') République Algerienne Démocratique et Populaire
: Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique -
ol /!5 Université Echahid Chiekh Larbi Tébessi —Tébessa Mf
g Faculte des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de 1a Vie b i sl ilas

Universite Larbi Tebessi - Tebessa ET DES SCENCES DE LA NATURE ET DELA v
Département : Biologie appliquée

Domaine des Sciences de la Nature et de la Vie

Meémoire

Présentée en vue de I’obtention du diplome de master LMD
En : SCIENCES BIOLOGIQUES
Spécialité : TOXICOLOGIE

Par :
Menassel Djihane  Lemita Roufaida

Intitulée :

Etude in silico pour découvrir de nouveaux inhibiteurs de la
TK- Ber-Abl en tant-que cible thérapeutique impliquée dans
la leucémie myéloide chronique

Devant le jury :

M.Gasmi MCA Université de Larbi Tébessi —Tébessa- Président
M.Benlakhel MAA Université de Larbi Tébessi —Tébessa- Examinateur

M.Bnaicha MBA Université de Larbi Tébessi —Tébessa- reporteur

Date de soutenance : 05/06/2023
Année universitaire : 2022/2023




Résumé

Le Docking Moléculaire fait partie des méthodes de modélisation des
interactions moléculaires. Dans notre travail, nous avons utilisé le programme de
docking moléculaire Molecular Operating Environment (MOE) afin de développer in
silico de nouveaux inhibiteurs de la Tyrosine Kinase Bcr-Abl, cible thérapeutique

impliquée dans la leucémie myéloide chronique.

Cette méthode a permis de réaliser le criblage virtuel de soixante-dix
molécules phytochimiques issus de différentes sources végétales rassemblés a partir
d'une base de données publique et d'articles de recherche publiés envers le site actif de

la tyrosine kinase Bcr-Abl.

Seuls 20 composés ont présenté une affinité supérieure au composé de
référence glycérol dont le score est égal a — 4.11641741. On utilise SwissADME et

ProTox-I1l pour prédite et analyse les propriétés pharmacocinétiques et la toxicité.

Selon les résultats de Docking moléculaire, propriétés de ADME et la
prédiction de toxicité on peut conclure que les 5 ligands (Isorhamnetin, Licochalcone
A, Niaziminin, Curcumine et acide rosmarinique) peuvent étre comme des meilleurs
inhibiteurs pour traiter ou ralentir la progression de la maladie de leucémie myéloide

chronique.

Mot clés : Leucémie myéloide chronique), breakpoint cluster region- Abelson,

Docking moléculaire, Molecular Operating Environment, ADME.



Abstract

Molecular Docking is one of the methods for modeling molecular interactions. In our
work, we used the Molecular Operating Environment (MOE) molecular docking program in
order to develop in silico new inhibitors of the Bcr-Abl Tyrosine Kinase, a therapeutic target

involved in chronic myeloid leukemia.

This method made it possible to carry out the virtual screening of seventy
phytochemical molecules from different plant sources collected from a public database and

research articles published on the active site of the tyrosine kinase Bcr-Abl.

Only 20 compounds showed an affinity greater than the reference compound glycerol,
the score of which is equal to — 4.11641741. SwissADME and ProTox-1l are used to predict
and analyze the pharmacokinetic properties and toxicity.

According to the results of molecular Docking, ADME properties and toxicity
prediction it can be concluded that the 5 ligands ( Isorhamnetin, Licochalcone A, Niaziminin,
Curcumine and rosmarinic) can be as the best inhibitors to treat or slow the progression of

chronic myeloid leukemia disease.

Keys words: chronic myeloid leukemia, breakpoint cluster region- Abelson,

Molecular Docking, Molecular Operating Environment, ADME.
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Introduction

La leucémie my¢éloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne chronique, c’est
une affection clonale de la cellule souche hématopoiétique avec prolifération exagérée et
anormale de cellules myéloides différenciees [77].

La caractérisation des anomalies cytogénétiques puis moléculaires a permis de
comprendre les mecanismes physiopathologiques de la LMC et a participé a la
compréhension de 1’hématopoiese normale et leucémique. Le chromosome Philadelphie
(Phl) est une anomalie chromosomique acquise retrouvée dans 95% des cas. Le Phl
correspond & une translocation réciproque et équilibrée entre les bras des chromosomes 9 et
22 1t (9 ; 22) (934 ; qll) qui se traduit au caryotype par un chromosome 22 et un
chromosome 9. La conséquence est une fusion de deux genes : le géne Abl localisé en 9934
et le gene Ber localisé en 22g11 qui génére un gene hybride Ber-Abl codant pour une protéine
douée d’une activité tyrosine kinase dérégulée qui joue un réle majeur dans le développement
de la maladie. Ces événements se déroulent au sein de la cellule souche hématopoiétique et la
translocation est présente dans I’ensemble des cellules myéloides (granuleux, monocytes,

érythroblastes, mégacaryocytes) et lymphoides B [78].

La recherche dans l'industrie pharmaceutique est un processus qui prend du temps
avec un risque €levé d'échec. Pour cela, le processus de développement des médicaments a été
amélioré grace a l'utilisation des techniques dites "haut-débit", qui sont efficaces lorsqu'elles
sont combinées a des outils informatiques [79]. Le Docking est une méthode de la
modélisation moléculaire, devenu un outil indispensable dans le domaine de la conception de
molécules médicamenteuses pour but a prédire les détails de I'interaction moléculaire entre

une molécule et une protéine cible ayant un intérét thérapeutique [80].

L’objectif de notre travail est de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs
de la tyrosine kinase en faisant appel aux approches de modélisation des interactions enzyme
inhibiteur par Docking moléculaire dans les maladies du sang, notamment la leucémie
myéloide chronique. Ces méthodes permettent de rechercher in silico le mode d’interaction le
plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible thérapeutique) ce qui aide a la

prédiction de molecules en un temps limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser celles-ci.



Notre travail est divise en deux grandes parties :

Partie bibliographique : Composeée de trois chapitres, le premier donne un apercu genéral sur
La leucémie myéloide chronique ; le deuxieme chapitre, nous avons présenté un apercu de

récepteur tyrosine kinase et le troisieme explique le Docking moléculaire.

Partie pratique : Composée de deux chapitres, le premier englobe le matériel utilisé et les
méthodes adoptées pour la réalisation de ce travail ; le deuxieme présente et discute les

résultats obtenus.

Enfin une conclusion générale résume 1’ensemble du travail.
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Chapitre | La leucémie

1. Rappel sur la moelle osseuse
Le lieu de création des cellules sanguines qui donnent naissance aux différents types de

lignes cellulaires est la moelle osseuse.

Les futures cellules sanguines provenaient de deux groupes de lignes : les cellules
myeéloides et les cellules lymphoides.

La lignée myéloide fournira :

e Les plaquettes qui concouraient & processus de coagulation du sang,

e Les globules rouges qui transportent I'oxygene,

e Deux types de globules blancs : les granulocytes et les monocytes qui jouent un réle dans
le systeme immunitaire en luttant contre les infections.
Quant a lui, le tissu lymphoide va produire des globules blancs d’une autre nature : des

lymphocytes qui interviennent dans le fonctionnement du systéme immunitaire (Figure 1). [1]

Cellule souche pluripotente
(cellule capable de se différencier vers toutes les lignées)

Cellule souche Cellule souche
myéloide @) C. lymphoide

¥ r

Cellule Cellule
Blastique ‘\ @ Blastique
(cellule sanguine immature) (cellule sanguine immature)

L ¥ .
) (™)
. N

Globule Plaguettes Monocyte Granulocyte Lymphocyte

| |
f

GLOBULES BLANCS

Figure 1 : Schéma de la production des cellules sanguines.
2. Laleucémie
Les leucémies (le mot provient du grec leukos = blanc, et haima = sang) sont des cancers

caractérises par une prolifération maligne des cellules de la moelle osseuse (cellules sanguines
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ou précurseurs des cellules sanguines), également appelée tumeur liquidienne, contrairement
aux lymphomes, qui sont également des tumeurs des cellules sanguines mais se développent
secondairement dans les zones lymphoides. [2][3] Chaque type de leucémie peut se
développer differemment, mais de maniere générale , les cellules malignes remplacent les
cellules saines et les empéchent d' accomplir leurs fonctions habituelles .Sans traitement
efficace , les cellules leucémiques envahissent d'autres organes et entrainent des conséquences
catastrophiques .Cliniquement et pathologiquement, la leucémie se divise en formes aigués et
chroniques .Elle est également inhibée en fonction de I' origine des cellules tumorales , en
particulier des cellules lymphoides et myéloides .

2. 1. Les types de leucémie

Il existe différents types de leucémie. On les distingue d’abord selon le type de cellules
souches dont elles proviennent :

e Les leucemies myéloides proviennent de cellules souches myéloides anormales.

e Les leucémies lymphoides (aussi appelées lymphoblastique) se développent a partir de

cellules souches lymphoides anormales.

Les types de leucémie se subdivise ensuite en sous-catégories, en fonction de la rapidité
avec laquelle la maladie se développe et évolue : [4]

a) Les leucémies aigués

Ces leucémies se caractérisent par la prolifération rapide de cellules sanguines immatures,
histologiquement anormales et fonctionnellement inefficaces. [2][3][5]. Le jeune adulte et
I'enfant développent tous deux des leucémies aigués. Pour empécher la propagation de ces

cellules aux organes, un traitement immédiat est nécessaire.

b) Les leucémies chroniques

L’évolution des cellules cancéreuses s'étale sur des mois voire des années, contrairement
aux leucémies aigués, lorsqu'elles sont encore anormales et circulent dans le sang [2][6][7].
Les cellules tumorales sont produites en plus grande quantité que les cellules normales, mais
elles démarrent assez faiblement pour empécher la mort. Les personnes agées sont
principalement touchées par les leucémies chroniques. Ce type de leucémie peut étre traité
plus progressivement, ce qui permet aux médecins de suivre I’évolution de la maladie dans le

temps et de mieux comprendre ses mécanismes [8][9].
Les quatre principaux types de leucémie sont les suivants :

v Leucémie aigué myéloblastique (LAM)
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v Leucémie aigué lymphoblastique (LAL)
v Leucémie myéloide chronique (LMC)
v Leucémie lymphoide chronique (LLC) [10]

2. 2. Les causes
L’étiologie des leucémies n’est pas encore connue dans la majorité des cas. Les facteurs
étiologiques les plus évidents, susceptibles d’étre favorisants sont souvent d’ordres génétiques

constitutionnels ou acquis et parfois environnementaux.

a. Les facteurs génétiques

e Instabilitt génomique : La transformation maligne d’une cellule souche
hématopoiétique résulte de la modification d’une ou plusieurs séquences d’acides
nucléiques par activation, inhibition ou fusion avec une autre séquence modifiant la
fonction du gene [11].

o Age : L’instabilité génétique se majore & I’dge. Ainsi, I’augmentation de I’incidence des
leucémies en général est proportionnelle avec 1’age. Ce phénomene de vieillissement des
cellules souches est marqué par 1’érosion télomérique des chromosomes qui les protégent
normalement d’accidents de la réplication ; Les cellules sont ainsi plus exposées a des
cassures chromosomiques ou a des modifications génétiques, qui non réparées, causent un
déficit de I’engagement dans I’apoptose li¢ a 1’existence de ces anomalies génétiques [11]
[12].

b. Les facteurs exogenes et environnementaux

e Exposition a des agents chimiques

- Solvants benzéniques (reconnaissance des leucémies touchant les ouvriers qui manipulent

ce produit comme maladie professionnelle).

- Chimiothérapie et surtout les alkylants (melphalan, endoxan...), inhibiteurs de la
topoisomérase Il (étoposide, novantrone...). Aux agents alkylants sont associés des leucémies
aigués secondaires caractérisées par une anomalie des chromosomes 5 ou 7 dont le pronostic
est mauvais. Aux inhibiteurs de la topoisomerase Il sont associées des leucémies aigués

caractérisées par une cassure du bras long du chromosome 11 au niveau de la bande 8 [11].

- Une étude scandinave a rapporté un risque élevé de LAL dans la filiation de meres

fumeuses, le risque augmentant si le pere fume également [13].

e Exposition a des agents physiques : Le réle leucémogéne est clairement démontré en cas

d’irradiations de tous types :
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- Accidentelles : (Tchernobyl, travailleurs exposes...).

- Thérapeutiques : Complications tardives du traitement par radiothérapie externe de la

maladie de Hodgkin, du cancer du sein, ou radiothérapie métabolique de la maladie de

Vaquez par le phosphore32.

- Militaires : Explosion d’Hiroshima et Nagasaki, le syndrome de la guerre du golfe.

L’exposition aux rayonnements ionisants favorise les LAL (pic vers la 8ieme année apres

I’irradiation). Le risque est corrélé a la proximité de I’irradiation. L’exposition in utero a

faibles doses de rayons X augmente le risque relatif d’un facteur 2. Un exces significatif de

LAL a été trouvé chez les populations d’enfants vivants autour des centrales nucléaires. Le

travail du pére dans la centrale a été trouvé comme facteur favorisant via la survenue d’une

mutation germinale [11].

o

©)

o

Autres agents environnementaux : Il s’agit de peintures, de solvants ou d’exposition en
raffinerie de pétrole. L’identification de ces facteurs est importante car elle peut aboutir
sur une reconnaissance de maladie professionnelle [11].

Des facteurs infectieux : Ont été évoqués dans la genése de LAL de I’enfant survenant le
plus souvent a 1’age scolaire mais aucun agent infectieux n’a été impliqué formellement.
Dans la LAL de Burkitt, équivalent leucémique du lymphome de Burkitt, le virus EBV
(Epstein Barr Virus) joue un rdle leucémogéne dans les formes survenant en Afrique
(mais pas dans celles survenant en Europe). Ce rdle parait lié au fait que ce virus
augmente la prolifération des lymphocytes B infectés, favorisant la survenue d'anomalies
génétiques dans ces cellules. Dans une forme particuliére de leucémie lymphoide T de
I'adulte, assez proche des LAL, et qui est principalement rencontrée au Japon et dans les
Antilles, l'infection par le virus HTLV 1 (Human T-cell Leukemia Virus) intervient
également dans la leucémogénése, mais cette fois par l'intégration du virus dans le

génome des lymphocytes T [11].

2. 3.Les symptdmes
Signes et Symptomes de la leucémie aigué :
Les signes et symptomes de la LAL et LAM [14]:

Paleur
Infections

la fievre
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Grande fatigue

O

o Essoufflement

Une perte d’appétit

(@]

Saignements de nez fréquents

O

O

Ganglions lymphatiques enflés

Ecchymoses et saignements fréquents

(@]

o Douleurs dans les os ou les articulations

o Saignement difficile a arréter, méme pour une petite plaie

o Douleur ou sensation de lourdeur sous la cage thoracique

o Toutes petites taches rouge foncé (pétéchies) dues a un saignement sous la peau.
+ Les symptomes de leucémie chronique :

En cas de leucémie lymphoide chronique, les principaux symptémes sont :

o Gonflement des ganglions lymphatiques au niveau du cou, des aisselles et/ou de I'aine.
o Hypertrophie de la rate.
o Infection des voies respiratoires supérieure [15].

En cas de leucémie myéloide chronique, ce sont les symptémes suivants qui prédominent :
o Anémie et symptdmes associés, dont la fatigue.

o Hypertrophie (gonflement) de la rate. Les symptdmes sont représentés dans la figure 02.

PERTE FIEVRE DURABLE FATIGUE
DE POIDS INEXPLIQUEE & FAIBLESSE ESSOUFFLEMENT
N
GANGLIONS INFECTIONS
SAIGNEMENTS GONFLES PLUS FREQUENTES
¥y
-

Figure 2 : Les symptomes de leucémie chronique

2. 4.Le diagnostic :
A. Leucémie myéloide chronique:

» L’hémogramme : est ’examen clé ; il met en évidence :

10
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Tableau 1: hémogramme de la leucémie myéloide chronique [16] [17].

Une anémie modérée

Un taux d’hémoglobine

media : 10g/L.

-est fréquente de type

-normocytaire,
-normochrome,

-régénerative.

Une hyperleucocytose

considérable

Au-dessus de 50 000 et ou

supérieure a 100 000/mma3.

Elle est en rapport avec :
-la taille la rate,
-macro-plaquettes,
-basophile.

Un thrombocytose modérée

Avec des plaguettes
comprise entre 400 000 et
700 000/mm3 est souvent

étre observée.

Les plaquettes peuvent étre
normales beaucoup plus
rarement il existe une

thrombopénie.

> Les autres examens : ponction biopsie osseuse (PBO), mesure du taux de phosphatases

alcalines leucocytaires et caryotype ne sont pas indispensables au diagnostic devant ce

tableau clinique et biologique caractéristique associant chez un adulte jeune une

splénomégalie, une hyperleucocytose avec un taux médian de globules blancs [16].

B. Leucémie Lymphoide Chronigque

» L’hémogramme : Au niveau de I’hémogramme, une lymphocytose B > 5000/ul sans

anémie ni thrombopénie associée sera le plus souvent retrouvée. Cette hémopathie est le

plus souvent découverte au cours d'un examen systématique chez un patient sans

symptdmes apparents. [18]

> L’examen de la moelle :

- La biopsie médullaire : permet 1’étude histologique de la moelle... [16], réalisée au trocart,

permet d’apprécier mieux que le myélogramme. [19]

C. Leucémie Aigue Myéloblastique

» L’hémogramme :

- Rarement normale

- Hyperleucocytose

- Anémie, thrombopénie, neutropénie... [20]

11
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» Myélogramme :

-Présence de blastes >20% du nombre total de cellules = leucémie
-Etude morphologique des Blastes : distingue myéloblaste... [21]

D. La Leucémie Aigtie Lymphoblastique

L’hémogramme :
-Forme hyperleucocytaire avec blastes circulants
-Thrombopénie, anémie... [20]

L’analyse de frottis sanguins est toujours couplée au myélogramme, elle permet
d’apprécier I’'importance de cette blastose périphérique ; mais aussi de rechercher une

hyperéosinophilie, une myélémie... [22].

2. 5. Traitements

Il existe un certain nombre de modalités utilisées pour le traitement de la leucémie. Les
options de traitement dépendent de plusieurs facteurs, a savoir I'age, I'état de santé général du
patient, le type et le stade de la leucémie et si la maladie a métastase. La chimiothérapie est
généralement utilisée pour détruire les cellules leucémiques. Un médicament unique ou
plusieurs médicaments peuvent étre utilisés a cette fin, selon le type de maladie. Souvent, une
immunothérapie ou une thérapie biologique est administrée pour éradiquer les cellules
leucémiques. 1l existe certaines caractéristiques dans les cellules leucémiques. Un
rayonnement a haute énergie peut étre utilisé pour endommager les cellules incriminées. La
moelle osseuse affectée peut étre remplacée par une moelle osseuse saine par une greffe de
cellules souches ou une greffe de moelle osseuse [23].

La chimiothérapie utilisant un seul médicament ou une combinaison de médicaments est
la modalité de traitement acceptable pour la leucémie. Le traitement de la LAM implique une
chimiothérapie d'induction extensive initiale utilisant une combinaison de cytarabine et
d'anthracyclines comme la daunorubicine, l'idarubicine, etc. D'autres médicaments comme
I'étoposide, la fludarabine peuvent également étre inclus dans le traitement pour améliorer les

chances de rémission [23].

Les schémas thérapeutiques de la LAL impliquent I'utilisation du mésylate d'imatinib chez
les patients porteurs du chromosome Philadelphie. L'absence de chromosome de Philadelphie

peut étre observée dans la LAL, pour laquelle une combinaison de mésylate d'imatinib et

12
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d'autres chimiothérapies comprenant la vincristine, la prednisone et une anthracycline peut

étre prescrite [24].
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Chapitre 11 Inhibiteurs de la tyrosine kinase

1. Les tyrosines kinases (TK)

Les tyrosines kinases (TK) sont des enzymes, récepteurs ou non, jouent un réle dans la
signalisation cellulaire en aval des facteurs de croissance. Elles vont assurer le transfert d’un
groupement phosphate de I’adénosine triphosphate (ATP) vers une protéine effectrice
(Figure03). Cette protéine effectrice est impliquée dans de nombreux processus de régulation
cellulaire [25].

Espace O Ligand
extracellulaire

ARNNANRAARRARA ARARARAARN

L2 ATP S ADP

= I

£
Espace &

inturacellulaire
Kinase B Kinase B <

C D=

Figure 1 : Récepteur a activité tyrosine kinase et cascade de signalisation

Les récepteurs qui ont une activité tyrosine Kkinase sont des protéines
transmembranaires. Elles sont impliquées dans la transduction intra-cytoplasmique du signal

qui provient de I’espace extracellulaire.

Dans I’espace intracellulaire, on retrouve d’autres protéines tyrosine kinases ayant un

role dans la transduction du signal.

L’activation des tyrosines kinases induit la prolifération et la croissance cellulaire,

mais aussi permet d’inhiber I’apoptose, de promouvoir I’angiogenése et la diffusion.

Parmi les cibles des thérapies ciblées, on retrouve principalement les facteurs de
croissance issus de la stimulation d’un récepteur a activité Tyrosine Kinase. Les Récepteurs a

activité Tyrosine Kinase sont répartis en 18 grandes familles [26].
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Figure 2 : Récepteurs a activité Tyrosine Kinase

1.1 . Structure

Les protéines kinases sont caractérisées par la présence d’un domaine catalytique
d’environ 250 a 300 acides aminés, répartis en 12 domaines (I & XII), dont la structure
primaire est trés conservée pour certains [27]. En termes de séquence tertiaire, les différents
sous-domaines sont regroupeés en 2 unités structurales que sont le petit lobe et le grand lobe de

la kinase.

Le petit lobe : Le domaine N-terminal, contenant les sous-domaines | a IV, est appelé
petit lobe de la kinase. 1l contient un site de liaison au substrat nucléotidique ATP formé par
les sous-domaines I a III. Ce site est caractérisé par la présence d’un consensus de séquence
G-XG-X-X-G et V-A-V-K qui permet de former deux « doigts » qui vont entourer et
maintenir le substrat ATP [28] [29].

Le grand lobe : Le domaine C-terminal, contenant les domaines VI a XI, est appelé grand
lobe. Ce domaine contient principalement le site de liaison a I’ion métal cofacteur Mg2+ par
le sous-domaine VII avec la signature D-G-F et la boucle catalytique de la kinase avec les
signatures H-R-D-L-X-X-X-N (pour le phosphotransfert) et X-A-P-E-X (pour la liaison aux
protéines substrats) [30].
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Lobe N

6 Hélice C

5 Site de fixation de ' ATP

Boucle d 'activation
fermée

Boucle d ' activation
ouverte

Figure 3 : Représentation schématique du domaine kinase d'une protéine tyrosine kinase

1.2 . Classification

Les tyrosines kinases sont principalement classées comme récepteur tyrosine kinase
(RTK) et la tyrosine kinase non réceptrice (NRTK) [31] [32].

Tableau 1 : Classification des tyrosines kinases [32] [33] [34].

Récepteur tyrosine Kinase

La tyrosine kinase non réceptrice

ex. EGFR, PDGFR, FGFR et I'IR

Les RTK ne sont pas seulement des
de

surface cellulaire, mais sont également

récepteurs transmembranaires

des enzymes ayant une activité Kinase.
L'organisation structurelle du récepteur

tyrosine kinase présente un ligand

extracellulaire  multi  domaine pour

transmettre la spécificité du ligand, une
hélice hydrophobe transmembranaire a
passage  uniqgue et une  partie
cytoplasmique contenant un domaine
tyrosine kinase. Le domaine kinase a une
séquence régulatrice a la fois sur
I'extrémité N et C terminale.

Les RTK sont activés par la liaison du

ligand au domaine extracellulaire suivie

ex. SRC, ABL, FAK et Janus kinase.
NRTK

cytoplasmiques,

Les sont des  protéines

présentant une
variabilité structurelle considérable. Les
NRTK ont un domaine Kkinase et
possédent souvent plusieurs domaines
de
d'interaction protéine-protéine tels que

SH2, SH3 et le domaine PH [9]. Le

supplémentaires signalisation ou

domaine tyrosine kinase s'étend sur
environ 300 résidus et consiste en un lobe
N terminal comprenant une feuille B a 5
brins et une hélice o, tandis que le
domaine C terminal est un grand domaine
cytoplasmique qui est principalement
hélicoidal a. L'ATP se lie dans la fente

entre les deux lobes et la séquence
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d'une dimérisation des récepteurs, contenant de la tyrosine du substrat
facilitant la transphosphorylation dans le protéique interagit avec les résidus du
domaine cytoplasmique. lobe C terminal.

e Mécanisme d'activation de NRTK est
plus  complexe, impliqguant  une
interaction protéine-protéine hétérologue
pour permettre la transphosphorylation.

1.3 .Les tyrosines kinases cytoplasmiques

Comme nous l'avons mentionné plus t6t dans la classification, Les tyrosines kinases
cytoplasmiques sont des tyrosines kinases non réceptrice présent dans le cytoplasme Comme :
Src; Abl ; Janus kinase [31].

1.3.1 Protéine de famille Src

La famille de protéines des kinases SRC participe aux processus de transduction du signal,
contribuant & la régulation de la croissance cellulaire. Cette famille comprend structurellement
neuf récepteurs intracellulaires homologues (SRC, FYN, YES) [35]. Il existe plusieurs résidus
de tyrosine dans les régions SH3-SH2 de BCR-ABL qui sont phosphorylés par HCK, LYN et
FYN kinases (famille SRC), augmentant leur activité. Au cours de la progression de la LMC,
des surexpressions et/ou une activation de LYN et HCK peuvent survenir, suggerant une
relation avec la résistance a I'imatinib [36] [37].

1.3.2 Protéine de famille Abl

ABL est une TK ubiquitaire non récepteur nucléaire et cytoplasmique. ABL entre dans la
régulation de plusieurs processus cellulaires : cycle cellulaire, survie, croissance, réponse aux
dommages de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) et au stress oxydatif, dynamique de
I’assemblage et de la migration des filaments d’actine. La régulation temporo-spatiale de son
activité est essentielle. Elle passe par plusieurs mécanismes d’auto-inhibition mettant en jeu la

région N-terminale [38].

1.3.3 Protéine de famille JAK

Sont des tyrosines kinases non réceptrices qui s'associent de maniére constitutive a la
région cytoplasmique des recepteurs de cytokines et assurent la médiation de la signalisation
d'environ 60 cytokines et hormones [39]. Compte tenu du réle crucial des JAK dans le
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développement et la fonction des cellules hématopoiétiques, il n'est pas surprenant que les
mutations JAK1, JAK2 et JAK3 soient souvent trouvées dans la leucémie. Bien que TYK2
soit plus rarement affecté par des mutations ponctuelles somatiques, des preuves de plus en
plus nombreuses suggerent que les mutations germinales de TYK2 peuvent entrainer une
leucemie C [40].

2. Les inhibiteurs de tyrosine kinase

Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) sont des petites molécules de bas poids
moléculaire de diverses familles chimiques. Elles diffusent a travers la membrane cellulaire et
ciblent la partie intracellulaire des RTK (le domaine tyrosine kinase) ou les tyrosines kinases
cytoplasmiques. Elles sont ainsi capables d'inhiber spécifiquement Il'activité enzymatique
kinase des RTK en se fixant de fagcon compétitive sur le site de liaison a I'ATP, qui est le
donneur de phosphate dans la réaction de phosphorylation. La phosphorylation de substrats
protéiques, nécessaire pour conduire aux effets biologiques comme la prolifération, est ainsi
rendue impossible [41] [42].

2.1.Mécanisme d'action

Les ITKs sont des thérapies ciblées orales et des petites molécules. Les protéines kinases
sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe phosphate conduisant a 1'activation
ou a la désactivation de nombreux processus biologiques tels que la différenciation, la
division cellulaire et la mort cellulaire [43] [44]. De nombreuses maladies, et notamment le
cancer, sont liées a des déficiences de protéines kinases spécifiques. Grace a la meilleure
compréhension de la physiopathologie du cancer, les protéines kinases, en particulier les
tyrosines kinases, sont devenues les principales cibles dans le développement de nouvelles
entités chimiques [45]. Les ITKs se fixent de maniere compétitive sur les sites de liaison des
tyrosines kinase, bloquant ainsi la transduction du signal : la prolifération cellulaire ne peut
alors plus se faire et la régulation du processus tumoral se met en place (Figure 1). Tous les
inhibiteurs de kinases valides jusqu’au maintenant sont des inhibiteurs antagonistes
réversibles, mais d’autres inhibiteurs se fixant de fagcon covalente a leur cible sont en cours de

développement [46] [47].
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Figure 4 : Mécanisme d’action des ITKs

2.2.Principales cibles thérapeutiques

Les inhibiteurs de protéine kinase indiqués dans la pathologie cancéreuse sont des
médicaments relativement nouveaux, tous lancés depuis 2001. Le premier inhibiteur de
protéine kinase était I'imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase approuvé, suivi d'une
douzaine d'autres au cours des 10 années suivantes. Aujourd'hui, prés de 38 IPK sont
disponibles dans le monde, dont des centaines en cours de développement dans le cadre

d'essais cliniques et qui devraient étre approuvés pour d'autres maladies. [48]

2.3.Les inhibiteurs des TK ciblant Bcr-Abl
A. Imatinib

1) Formule chimique
C29H31N70
PM : 493,6 g/mo

L’imatinib est un inhibiteur compétitif trés puissant et sé€lectif des tyrosines kinases
Bcr-Abl. C’est le premier médicament anticancéreux de la catégorie des anti-tyrosines kinases
[49]. Il est indiqué dans le traitement des patients atteints de leucémie myéloide chronique
(LMC) chromosome Philadelphie positif (Ph+) nouvellement diagnostiquée ou en phase
chronique aprés échec du traitement par 1’interféron alpha, ou en phase accélérée ou en crise
blastique [50]. L’imatinib est également indiqué chez 1’adulte dans le traitement des tumeurs

stromales gastro-intestinales (GIST)), qui expriment une mutation activatrice de
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kitl.L’efficacité de 1’imatinib dans les GIST est basée sur les taux de réponses objectives

[51].

Figure 5 : Structure chimique de 1’Tmatinib

2) Mecanisme d'action

Il repose sur la neutralisation de ’activité tyrosine kinase de la protéine BCR-ABL par
inhibition compétitive de I’ATP au niveau du site catalytique de celle-ci. En effet, au sein du
domaine catalytique d’ABL, il existe une poche constituée d’acides aminés dont certains sont
impliqués dans les interactions avec I’ATP et d’autres se lient a I’imatinib empéchant ainsi la
phosphorylation du substrat [52]. Il en résulte une inhibition de 1’autophosphorylation, une
inhibition de la prolifération et I’induction de 1’apoptose (figure 27). Cependant, I’'IM ne
permet pas d’éradiquer la totalité des cellules leucémiques donc il ne peut pas entrainer a lui

seul la guérison de la LMC [53].

Substrat £ Substrat

=

Pr‘olnferahon A@
Anti-Apoptose 1' Inhibition de I'autophosphorylation

Inhibition de la prolifération
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Figure 6 : Mécanisme d’action de I’imatinib sur BCR-ABL
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B. Dasatinib : SPRYCEL®

1) Formule chimique
C22H26CIN7O2S
Pm : 488,01 g/mol

Dasatinib a été développé sur la base d’une structure complétement différente de celle
de I’Imatinib. Il inhibe la kinase Bcr-Abl, kinases de la famille SRC, un certain nombre
d’autres kinases oncogénes sélectives dont c-KIT, les récepteurs de I’éphrine (EPH), et le
récepteur béta du PDGF(PDGFR) [54] [55]. Le dasatinib est indiqué dans la LMC en phase
chronique, accélérée ou blastique, en cas de résistance ou d’intolérance a un traitement

antérieur impliquant 1’imatinib [56].

Figure 7 : Structure chimique du Dasatinib

2) Meécanisme d'action

C’est un inhibiteur puissant, plus de 300 fois I’activité in vitro de I’imatinib, de BCR-ABL
et de la voie Src, constituée de kinases de signalisation pro-oncogéniques. Actif sur la plupart
des mutations de la protéine BCR-ABL, sauf la T315l, il se fixe sur les formes active et
inactive de celle-ci [57]. On constate une forte probabilité de résistance pour les mutations
F3171/VIS et V299L aprés échec de I’imatinib. Le dasatinib peut également surmonter les

résistances a 1’imatinib provoquées par 1’hyperexpression de BCR-ABL et du gene MDR
[58].

C. Nilotinib : TASIGNA®
1) Formule chimique
CasH22F3N70

PM : 529.52 g/mol
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Le Nilotinib (Figure 8) est un puissant inhibiteur hautement sélectif des tyrosine-
kinases Bcr-Abl, c-Kit et PDGFR. En effet, le Nilotinib inhibe 1’activité de la plupart des
mutants de Bcr-Abl responsable de la résistance a 1’Imatinib. Son développement est le fruit
d’efforts des modifications de la structure chimique de 1’Imatinib visant a créer un inhibiteur

d’un nouveau type, plus sélectif pour sa molécule cible [50].

Figure 8 : Structure chimique de Nilotinib

2) Meécanisme d'action

Le nilotinib est un puissant inhibiteur de I’activité tyrosine kinase, ayant une forte affinité
pour le site ATP de la kinase. Il est 25 fois plus puissantes in vitro que 1’imatinib [57]. Il se
fixe uniquement sur la forme active de BCR-ABL et, comme le dasatinib, il est actif sur la
plupart des mutants résistants a I’imatinib, a I’exception de la mutation T315I [53].1l inhibe
également la PDGFR et la kinase c-kit [59].

23



Chapitre 111 : Docking
moleculaire



Chapitre 111 Docking moléculaire

Introduction

Le Docking est un procede tres utile qui étudie l'interaction potentiel de la structure
d'un complexe moléculaire en tenant compte des interactions potentielles qui établissent la
petite molécule dans le site de liaison de protéine [23]. Le Docking permet de déterminer les
modes de liaison ou les conformations possibles d'un ligand a un récepteur et de calculer
I'énergie de liaison ou I’énergie du complexe permettant de donner une estimation sur
I'affinité de liaison entre deux molécules, ceci a pour but de déterminer quel ligand candidat
interagira le mieux avec une protéine cible donnée [24]. En effet, avec le développement de la
cristallographie par rayons x et 1’outil informatique, les méthodes de modélisation par
Docking moléculaire sont devenues des étapes cruciales dans de nombreux programmes de
découverte de médicaments. L’introduction du criblage virtuel a offert une nouvelle voie
d’identification de ligands. Le criblage virtuel base sur la structure 3D de la protéine consiste
a amarrer et a prédire D’affinit¢ d’un grand nombre de molécules (collectées en
chimiothéques) pour le site actif cible. Les molécules les plus prometteuses sont

sélectionnées, achetées ou synthétisées puis testées expérimentalement [25].
1. Docking moleculaire

Le Docking moléculaire ou I’amarrage moléculaire est un largement utilisé bio-
informatique simulation processus pour prédire la forme d’un complexe récepteur-ligand, ou
le récepteur est généralement une protéine ou une molécule d'acide nucléique et ou le ligand

est soit une petite molécule soit une autre protéine [62].

Les deux étapes de Docking moléculaire

La premiere étape « Docking » est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, les positions et les
orientations possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les

plus favorables.

La seconde dite « Scoring » est I’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
Docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées [63].
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Figure 11 : principales étapes des méethodes de docking

1) Les types de Docking moléculaire :

Tableau 3 : Les types de Docking moléculaire [64]

Docking rigide

Docking flexible

Docking semi-flexible

-Dans Docking rigide Le
ligand et le recepteur sont
des entités rigides,

-nous cherchons la pose
optimale par positionnement
en énumérant toutes les
rotations et les translations
possibles pour le ligand a
du

Ensuite nous

I’intérieur site
d'interaction.
éliminons les poses
incompatibles avec le site
actif.

-Enfin, nous attribuons aux
poses sélectionnées un score
et nous optimisons les
meilleures. Seuls les degrés
de liberté translationnels et
du

relativement a la protéine

rotationnels ligand

sont explorés. Il est

-Dans le Docking flexible, le

ligand et la protéine sont

flexibles.
-Les degrés de liberté
conformationnels du

récepteur peuvent étre limités
a certaines chaines latérales
ou bien considérer également
des mouvements plus larges
impliquant par exemple les
différents arrangements

possibles entre domaines
d’une protéine. Ce type de
Docking

représente  une

approche plus reéaliste en
considérant des modeles de
liaison du ligand au récepteur
de type ajustement induit
et/ou la sélection
conformationnelle. C’est

I’approche la plus utilisée

-Dans le Docking semi-
flexible, le ligand est flexible
et la protéine est rigide,
I’échantillonnage des degrés
de liberté¢ du ligand s’ajoute
aux explorations
translationnelles et

rotationnelles.

-Ce type de Docking repose

sur I’hypothese que la

conformation du récepteur

utilisée est apte a reconnaitre

le ligand. | est
"asymétrique" et
géneralement utilise pour

I’amarrage protéine ligand.
Les approches de docking
semi-flexible ou flexible sont
plus généralement appliquées
a la modeélisation

d’interaction entre protéines
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Docking moléculaire

généralement employé pour

I’amarrage  entre  deux
macromolécules pour
lesquelles les degrés de

liberté sont trés importants
pour réaliser un
échantillonnage
conformationnel efficace
dans des temps de calcul
raisonnable. C’est le plus
simple et demeure encore
souvent

employé  pour

I’amarrage protéine-protéine

dans la plupart des logiciels
de Docking car elle permet

une évaluation rapide de
bases de  milliers de
molécules

et ligand

ioci m Semi-

Docking

Figure 11 : Types de Docking [65].

2. Lesoutils de Docking moléculaire

Les éléments essentiels pour pratique un Docking moléculaire se limitent aux :

Les récepteurs qui sont des macromoléculaires appelées cibles et une petite molécule appelée

ligand et un programme de Docking [66].

2. 1. Ligands

Un ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule, telle qu'une

protéine nucléique, pour un objectif fonctionnel comme la stabilisation structurelle, la

catalyse, la modulation de I'activité enzymatique ou la transmission du signal. Dans

I'amarrage moléculaire, la sélection des ligands est cruciale, en raison de la sélectivité du site

actif de la cible [67].
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2. 2.Récepteur

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

3D que nous utilisons proviennent de la PDB [68].
3. Comparaison et superposition de molécule

L'activité biologique d'une molécule est souvent liée & sa capacité a interagir au niveau
du site actif de I'enzyme ou méme au niveau du récepteur. Modéliser I'ensemble de
I'interaction ligand-récepteur peut étre relativement colteux en temps de calcul. Parfois méme
si la structure 3D du récepteur n'est pas connue et n'est pas encore disponible dans la PDB,
rendant cette étude quasiment impossible. Dans une premiére approximation on peut
superposer la structure 3D (préalablement optimisée) d'une molécule nouvelle avec une

molécule biologiquement active et connue pour une pathologie donnée.

On peut alors savoir si la nouvelle molécule est susceptible d'étre activée et si elle a un

mécanisme d'action similaire a la molécule de référence [69].
3.1 Définition RMSD

Le RMSD entre deux poses est une métrie géométrique de la distance entre les positions

atomiques de deux structures.

Plus la prédiction du positionnement est précise,

|

Plus les différences entre les deux structures sont faibles,

|

Plus la valeur du RMSD est basse [70].

Le RMSD indique une bonne cohérence dans les valeurs suivantes :
RMSD <1.5 : la Structure Parfait
1.5 <RMSD < 3.5 : la Structure Acceptable
3.5 <RMSD <6 : la Structure Inadéquat
6 < RMSD : la Structure Inacceptable [71, 72].

28



Chapitre 111 Docking moléculaire

4. Les programmes du Docking moléculaire

Plus de 30 logiciels de Docking sont a présent disponibles. Entre ces programmes
d'amarrage moléculaire on peut trouver, comme AutoDock, MOE, GOLD, FlexX, DOCK ou
bien UCSF Chimera et Molegro Virtuel Docker [73].

‘ } Receptor Ligands

ZDOCK

Glde RDOCK
Search algonthm | Autodock Vina - mojecylar AsoDock Reverse docking
Scoring function - docking © Virtual screening
Flex X LeDOCK

Dock Goid

L L |
Binding o Interactive
affinity - mode

Figure 12 : les programmes de docking [74].

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

domaine de la découverte de nouvelles molécules bioactives [75].

Tableau 4 : Principaux programmes de Docking moléculaire

Nom éditeur site internet

AutoDock Scrips http://www.scripps.edu./mb/olson/doc/autodock/

Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
FlexX BiosolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/

Fred openEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred/html
Glide Schrodinger  http://www.schrodinger.com/Products/glide.html

Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics  http://www.biopharmacics.com/products.html
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Introduction

Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d’un complexe formé par deux
molécules (cible et ligand), la formation de ces complexes est fondée sur la reconnaissance de
la structure tridimensionnelle d’un ligand par un site récepteur et controle de 1’activité de
nombreuses molécules. Le plus souvent, le récepteur est une protéine qui possede un ou
plusieurs sites actifs spécifiques, plus ou moins accessibles selon les cas. Le ligand est
géneralement une molécule flexible de petite taille. La liaison entre le ligand et le récepteur
introduit un signal biologique qui peut avoir diverses formes [81]. Nous avons utilisé le

protocole général suivant :

Préparation de la Préparation des 70

protéine : 10PK ligands
Teléchargement la protéine a partir de la base Nous prenons Canonical SMILES de ces
de données Protein Data Bank (PDB) ligands a partir du Pubchem, et le mettons dans

@ logiciel de MOE

-Les molécules d’eau ont été retirées pour la
stabilité de la protéine

-Les chaines et les ligands pas d’importance
ont été retirées qui ne sont pas impliqués dans
la réaction catalytique de I’enzyme et garder
les chaines et les ligands importantes

v
s -

Des atomes d'hydrogéne ont été ajoutés

@ 4

-correction de quelques erreurs (séparation des
acides amines...)

Minimisation d’énergie.

-Fixer le potentiel des atomes récepteurs

-Déterminé le site actif de Docking moléculaire

s

Enregistré la protéine préparée Enregistré le ligand préparé

Figure 14: Protocole générale de calcule
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. Matériels et méthodes

1. Matériels

L’objectif essentiel de notre travail de master est une initiation aux approches de
modélisation par le Docking moléculaire afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de la
protéine tyrosine kinase Bcr-Abl, c’est-a-dire I’inhibition d’action dela protéine tyrosine
kinase Bcr-Abl, par des molécules phytochimiques et bloquer son travail. Pour ce faire, nous

avons utilisé le matériel suivant :

1.1.  Micro-ordinateur

Dans notre étude nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire de 4GB,
un processeur Intel(R) Core (TM) i5-6300U CPU @ 2.40GHz 2.50 GH et 64 bits, processeur
x64. Le logiciel utilisé est installé sous le systéme d’exploitation Windows 10 PRO &

OFFICE NEWS EDITION 2019.
1.2.  Logiciel utilisé
1.2.1. Molecular Operating Environment (MOE)

Pour les études d'amarrage moléculaire (Docking moléculaire), a été utilisé Molecular
Operating Environment (MOE), est un ensemble de plusieurs logiciels destinés a la
découverte et & la conception assistée par ordinateur de molécules biologiquement actives.
Celui-ci permet d’effectuer plusieurs taches pendant un temps trés réduit. Il permet de
dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les meilleures conformations de ces
molécules. 1l permet également de docker plusieurs ligands rassemblés dans une base de

données dans le site actif d’une protéine de maniére successive [82].

Figure 1 : La fenétre de logiciel MOE [83]
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1.3. Bases des données

1.3.1. La base des données PubChem

C’est une banque de donnée américaine de molécules chimiques gérée par NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Elle répertorie plusieurs millions de
composés, principalement des petites molécules, mais également des molécules plus grandes

telles que les nucléotides, les glucides, des lipides, les peptides et les macromolécules [84].

Explore Chemistry

Figure 2 : L’interface graphique du site web de PubChem [84]

1.1.2. Banque de données des protéines (PDB)

Protein Data Bank est l'unique archive mondiale des données structurelles des
macromolécules biologiques. Il est considéré comme une collection de données sur la
structure tridimensionnelle (structure 3D) des macromolécules biologiques telles que les

protéines essentiellement et les acides nucléiques [85].

RCSBPOB Depost = Seach = Viostiwe = Anshae = Downde

Gd Visuakze
# Analyze

& Downioad

B Leam

Voncuter Enado@wbal Growth Faciorn (Vegs ) mnd
Aogoerersn.
- PN " P P - P

Figure 3 : L’interface graphique du site web de base de données PDB [85]
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1.4. Les serveurs en lignes

1.4.1. Swiss ADME

Nous avons utilisé I’outil Web Swiss ADME , L'idée principale est de donner un acces
gratuit a un certain nombre de paramétres et de modeles prédictifs afin de calculer la
physicochimie et d'estimer la pharmacocinétique, la similarité aux médicaments et la
compatibilité avec la chimie médicinale des petites molécules , Swiss ADME a été concu pour
étre appliqué dans des contextes de decouverte de médicaments et de chimie médicinale, ce
qui met l'accent sur un équilibre entre précision et rapidité afin de traiter un grand nombre de

molécules [86].

| =4
[__STe SwissADME
Swies insutute of

Figure 4 : Page d'accueil du serveur SwissADME [86]

1.4.2 ProTox-I11

ProTox-Il est un laboratoire de toxicité virtuel accessible aux utilisateurs académiques
et non commerciaux via un serveur Web, pour la prédiction de plusieurs parametres
toxicologiques liés a une structure chimique. ProTox-1l contient des modeles informatiques
entrainés sur des données réelles (In vitro ou In vivo) pour prédire le potentiel toxique des
composés existants et virtuels. La classe de toxicité aigué ainsi que différents criteres
d'évaluation sont calculés pour un composé d'entrée en fonction des similitudes chimiques
avec les composés toxiques et des modeles d'apprentissage automatique entrainés. ProTox-II
s'envisage comme une plate-forme informatique complete disponible gratuitement pour la
prédiction de la toxicité in silico pour les toxicologues, les agences de réglementation, les

chimistes informatiques et les chimistes medicinaux [87].
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Tox Predicton

Please select any additional
models to predict
(Acute Toxicity is always
computed, further models can take
~TOs iMme e@ach) = 1 ettt e
Organ Toxicity s B con =
Toxicity end points s

Tox21 Nuclear receptor BT U - v 06
signalling pathways -'_, [", I ,

Tox21 Stress response
Pathways

Figure 5 : Page d'accueil du serveur ProTox-1l [87]
1.5 Macromolécule (Récepteur cible)
Dans notre étude nous avons choisi un récepteur Proto-oncogene tyrosine-protein
kinase ABL1 complexé avec I’inhibiteur Glyceérol, qui a été tirés de la base de données PDB

(Protein Data Bank) est identifiée par le code ID : 10PK. Il s’agit d’une structure
correctement définie avec une résolution 1.8 A.

Tableau 5 : Quelques informations sur cette protéine

Molécule | Chain | Séquence | Organisme Details Image
Length

Proto- A 495 Mus Mutation(s):

oncogene musculus 1 g

tyrosine- Gene ‘

protein Names:

kinase Abl1, Abl

ABL1 EC: 3
2.7.1.112 "
(PDB ‘
Primary
Data),
2.7.10.2
(UniProt)
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1.6 Les ligands utilisés

70 composés bioactifs provenant de différentes sources végeétales rassemblés a partir
d'une base de données publique et darticles de recherche publiés [48-49-50], ont été
téléchargés par Canonical SMILES a partir de MOE, et soumises a une étude de Docking
moléculaire (Tableaus).

Tableau 6 : Les ligands utilisés de Docking moléculaire

Numéro Ligand Numéro Ligand
1 6-Shogaol 36 oleanolic ac
2 a-Zingiberene 37 Panaxadiol
3 Andrographolide 38 Panaxatriol
4 Apigenin 39 Plumbagin
5 Bassic acid 40 podophyllotoxin
6 Linoleic acid 41 Quercetin
7 Berberine 42 Salvicine
8 Chlorogenic acid 43 Silibinin
9 Chrysin 44 Tetrandrine
10 Colchicine 45 Theaflavin
11 Corydine 46 Tylophorine
12 Crocetin 47 ursolic acid
13 Crocin 3 48 withaferin a
14 Curcumin 49 yuanhuanin
15 Curdione 50 Hecogenin
16 Cyanidin 51 gallic acid
17 Decursinol 52 Catechin
18 Ellagic acid 53 naringin
19 Emodin 54 Capsaicin
20 Epicatechin 55 psychotrine
21 Epigallocatechin 56 Curcumine
22 Eriodyctiol 57 Plicamine
23 Etoposide 58 narciclasine
24 Eugenol 59 Catechin
25 Fisetin 60 Lycoridine
26 Genkwanin 61 caffeic ac
27 Ginkgetin 62 cordioside
28 Isorhamnetin 63 coumaric ac
29 Kaempferol 64 gallic ac
30 Licochalcone A 65 Menthol
31 Luteolin 66 ferulic ac
32 Hispidulin 67 rosmarinic
33 Nectandrin B 68 sinapic ac
34 Niaziminin 69 corydine
35 Nimbolide 70 chrysophanol
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2. Méthodes
2.1. Préparation de la protéine

Nous avons Télécharge la protéine dans le format pdb a partir de la banque de données en
introduisant leur code ID 10PK, on a procédé a la préparation de protéine avant de les

soumettre au Docking moléculaire par les étapes suivantes :

- Les molécules d’eau ont été retirées pour la stabilité de la protéine.

- Les chaines et les ligands pas d’importance ont été retirées qui ne sont pas impliqués dans
la réaction catalytique de 1’enzyme et garder les chaines et les ligands importantes des
atomes d'hydrogene polaires ont été ajoutés et correction de -quelques erreurs (séparation
des acides aminés...).

- Fixer le potentiel des atomes récepteurs.

- Déterminé le site actif de Docking moléculaire.

- Enregistré la protéine préparée.

Figure 6 : Structure 3D de 10PK

2.2. Préparation des ligands

Soixante-dix ligands ont été téléchargés depuis Pubchem en saisissant le nom du
ligand et en le téléchargeant sous la forme d'un canonical SMILES, et en plagant ce dernier en

MOE, puis il est corrigé en ajoutant de I'nydrogéne et en réduisant I'énergie.
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2. 2Docking Moleculaire

Le Docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur.

Ainsi, le Docking de chaque ligand généré un ensemble de modes de liaison appelés «
poses » pour lesquelles un score est calculé. Ce score est une approximation de I’énergie de
liaison du complexe (Kcal/mol) et donc plus il est négatif, meilleurs est I’affinité prédite. La

molécule de référence cristallisée représente alors souvent la référence idéale
2. 3Simulation des propriétes physicochimiques

I était indispensable de compléter notre travail par la prédiction de certains parameétres
liés aux propriétés d’ADME afin de nous assurer que les meilleurs inhibiteurs trouvés dans
notre travail possédent des propriétés compatibles avec une application biologique. Dans cette
perspective, nous avons utilisé le serveur SuissADME afin de simuler certaines propriétés
physicochimiques en utilisant la régle de Lipinski.

2.4.1. Regle de Lipinski

C’est une regle qui permet d’évaluer les propriétés physico-chimiques d’une molécule
afin de prédire sa biodisponibilité par voie orale. Cette regle énoncée par Lipinski en 1997

[76] est basée sur cinq critéres :

1. Un poids moléculaire inférieur ou égal a 500 daltons.

2. Le nombre des groupements donneurs d’hydrogene ne dépassant pas 5.

3. Le nombre des groupements accepteurs d’hydrogéne ne dépassant pas 10.
4. Un coefficient de partage octanol/eau (log P) entre -2 et 5.

5. Le nombre de liaisons a libre rotation inférieur a 15. Pour étre retenue, une molécule doit

répondre a au moins 3 de ces criteres.
2.5. Simulation de la toxicité potentielle

La toxicité potentielle de nos inhibiteurs a été évaluée a 1’aide du serveur ProTox-II.
Ce dernier nous a permet de simuler, a partir de la structure 3D d’un inhibiteur, sa toxicité
potentielle selon plusieurs tests a savoir : - la DLsp - la classe de toxicité - I'hépatotoxicité -la

cytotoxicite, la cancinogénicité - mutagénicité —immunotoxicité.

39



Résultats et Discussion



Partie pratique Résultat et Discussion

Il. Résultats et discussion
1. Résultat de Docking moléculaire

Apres le Docking moléculaire. A chaque composé, nous avons choisi la meilleure

position (RMSD et Score) parmi trois positions en comparaison avec la molécule de

référence.
Tableau 7 : résultat de Docking moléculaire du ligand de référence.
Ligand de reférence Score (Kcal/mol) RMSD Les acides clés
Glycerol -4.11641741 1.69959569 Gly 391_His 394
_Asn 393
Tableau 8 : résultat de Docking moléculaire des 70 ligands.

Numéro de ligand Ligand Score (Kcal/mol) RMSD
1 6-Shogaol -4.7922 1.1305
2 a-Zingiberene -5.1126 1.3367
3 Andrographolide -4.4848 1.3485
4 Apigenin -4.2938 3.0083
5 Bassic acid -4.9956 1.2302
6 Linoleic acid -5.4370 1.2213
7 Berberine -5.0503 0.9067
8 Chlorogenic acid -5.2388 1.4963
9 Chrysin -4.2085 1.3764
10 Colchicine -5.63799 1.9077
11 Corydine -4.8672 2.0325
12 Crocetin .
13 Crocin 3 -5.7309 1.3251
14 Curcumin -4.6456 1.7007
15 Curdione -4.3854 1.7110
16 Cyanidin -5.6458 1.5008
17 Decursinol -4.4356 1.8317
18 Ellagic acid -4.2783 2.5218
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Emodin
Epicatechin
Epigallocatechin
Eriodyctiol
Etoposide
Eugenol
Fisetin
Genkwanin
Ginkgetin
Isorhamnetin
Kaempferol
Licochalcone A
Luteolin
Hispidulin
Nectandrin B
Niaziminin
Nimbolide
oleanolic ac
Panaxadiol
Panaxatriol
Plumbagin
podophyllotoxin
Quercetin
Salvicine
Silibinin
Tetrandrine
Theaflavin
Tylophorine
ursolic acid

withaferin a

43

-4.4566
-4.7856
-4.8859
-4.6826
-6.3479
-4.0798
-4.9502
-4.4846
-4.9964
-5.4131
-5.0409
-5.5506
-4.6696
-4.7003
-5.0952
-6.3043
-5.4967
-4.8740
-5.5535
-5.1516
-4.2559
-5.6420
-4.8877
-5.2669
-5.8214
-5.6799
-6.0291
-5.3631
-4.8281
-5.5123

Résultat et Discussion

1.8918
0.8601
1.5566
1.7835
1.5927
1.0562
1.3074
1.7351
2.3645
1.6311
1.0128
0.8989
1.0838
1.6055
1.4395
1.6369
1.7452
1.3175
1.1265
1.6750
1.3683
1.5339
1.7245
1.3209
1.9774
3.6483
2.8677
1.4148
1.4429
0.9860
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49 yuanhuanin -6.4582 1.5297
50 Hecogenin -5.1655 1.1955
51 gallic acid -3.5531 1.6842
52 Catechin -4.9299 1.1425
53 naringin -6.1927 1.1059
54 Capsaicin -5.5621 0.9058
55 psychotrine -5.9764 1.1137
56 Curcumine -6.2708 1.8397
57 Plicamine -6.0076 0.9432
58 narciclasine -4.4369 1.1258
59 Catechin ...
60 Lycoridine -4.6480 1.7931
61 caffeic ac -4.0156 1.2666
62 cordioside -4.9851 1.8518
63 coumaric ac -3.9468 1.3918
64 gallic ac -3.6379 1.7316
65 Menthol -4.4497 1.8034
66 ferulic ac -4.4533 0.8055
67 rosmarinic -5.5585 1.1299
68 sinapic ac -4.2865 0.6831
69 corydine -4.8356 1.6761
70 chrysophanol -4.3691 1.5794

Nous avons sélectionné 20 molécules qui présentent 1’énergie de score et la valeur
RMSD les plus bas par rapport aux autres ligands et le ligand de référence, avec interactions
aux les acides aminés clés (Gly 391 His 394 _Asn 393), ceci montre que ces complexes sont

plus stables.
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2. Etude des interactions « Inhibiteurs-protéine »
Les 20 ligands sélectionnés :

+ Ligand 02 : a-Zingiberene

Nous avons choisi a-Zingiberene car il est proche de la molécule de référence en termes
de : Score : -5.11267185 (Kcal/mol), RMSD : 1.33675432 et selon les interactions : il se lie

aux acides aminés clés His 394.

Tyr345

Tyr339

| Icys349

. Asn350
/ o
|® s PN, L A Glu3s3
& - : Glu39z P
(6 : .
@ 2 ! i L Asn3937°Q°
(e} - e NE

\'

[ Asn 5. keuls3
\ 3 Arg239

Figure 1 : Mode d’interaction 3D, 2D de a-Zingiberene

+ Ligand 07 : Berberine

Nous avons choisi Berberine car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.05038929 Kcal/mol, RMSD : 0.90679556 et selon les interactions : il se lie aux
acides aminés clés Asn 393.

Val3ag

Gly391

Figure 2 : Mode d’interaction 3D, 2D de Berberine
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+ Ligand 08 : Chlorogenic acid

Nous avons choisi  Chlorogenic acid car il est proche de la molécule de référence en
termes de : Score : -5.23883963 (Kcal/mol), RMSD : 1.49631286 Et selon les interactions : il
se lie aux acides aminés clés Glu392 _CYS 349.

Figure 3 ; Mode d’interaction 3D, 2D de Chlorogenic acid
+ Ligand 16 : Cyanidin

Nous avons choisi  Cyanidin car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.64587688 (Kcal/mol), RMSD : 1.50087929 et selon les interactions : il se lie aux
acides aminés clés Tyr 345 Asn 393 His394 _ Arg 239 _Glu 392.

Tyr345

Gly391 Tyr339

Figure 4 : Mode d’interaction 3D, 2D de Cyanidin
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+ Ligand 28 : Isorhamnetin
Isorhamnetin car il est proche de la molécule de référence en termes

Nous avons choisi
de : Score : -5.4131093 (Kcal/mol), Rmsd: 1.50087929 et selon les interactions: il se lie aux

acides aminés clés Gly 391 Glu 353.

Glu348

Val390 Tyr345
o~/ [Cys349

.

Gly391 JTyr339 )
¥l JHis 3% o

»

[

»

o

| Asn350
»

Glu3s3

»
A

[/CVS
\149

Figure 5 : Mode d’interaction 3D, 2D d’Isorhamnetin

+ Ligand 30 : Licochalcone A
Nous avons choisi Licochalcone A car il est proche de la molécule de référence en termes

de : Score : -5.55066633 (Kcal/mol), Rmsd: 0.89892220 et selon les interactions: il se lie aux

acides amineés clés Tyr 345.

Valzs0 Tyr345

Gly3o1 JTyr339!

Him2 A

G392
: A ASn393 .

Figure 6 : Mode d’interaction 3D, 2D de Licochalcone A

47



Partie pratique Résultat et Discussion

+ Ligand 34 :Niaziminin

Nous avons choisi Niaziminin car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.30439234 (Kcal/mol), Rmsd: 1.63697124 et selon les interactions: il se lie aux
acides aminés clés Tyr 345 _Arg 239.

- Glu348
\O\/HTO i
" ey O Ghi3R2 7 ay

Asn393  \

Figure 7 : Mode d’interaction 3D, 2D de Niaziminin
+ Ligand 35 : Nimbolide

Nous avons choisi Nimbolide car il est proche de la molécule de référence en termes de :

Score : -5.49676466 (Kcal/mol), Rmsd: 1.74523044 et selon les interactions: il se lie aux
acides aminés clés His 394 _Tyr 339.

val39p

Gly391

Figure 8 : Mode d’interaction 3D, 2D de Nimbolide
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+ Ligand 37 : Panaxadiol

Nous avons choisi Panaxadiol car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.5535 (Kcal/mol), Rmsd: 1.1265 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés

clés TYR345/GLU353/ASN393.

Cys
39

Figure 9 : Les interactions 3D, 2D de panaxadiol

+ Ligand 40 : podophyllotoxin

Nous avons choisi Panaxadiol car il est proche de la molécule de référence en termes de :

Score : -5.6420 (Kcal/mol), Rmsd: 1.5339 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés ASN393/HIS394.

N His394
Giu392 )

/ ~
5n393 °|9353
Ay Tyr58
T T~ (

Serl61l
Serl62

Figure 10 : Les interactions 3D, 2D de podophyllotoxin
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+ Ligand 42 : Salvicine

Nous avons choisi salvicine car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.2669 (Kcal/mol), Rmsd: 1.3209 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés : Tyr 345/Glu 353(2liaison).

Tyr339

Gly391 :2;_

Asn350

His394

Giu353

Tyr158

Serl62

Figure 11 : Les interactions de salvicine

+ Ligand 45 : theaflavin

Nous avons choisi theaflavin car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.0291 (Kcal/mol), Rmsd: 2.8677 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés : Gly391/Arg239.

N

1345
Gl - "Seri61
P L% {30

V21390

(vany =
G |y 391

Asn393

Glu392

Ar§239 |

/

|

/

Figure 12 : Les interactions 3D, 2D de thaflavin
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+ Ligand 48 : withaferin a

Nous avons choisi withaferin a car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.5123 (Kcal/mol), Rmsd : 0.9860 et selon les interactions : il se lie aux acides
aminés clés : Asn393/Glu353.

) ‘ Asn350
T , 15394
" Glu353
"_ { Asn393
\( \/\é /1 ryriss
: " oSS

Serl6l
Serl62

Figure 13 : Les interactions 3D, 2D de withaferin a

+ Ligand 49 : yuanhuanin

Nous avons choisi yuanhuanin car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.4852 (Kcal/mol), Rmsd : 1.5297 et selon les interactions : il se lie aux acides
aminés clés : Asn393/Tyr339/Tyr345/Glu348.

o4 Asn350

G353

4 .
1 y sn39
& & Tyr148

( Vv
158)

Serl62

Figure 14 : Les interactions 3D, 2D de yuanhuanin
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+ Ligand 53 : naringin

Nous avons choisi naringin car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.1927 (Kcal/mol), Rmsd : 1.1059 et selon les interactions : il se lie aux acides
aminés clés : Tyr345/Asn393/Glu392.

. Cys349
- >

Asn350

Figure 15 : Les interactions 3D, 2D de narginin

+ Ligand 54 : capsaicin

Nous avons choisi capsaicin car il est proche de la molécule de référence en terme de :
Score : -5.5621 (Kcal/mol), Rmsd: 0.9058 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés : His394/Glu353/Glu348.

Tyr345
/
Cys34
Ly j

< [

(304 ~>ASN350

Giy353

: Serl61

Serl62

Figure 16 : Les interactions 3D, 2D de capsaicin
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+ Ligand 55 : psychotrine

Nous avons choisi psychotrine car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.9764 (Kcal/mol), Rmsd : 1.1137 et selon les interactions : il se lie aux acides
aminés clés : Glu353/His394.

Tyr345
Cys34
Tyr339 ‘/9

\'( ' Asn350

His394

Figure 17 : Les interactions 3D, 2D de psychotrine

+ Ligand 56 : curcumine

Nous avons choisi curcumine car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.2708 (Kcal/mol), Rmsd: 1.8397 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés : Asn393.

_‘l Tyr345
< - Cys3_4/9

Tyr339

N5 i Asn3s0
o 15394
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Ak Glu3s3
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Figure 18 : Les interactions 3D, 2D de curcumine 3D
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+ Ligand 57 : plicamine

Nous avons choisi plicamine car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -6.0076 (Kcal/mol), Rmsd: 0.9432 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés

clés : Gly391.

Glu353

Serl62

Figure 19 : Structure 3D, 2D de plicamine 3D

+ Ligand 67 : rosmarinic

Nous avons choisi rosmarinic car il est proche de la molécule de référence en termes de :
Score : -5.5585 (Kcal/mol), Rmsd: 1.1299 et selon les interactions: il se lie aux acides aminés
clés : Asn393.

Tyr345
O
@ Ju— - Giy353
Serl61
Serl62

Figure 20 : Les interactions 3D, 2D de rosmarinic
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3. Test ADME

N'est pas considéré I’optimisation de I’activité biologique d’un ligand avec une cible
protéiqgue comme suffisant pour la confection de nouveaux traitements, elle demeure
cependant qu’une étape parmi plusieurs autres, comme I’ADME démarche est basée
essentiellement sur la regle de Lipinski. Ces criteres sont admis comme conditions générales

pour une bonne biodisponibilité. Critéres de Lipinski :

PM = Poids Moléculaire (<500g/mol).

LogP = coefficient de partage Eau/octanol (-2<logP<5).

AH = Accepteur d’Hydrogene (nO, N) (<10).

DH = Donneur d’Hydrogeéne (nOH, NH) (<5)

LF = Liaison Flexible (nrotb) (< 15)

On applique la regle de Lipinski a 20 ligands (les meilleurs résultats de Docking moléculaire)

Tableau 9 : Résultat d’ADME

N Ligand Score pM (g/mol) Logp noH,N nOH,N Nrotb
(<500) (<5 H(S) (<10 (<15)
2 a-Zingiberene -5.1126 204.35 3.65 0 0 4
7 Berberine -5.0503 336.36 0.00 0 4
8  Chlorogenic acid -5.2388 354.31 0.96 0 9 5
16 Cyanidin -5.6458 287.24 2.62 5 6 1
28 Isorhamnetin -5.4131 316.26 2.35 4 7 2
30  Licochalcone A -5.5506 338.40 2.70 2 4 6
34 Niaziminin -6.3043 399.46 3.45 3 7 9
35 Nimbolide -5.4967 466.52 3.51 0 7 4
37 Panaxadiol -5.5535 460.73 4.64 2 3 1
40  podophyllotoxin -5.6420 41441 2.83 1 8 4
42 Salvicine -5.2669 330.42 2.93 2 4 5
45 Theaflavin -6.0291 564.49 1.84 9 12 2
48 withaferin a -5.5123 470.60 3.39 2 6 3
49 yuanhuanin -6.4582 462.40 2.25 6 11 5
53 naringin -6.1927 580.53 2.38 8 14 6
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57
67
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Capsaicin
psychotrine
curcumine

Plicamine

rosmarinic

-5.5621
-5.9764
-6.2708
-6.0076
-5.5585

305.41
464.60
368.38
462.49
360.31

3.15
4.19
3.27
3.25
1.17

Résultat et Discussion
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o OO O O W

~N &~ 00 O

Parmi les 20 ligands nous avons choisi les meilleurs 13 ligands selon la regle de Lipinski.

4. Prédiction de toxicité

Aprés avoir prédit la toxicité de 13 ligands a l'aide de ProTox-II, nous avons sélectionné

les 5 meilleurs ligands en termes de DL50 (Plus le dl DL50 est élevé, plus la toxicité est

faible), et la classe de toxicité prévue (les classes 4, 5 est moins toxique), et

Pactivité/inactivité de :

cytotoxicitée. Et ce tableau montre que :

hépatotoxicité, cancérogénicité, immunotoxicité, mutagénicité et

Tableau 10 : Résultat de toxicité

N de Ligand Classe de toxicité DLso mg/kg  Hépatotoxicité ~ Carcinogenicité Immunotc

ligand
16 Cyanidin 5 5000 Inactive Active Inacti
28 Isorhamnetin 5 5000 Inactive Inactive Activ
30 Licochalcone A 4 1000 Inactive Inactive Activ
34 Niaziminin 5 4000 Inactive Inactive Activ
37 Panaxadiol 3 210 Inactive Inactive Activ
40 podophyllotoxin 3 100 Inactive Active Activ
42 Salvicine 4 1600 Inactive Active Inactiy
48 withaferin a 3 300 Inactive Inactive Activ
54 Capsaicin 2 47 Inactive Active Activ
55 psychotrine 1 74 Inactive Inactive Activ
56 curcumine 4 2000 Inactive Inactive Activ
57 Plicamine 3 230 Inactive Inactive Activ
67 rosmarinic 5 5000 Inactive Inactive Activ
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Conclusion et Perspectives

La leucémie myéloide chronique fait partie des maladies du sang regroupées sous le
nom de « syndromes myéloprolifératifs ». Elle se caractérise par une production excessive et
persistante au sein de la moelle osseuse des globules blancs (ou leucocytes). Une partie de ces
globules blancs sont anormaux ; ce sont des cellules immatures, c¢’est-a-dire dont le

développement n’est pas terminé lorsqu’elles passent dans le sang.

Le but principal de notre travail est la recherche des nouvelles molécules
thérapeutiques dans la leucémie myéloide chronique, in silico. Dans ce présent travail, nous
nous sommes intéressés a I’inhibition de I’enzyme TK Bcr-Abl qui est impliquée dans cette

maladie, et pour cela on a utilisé soixante-dix ligands phytochimique.

Dans un premier temps, nous avons réalisé le Docking moléculaire par 70 ligands en
utilisant le logiciel MOE. Les résultats obtenus nous ont permis de déterminer la meilleure
molécule stable formée en appliquant des critéres de sélection spécifiques tels que le meilleur
score, RMSD et l'interaction avec les acides aminés clés dans le site actif. Les résultats
indiquent que vingt ligands remplissent les conditions requises en termes de score, de RMSD

et d'interaction avec les acides aminés clés.

Dans un deuxieme temps, 1’application de la régle de Lipinski et le test de prédiction
de toxicité nous renseigne de maniére positive sur les propriétés ADMET et de 5 ligands
(Isorhamnetin ;Licochalcone A ; Niaziminin ;Curcumine ;Rosmarinic) qui se présente

comme des nouveaux inhibiteurs plus affin et plus sélectifs vis-a-vis la TK Bcr-Abl.

Pour ’avenir et comme perspectives, il conviendrait dans le prolongement de cette
étude, de tester les activités biologiques de (Isorhamnetin ;Licochalcone A ; Niaziminin;
Curcumine ;rosmarinic) inhibiteurs nouvellement proposés par une étude expérimentale in

vitro et/ou in vivo pour confirmer les résultats réalisés in silico.
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