et les modéles

générés ont été validés en interne par des tests de validation.

Par contre, Chia-Wei Weng et al., leur modele pharmacophorique 3D-QSAR a été construit
sur la base de 33 composés de I'ensemble d'entrainement, de structure diverse, avec des valeurs

d'ICso couvrant cing ordres de grandeur (de 0.1 nM a 2110 nM), ce qui constitue une exigence pour

le criblage virtuel a grande échelle. L'activité de I'ensemble de données (basée sur lalCso) a été
principalement classée en trois groupes : hautement active (ICso < 100 nM), modérément active
(100 nM < ICs < 1000 nM) et faiblement active (IC* > 1000 nM). Quatre types de caractéristiques
cruciales, a savoir les accepteurs de liaison hydrogene (HBASs), les donneurs de liaisons hydrogéne
(HBD), les régions hydrophobes (HY) et les cycles aromatiques (AR), ont été étudiés parmi les

composeés de I'ensemble d'entrainement, et le pharmacophore hypothétique a été modélisé.

A la différence des équipes de chercheurs précédentes, Malleshappa et al., ont généré en

premier lieu un modele 2D-QSAR. Par la suite, ils ont décrit un modele 3D-QSAR.

Les divers modéles QSAR 2D qui ont été génerés pour cette série utilisent les méthodes de
régression linéaire multiple (MLR), de régression en composantes principales (PCR) et de
régression partielle des moindres carrés (PLS). lls ont été générés a partir d'un ensemble
d'entrainement de 34 (MLR), 33 (PCR) et 30 (PLS) molécules. Le pouvoir prédictif des modeéles
résultants a été évalué par un ensemble de test de 11 (MLR), 12 (PCR) et 15 (PLS) molécules avec

des activités biologiques uniformément distribuées. Ensuite, le modele 3D-QSAR a été
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généré par la méthode > k-nearest neighbour molecular field analysis (KNN-MFA) ©* qui est une
méthode repose sur une approche d'apprentissage a distance simple par laquelle un membre

inconnu est classé en fonction de la majorité de ses k-nearst voisins dans I'ensemble d'entrainement.

2.6. Validation des modéles générés

Le modéle pharmacophorique généré par Arumugam et al. a été validé validés par divers
paramétres statistiques tels que R?, Q2 RMSE et F. Une bonne prévisibilité ainsi que la
signification statistique (faibles valeurs de SD, p et RMSE ; valeurs élevées de R2, Pearson-R et
F) se sont avérées étre des caractéristiques typiques des modeéles développés satisfaisant aux

exigences primaires pour une étude QSAR.

Afin de valider la signification statistique du modéle pharmacophorique généré, Chia-Wei
Weng et al. ont réalisé le test de randomisation de Fischer a été effectué par la méthode
CatScramble pour réarranger les valeurs 1C50 des composés de I'ensemble d'entrainement et

construire un pharmacophore hypothétique genéré de facon aléatoire.

Cependant, Malleshappa et al. ont utilisé les méthodes de validation suivantes : la méthode
LOO (Leave-one-out) pour la validation interne, test de randomisation et une validation externe

par le calcul du parametre statistique pred_r2.
2.7. L’alignement moléculaire

Arumugam et al. et Chia-Wei Weng et al. n’ont pas réalisé un alignement moléculaire lors
de I’étude QSAR. En revanche, dans 1’¢tude effectuée par Malleshappa et al., toutes les molécules
de l'ensemble de données ont été alignées par une méthode basée sur un modele utilisant la 4-
anilinoquinazoline comme modéle, ou un modele est construit en considérant les sous-structures
communes dans la série. Cette derniere est dans le but d'obtenir un alignement optimal entre les

structures moléculaires nécessaires pour les interactions ligand-récepteur.
2.8. Génération du modele pharmacophorique « structure-based »

Chia-Wei Weng et al., pour étudier les caractéristiques pharmacophoriques les plus
pertinentes, les mutants EGFR L858R et T790M ont été adoptés, et les caractéristiques chimiques
clés ont été discernées en examinant les résidus de la poche de compétition ATP du domaine kinase.

Aprés une analyse groupée de ces caractéristiques, le SBP optimal a été génére.
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D’autre part, les deux autres équipes de recherche n’ont pas passé par cette étape.
2.9.  Criblage virtuel

Le meilleur modele pharmacophore prédit par Arumugam et al. a été sélectionné et utilisé
comme une requéte 3D pour retrouver des molécules présentant des caractéristiques chimiques
nouvelles et souhaitées dans de grandes bibliotheques publiques de composés comme Asinex
(www.asinex.com), Maybridge (www.maybridge.-com), TOSLab (www.toslab.com), Binding
(www.bindingdb.org/bind/index.jsp) et Eduliss (eduliss.bch.ed.ac.uk), respectivement. Un
composé qui correspond bien aux caractéristiques pharmacophoriques de la meilleure hypothéese
a €té récuperé comme un hit. Les résultats trouvés dans les bases de données ont été classés sur la
base du score d'adéquation, de la prédiction de la similarité avec un médicament en utilisant la régle

des cinqg de Lipinski.

Chia-Wei Weng et al., de leur part, pour identifier les inhibiteurs potentiels de 'EGFR, 46
872 composés de NCI ont été criblés par le criblage virtuel base sur le modéle pharmacophorique
PBVS en plusieurs étapes, couplé a un docking moléculaire. Dans un premier temps, les propriétés
de type médicamenteux caractérisées par des critéres tels que la regle des cing de Lipinski [36] et
les regles de Veber [37] ont été évaluées de maniere préférentielle afin d'explorerla capacité des
molécules candidates a devenir des médicaments. Ensuite, pour identifier les inhibiteurs les plus
puissants contre le domaine EGFR-TK, les inhibiteurs de 'EGFR de premiere, deuxieme et
troisieme geénération ont été adoptés comme témoins positifs dans le calculdes valeurs de référence

du pharmacophore correspondant a trois types de modeles pharmacophoriques.

Tandis que Malleshappa et al. ont passe directement aux docking moléculaire sans effectuer

le criblage virtuel.

2.10. Docking moléculaire

Arumugam et al. ont effectué le docking moléculaire en utilisant le programme Glide
version 5.7 (Schrodinger, LLC, New York, NY). Il été réalisé selon 3 protocoles différents : il a été
réalisés d'abord en HTVS, puis dans les méthodes SP (précision standard) et XP (extra précision)
pour affiner bonne pose du ligand. Tous les protocoles Glide ont été exécutés en utilisant
parametres par défaut, et le score Glide a été utilisé pour sélectionner la meilleure conformation

pour chaque ligand. les propriétés d'absorption, de distribution, de métabolisme et
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d'excrétion (ADME) ont été calculées pour les hits identifiés en utilisant le programme QikProp
(New York, NY).

Revenant a Chia-Wei Weng et al., Une analyse de docking moléculaire a été réalisée afin
d'affiner la liste des composés hit obtenus a partir de l'analyse PBVS en plusieurs étapes.
L'algorithme LibDock [58] de DS3.5 a été utilisé pour simuler les positions d’arrimage de chaque
composé. Les conformations de chaque compose ont été alignées sur les sites d'interaction polaires
et non polaires de la poche active prédéfinie du domaine EGFR-TK; les scores de docking ont

ensuite été calculés.

Difféeremment & Arumugam et al. et & Chia-Wei Weng et al., I’équipe Malleshappa et
al. ont exécuté Un potentiel linéaire par paire (PLP) basé sur le potentiel moléculaire de la 4- anilino
quinazoline a l'aide du module de module de docking du logiciel Molecular Design Software, ce
qui qui implique l'utilisation de la fonction PLP sommée sur les interactions energétiques entre

toutes les paires d'atomes de la protéine et du ligand.
2.11. Calcul d’énergie de liaison

Contrairement Chia-Wei Weng et al.,, Malleshappa et al., I’équipe de recherche
Arumugam et al. a calculé L'énergie libre de liaison d'un ensemble de ligands au récepteur par
prime/MM-GBSA.

3.Résultats
3.1. Génération du modeles pharmacophorique et 3D-QSAR

La génération du modele pharmacophorique par Arumugam et al. a révélé Six CPH
probables caractérisés, a l'aide d'un algorithme de partition arborescent, exigeant la correspondance
des 13 composes actif. Un total de 1578 CPH probables a six caractéristiques appartenant a onze
types, dont ADHRRR, AHRRRR, AAADHR, AAHRRR, AADHRR, AAAHRR, DHRRRR,
ADRRRR, AAARRR, AADRRR et AAADRR ont été obtenus.
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Figure 41: L'alignement des composés de I’ensemble d’entrainement basé sur un modéle

pharmacophorique commun.

Pour Chia-Wei Weng et al., quatre (04) types de caractéristiques cruciales, a savoir, les
accepteurs de liaison hydrogene (HBAS) les donneurs de liaisons hydrogene (HBD), les régions
hydrophobes (RH) et les cycles aromatiques (CA), ont été étudiés parmi les composés de
I'ensemble d'entrainement, et le pharmacophore hypothétique a été modélisé. La structure
hypothétique la mieux classée (c.-a-d. Hypol) a été choisie comme étant le meilleur modéle en
raison des parameétres suivants : le coefficient de corrélation le plus élevé (0,92), le plus faible
RMSD (RMS ; 0,88), le codt total le plus faible (136,11), le colt de configuration le plus fiable
(10,43) et le colt d'exploitation le plus élevé (1,5). Par ailleurs, le colt nul et le codt fixe étaient
respectivement de 197,09 et 122,56. Hypol était composé de HBAs, HBDs, et HYs, comme le
montre la figure 42A. La distance entre chaque deux caractéristiques chimiques varie d'environ 5,7
410,4 A. Le composé le plus actif, BDBM3297 (IC50, 0,1 nM), a montré une valeur d'ajustement
plus élevée de 6,79 lorsqu'il a été mappé sur Hypol, tandis que le composeé le moins actif,
BDBM3269 (IC50, 5500 nM), a été cartographié sur Hypol, a affiché une faible valeur

d'ajustement, 2,84, comme le montre la figure 42B.
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Training set : BDBM3297 Training set : BDBM3269

1Cgp: 0.1 NM 1Cyy: 5500.0 nM
Fit value : 6.79 Fit value : 2.84

Figure 42 : Le modele pharmacophore 3D QSAR Hypol des inhibiteurs de I'EGFR. (A)
Caractéristiques pharmacophore du modele Hypol (B) Le composé le plus actif
BDBM3297 et le composé le plus inactif BDBM3269 mappés et mis en
correspondance avec le modéle Hypol.

3.2. 2D-QSAR

Pour I’etude 2D-QSAR réalisé par Malleshepa et al., tous les modéles QSAR proposes
étaient statistiquement significatifs. Cependant, le modéle 1 par analyse de régression linéaire
multiple pourrait étre considéré comme le meilleur en termes d'excellentes capacités de prédiction
internes et externes. Selon le modele-1 (MLR) [lactivité anticancéreuse des dérivés de la
quinazoline a été influencée par le nombre de donneurs H individuels et par le XlogP et les
descripteurs indépendants de l'alignement (T_C Br 1,T 2 O 1etT_2 N _7)aident acomprendre
I'effet du substituant a différentes positions des quinazoline. Le résultat obtenu a partir de I'étude
QSAR 2D suggeére que le groupe attracteur d'électrons sur la partie aniline du cycle quinazoline
augmente la lipophilie des composés et favorise I'inhibition de 'EGFR. Cela suggére également
suggere également que le groupe alcoxy a longue chaine en position 6 et 7 du cycle quinazoline

favorise l'activité.

3.3. Criblage virtuel basé sur le modéle pharmacophorique

Dans le modéle de pharmacophore généré par Aramugam et al., AAADRR.295 a été utilisé
comme requéte pour classer les composés puissants par ordre de priorité. a partir de différentes
bases de données chimiques comprenant 305 628 molécules (Maybridge, Asinex, Binding, Toslab
et Eduliss), qui se compose un large éventail des structures chimiques. Une liste de résultats de

4472 composés a éeté criblée sur la base du modele pharmacophorique et comprend
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des composeés structurellement similaires aux inhibiteurs de 'EGFR kinase existants et comprend
également de nouveaux structures. Ces composés ont ensuite été triés sur la base de la valeur
d'ajustement et de la prédiction de la similarité avec le médicament en utilisant la regle des cing de
Lipinski. En conséquence, 1021 composés qui contribuent a la regle des cing de Lipinski avec une
valeur d'adéquation supérieure ou égale a la valeur de la regle des cing de Lipinski ont été
sélectionnés avec une valeur d'adéquation supérieure ou égale a 1,5 ont été obtenus et ont été
considérés pour des études de docking. Le flux de travail schématique du criblage virtuel réalisé

dans cette étude est présenté dans la Figure 43.

Mavbridge. TOSLab. Asinex. Binding and
Eduliss Databases (3.05.628 Compounds)

Pharmacophore based screening

4472 Compounds
Lipinskirulebased screening, Fitness
score=>1.5

1021 Compounds

HTVS. Glide Score> 7.00
382 Compounds
P Docking. Glide Score> 9.00
247 Compounds
XPDocking, Glide Score> 10.00
12 hits

Figure 43 : Stratégie de criblage virtuel réalisée dans cette étude
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3.4. Résultat final

L’étude de Arumagam et al. a réveélé le résultat suivants : 13 hits ont été récupérés par trois
cycles de docking et ils ont été prédits comme étant modele QSAR 3D hautement actif avec les
scores de docking les plus élevés. La reconnaissance du pharmacophore donne une idée sur les
interactions possibles, puisque tous les composés de la série partagent certaines caractéristiques
communes. De plus, les composés récupérés extraits ont été reconnus pours'arrimer a la poche
profonde de 'EGFR Kinase et se sont révélés étre des pistes précieuses pour d'autres essais

biologiques.

Pour Chia-Wei Weng et al., parmi les quatre composé, NSC609077 a montré un effet
inhibiteur significatif sur l'activité de 'EGFR et a inhibé viabilité, prolifération et migration des
cellules cancéreuses en supprimant la voies de signalisation liée a 'TEGFR. Les résultats ont montré
que l'application de différents modeles de pharmacophore dérivés de divers inhibiteurs de 'EGFR
ou de structures protéiques peuvent étre utiles pour faciliter la découverte de nouveaux

médicaments ciblant 'EGFR dans le futur.

De la part de Malleshepa et al., ils ont montré que le cycle quinazoline joue un réle crucial
dans la production d'activité biologique en interagissant avec MET 769, un actif importantrésidu
pour l'affinité de liaison de l'inhibiteur, qui est en corrélation avec les résultats obtenus a partir de
I'étude cristallographique de I'erlotinib-EGFR. Ces interactions soulignent I'importance des atomes

d'azote pour la liaison et la capacité inhibitrice subséquente.

Ainsi, le modele proposé par eux peut étre utilisé pour concevoir de nouveaux dérivés de

quinazoline avec une activité inhibitrice de la tyrosine kinase (EGFR).

5.Discussion

Dans I’é¢tude de Arumagam et al. un mapping du pharmacophore et des techniques 3D-
QSAR ont été appliquées a une série de dérivés de la pyrrolo[3-d]pyrimidine comme inhibiteurs
de 'lEGFR.

Le modeéle pharmacophore 3D-QSAR a été genéré a partir d'un ensemble sélectionné
d'inhibiteurs de I'EGFR a I’aide de PHASE. Un pharmacophore a six points avec trois sites

accepteurs
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(A), un site donneur (D) et deux cycles aromatiques (R) comme caractéristiques pharmacophores.
Les caracteéristiques du pharmacophore ont été obtenues et utilisées pour la génération du QSAR
3D. Le modéle QSAR AAADRR.295 était significativement plus précis avec de bons R? =0.9542
et Q?= 0.8835. Le pharmacophore prédictif et le modéle 3D-QSAR envisagé dans la perspective
des molécules étudiées établit une relation majeure entre les caractéristiques structurelles et les
activités inhibitrices contre I'EGFR et donnent des informations significatives sur les
caracteristiques des inhibiteurs.

Les résultats révelent que la pyrrolo[3, 2-d]pyrimidine pourrait étre un échafaudage

important et que son activité augmente avec l'ajout de substitutions.

En outre, pour explorer de nouveaux inhibiteurs potentiels de 'lEGFR, AAADRR.295 a éteé
utilisé comme requéte pour passer en revue plusieurs bases de données, dont Maybridge, Asinex,
Binding, TOSLab et Eduliss. Les résultats trouvés ont ensuite été soumises a un filtrage par un
criblage ADME et des etudes de docking pour un affinement supplémentaire. Finalement, 13
résultats ont éte récupéres par trois cycles de docking et ils ont été predits comme étant modéle

QSAR 3D hautement actif avec les scores de docking les plus éleves.

De plus, les composés récupérés composés extraits ont été reconnus pour sarrimer a la
poche profonde de 'EGFR kinase et se sont révélés étre des pistes précieuses pour d'autres essais

biologiques.

Concernant Chia-Wei Weng et al., ils rapportent le déroulement d'un processus de criblage
virtuel en plusieurs étapes qui a été utilisé conjointement avec le docking moléculaire pour

découvrir des inhibiteurs potentiels ciblant 'EGFR pour la suppression de l'activité de lEGFR.

Pour le faire, le logiciel Accelrys Discovery Studio 3.5 (DS) (Accelrys Inc., San Diego, CA,
USA) a été utilisé pour effectuer tous les calculs de cette étude. Un champ de force CHARMM a
été utilisé pour minimiser I'énergie pendant les processus de calcul. Un ensemble de 67 composés
chimiques et leurs valeurs de concentration inhibitrice a demi-maximum (1C50) déterminées par
un kinase ont été obtenues a partir de la base de données BindingDB et catégorisées rationnellement

en ensembles d'entrainement et de test.

Les six meilleurs résultats ont été choisis comme composés candidats. Une validation

biologique par ELISA a ensuite été pour évaluer I'efficacité de la suppression de l'activité de
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I'EGFR des composés identifiés par cette méthode. Enfin, il s’est déterminé que le NSC609077 est
un inhibiteur candidat qui a exercé un effet significatif sur I'activité de 'EGFR.

Finalement, dans I’étude 2D-QSAR réalisé par Malleshepa et al., tous les modéles QSAR
proposés étaient statistiquement significatifs. Cependant, le modéle 1 par analyse de régression
linéaire multiple pourrait étre considéré comme le meilleur en termes d'excellentes capacités de
prédiction internes et externes. Selon le modéle-1 (MLR) l'activité anticancéreuse des dérivés de
la quinazoline a été influencée par le nombre de donneurs H individuels et par le XlogP et le
descripteur indépendant de I'alignement (T_C Br 1, T 2 O 1etT_2 N_7) aident a comprendre
I'effet du sous-titrage a différentes positions des quinazolines. Le résultat obtenu a partir de I'étude
QSAR 2D suggere que le groupe attracteur d'électrons sur la partie aniline du cycle quinazoline
augmente la lipophilie des composeés et favorise l'inhibition de 'TEGFR. Cela suggére également
que le groupe alcoxy a longue chaine en position 6 et 7 du cycle quinazoline favorise l'activité. Le
diagramme de contribution des interactions stériques et électrostatique génére par le 3D-QSAR
montre que les groupes attracteurs d'électrons au niveau de la fraction aniline sont favorables. Ce
résultat est en accord étroit avec les structures de ces composés, ou des groupes attracteurs
d'électrons est sont présents dans la partie aniline. Cela suggere également que les groupes

donneurs d'électrons volumineux sont favorables en position 6 et 7 du modeéle.

Le cycle quinazoline joue un rdle crucial dans la production de l'activité biologique en
interagissant avec le MET 769, un résidu actif important pour l'affinité de liaison de la molécule,
ce qui est en corrélation avec les résultats obtenus par cristallographie de l'erlotinib-EGFR. Ces
interactions soulignent I'importance des atomes d'azote pour la liaison et la capacité inhibitrice

ultérieure.

Le modéle proposé dans ce travail peut donc étre utilise pour concevoir de nouveaux dérives

de la quinazoline avec une activité inhibitrice de la tyrosine kinase (EGFR).
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CONCLUSION GENERALE

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

critéres sont encore mal définis.

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et La kinase c-Met sont parmi
les cibles tyrosine kinase les plus recherchées car ils jouent un role essentiel dans la régulation de
la croissance cellulaire. La surexpression, lI'amplification ou la mutation des tyrosines kinases
EGFR et c-Met est fréquente dans les cancers du sein, de l'ovaire et du poumon non a petites

cellules.

Par conséquent, la réussite de la découverte de petites molécules contre 'EGFR et la c- Met
en tant que cibles anticancéreuses provient de I'inhibition sélective de leur activité kinase a l'aide
de composés qui entrent en compétition avec la liaison de I'ATP au site catalytique, ce qui fait du
développement d'inhibiteurs d’EGFR et c-Met puissants et extrémement sélectifs devient crucial

et pourrait étre particulierement utile pour traiter diverses catégories de cancers.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a la comparaison entre plusieurs
études faites pour identifier les caractéristiques structurelles et pharmacophoriques importantes

pour ameliorer I’activité inhibitrice de c-Met EGFR et optimiser leurs sélectivite.

L’étude de Hoaliang et al. a généré que la comparaison entre les résultats du PF04217903
et du composé 18 a confirmé qu'il était important d'avoir des groupes substitués appropriés dans
cette région pour développer des inhibiteurs de c-Met de type | hautement actifs. Par ailleurs, les
études de Pouria et al. ont prouvé que les facteurs structurels clés des dérivés de pyrrolo[2,3-
b]pyridine qui influencent I'activité inhibitrice de c-Met. L’étude de Pavithra et al. a révélé que tous
les composés dérivés de l'imidazo [4,5-b] pyrazine congus ont montré une meilleure activité

inhibitrice par rapport aux plus omposé actif (compose 32) de I'ensemble de données.



D’autre part, I’étude de Arumagam et al. a montré que les composés récupérés ont éte
reconnus pour s'arrimer a la poche profonde de 'EGFR kinase et se sont révélés étre des pistes
précieuses pour d'autres essais biologiques. Pour Chia-Wei Weng et al., parmi les quatre composé,
NSC609077 a montre un effet inhibiteur significatif sur l'activité de 'EGFR et a inhibé viabilité,
prolifération et migration des cellules cancéreuses en supprimant la voies de signalisation liée a
I'EGFR. En dernier lieu, I’étude de Malleshepa et al., a montré que le cycle quinazoline joue un
role crucial dans la production d'activité biologique en interagissant avec MET 769, un actif
important résidu pour I'affinité de liaison de l'inhibiteur, qui est en corrélation avec les résultats

obtenus a partir de I'étude cristallographique de I'erlotinib-EGFR.

Ces résultats sont prometteurs et utiles et pourrait faciliter la recherche et le développement
d'inhibiteurs hautement actifs et sélectifs et contribuer a la découverte de nouveaux médicaments
ciblant 'EGFR dans le futur.
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Abstract

Epidermal growth factor receptor (EGFR) protein tyrosine kinases are over expressed in several
human cancers and considered as a promising target for developing novel anticancer drugs.
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In this study, the ligand-based pharmacophore mapping and atom-based 3D-QSAR approach derivatives
was carried out on a series of 40 novel pyrrolo[3, 2-d]pyrimidine derivatives acting as EGFR
inhibitors. The best pharmacophore hypothesis AAADRR.295 was selected and an atom-based History

3D-QSAR model was generated by applying partial least-squares algorithm. The developed
model was validated and used as a 3D query in sequential virtual screening study to filter five
chemical databases. The obtained compounds were further filtered according to Lipinski ruleof
five and fitness score. Subsequently, a multistep molecular docking study was employed on the
retrieved hits and finally, 12 compounds were prioritized as potential leads against EGFR, which
exhibited high docking scores, correlated binding mode to experimentally proven
compounds and constructive drug-like properties. The results of this study provide detailed
structural insights and emphasize the important binding features of these compounds, which
may assists in the design and development of novel EGFR inhibitors.
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Introduction (4,5) and has been shown to influence proliferation, angio-
genesis and cancer metastasis. The binding of a ligand to EGFR
persuades conformational alterations inside the recep-tor,
which in turn activates its intrinsic catalytic activity and leads
to autophosphorylation, which is essential for biological
activity (6). Therefore, the achievement in small molecule
drug discovery against EGFR as an anticancer target arises
from selective inhibition of its kinase activity using com-
pounds that compete against ATP binding at the catalytic site
(7,8).

Recently, a large group of compounds has been synthe-
sized and assessed as EGFR inhibitors, which can be used in
cancer therapy. But, the enormous attention is being paid to
two major classes of EGFR inhibitors such as the quinazoline
derivatives (9,10) and the pyrimidine derivatives (11,12),
which target ATP pocket of EGFR. The compounds newly
designed, however, could not be confirmed as effective EGFR
inhibitors, unless their biological activities were validated
experimentally, which are generally time-consuming and
expensive (13,14). Therefore, it is of realistic concern to
develop consistent tools to envisage biological activities
before synthesis. The relationship between physicochemical
properties and the inhibitory activities of different kinds of

Target-specific therapies are highly selective in cancertherapy
and have created a great deal of attention in addition to
conventional cancer treatments (1,2). Membrane receptors of
the tyrosine kinases family plays a vital role in cellular
signaling pathways that regulates key functions such as
differentiation, proliferation, cell cycle progression, survival
and apoptosis (3). The abnormal activity of the receptor
tyrosine kinases (RTKs) is one of the leading factors known
to cause cancer. Many human cancers are characterized by an
up-regulation of specific RTKs and have been clinically
validated as targets for cancer therapy. Therefore, the
development of tyrosine kinase inhibitors has become a
dynamic part of research in pharmaceutical science.
Epidermal growth factor receptor (EGFR) is one of the
extremely considered tyrosine kinase target as it plays a vital
role in the regulation of cell growth. The over expression,
amplification or mutation of EGFR tyrosine kinase occurs
frequently in breast, ovarian and non-small cell lung cancers
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EGFR inhibitors have been examined recently with expectant
results (15-17). In this study, we focus on a 3D-QSAR
pharmacophore model of new class of EGFR inhibitors.
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Abstract: Dysregulated epidermal growth factor receptor (EGFR) expression is frequently observed
in non-small cell lung cancer (NSCLC) growth and metastasis. Despite recent successes in the
development of tyrosine kinase inhibitors (TKIs), inevitable resistance to TKIs has led to urgent calls for
novel EGFR inhibitors. Herein, we report a rational workflow used to identify novel EGFR-TKIsby
combining hybrid ligand- and structure-based pharmacophore models. Three types of models were
developed in this workflow, including 3D QSAR-, common feature-, and structure-based EGFR-TK
domain-containing pharmacophores. A National Cancer Institute (NCI) compound dataset was
adopted for multiple-stage pharmacophore-based virtual screening (PBVS) of various pharmacophore
models. The six top-scoring compounds were identified through the PBVS pipeline coupled with
molecular docking. Among these compounds, NSC609077 exerted a significant inhibitory effect on
EGFR activity in gefitinib-resistant H1975 cells, as determined by an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Further investigations showed that NSC609077 inhibited the anchorage-dependent
growth and migration of lung cancer cells. Furthermore, NSC609077 exerted a suppressive effect
on the EGFR/PI3K/AKT pathway in H1975 cells. In conclusion, these findings suggest that hybrid
virtual screening may accelerate the development of targeted drugs for lung cancer treatment.

Keywords: lung cancer; EGFR inhibitor; pharmacophore model; virtual screening; molecular docking

1. Introduction

Receptor tyrosine kinases (RTKs) play pivotal roles in the regulation of developmen-
tally relevant signal transduction events [1,2]. Abnormal RTK activity is one of the leading
factors correlated with the carcinogenesis of different cancer types and therefore, has be-
come an attractive therapeutic focus of targeted cancer therapy [3,4]. The epidermal growth
factor receptor (EGFR) family is one of the most studied TK targets because it plays vital
roles in mediating cell growth, differentiation, and survival signaling [5,6]. The EGFR
family consists of four distinct receptors: EGFR (also known as HER1 or ErbB1), HER2
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RESUME

Titre : Modélisation moléculaire de potentiels inhibiteurs de c-Met et EGFR : Etude

comparative bibliographique.

Auteurs : Azzouz Nourelhouda
Oulhaf Karima

Les mots clés : Cancer, inhibiteurs de tyrosines kinases, modélisation moléculaire, c-
Met, EGFR, 3D-QSAR, modele pharmacophorique, docking.

La compréhension des mécanismes de la cancérogénese, le dépistage et le
développement de nouvelles molécules d’intérét thérapeutiques sont des étapes cruciales
dans la lutte contre le cancer. Ce processus nécessite plusieurs cycles d’optimisation entre
I’identification des biomarqueurs potentiels, la proposition d’une molécule active et la

validation d’un médicament.

Notre travail a porté importance particulierement aux inhibiteurs des tyrosines
kinases c-Met et EGFR dont leurs surexpressions a fait preuve dans plusieurs cancers

humains.

Dans le présent travail, une étude comparative entre différentes études faites sur les
nouveaux potentiels inhibiteurs plus puissants et plus sélectifs contre la c-Met et EGFR.
Les méthodes de modélisation moléculaire ont été appliquées dans ces études : notamment
3D-QSAR, modele phamacophorique et docking moléculaire. Tous les ligands soumis a

ces méthodes ont montré une activité inhibitrice significative.

Tous les résultats obtenus semblent prometteurs et pourront faciliter la recherches

et le développement des inhibiteurs des tyrosines kinase puissants.



ABSTRACT

Title: Molecular modeling of potential c-Met and EGFR inhibitors: A comparative

bibliographic study.
Authors: Azzouz Nourelhouda
Oulhaf Karima

Key Words: Cancer, tyrosine kinas inhibitors, molecular modeling, c-Met, EGFR, 3D-

QSAR, Pharmacophore model, docking.

The comprehension of the mechanisms of carcinogenesis, the screening and the
development of new molecules of therapeutic interest are crucial steps in the fight against
cancer. This process requires several optimization cycles between the identification of

potential biomarkers, the proposal of an active molecule and the validation of a drug.

Our work has focused on inhibitors of the tyrosine kinases c-Met and EGFR whose

overexpression has been shown in several human cancers.

In the present work, a comparative study between different studies done on new
potential more potent and selective inhibitors against c-Met and EGFR. Molecular
modeling methods were applied in these studies: namely 3D-QSAR, phamacophoric model
and molecular docking. All ligands submitted to these methods showed significant

inhibitory activity.

All the results obtained seem promising and may facilitate the research and

development of potent tyrosine kinase inhibitors.
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