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Résumé

Le cancer du sein triple négatif (Triple-Negative Breast Cancer, TNBC) représente 1’un
des sous-types les plus agressifs du cancer du sein en raison de 1’absence des récepteurs aux
cestrogenes, a la progestérone et du récepteur HER2. Des études récentes ont démontré
I’implication de la voie de signalisation WNK/OSR1 dans la progression tumorale, la migration

cellulaire, I’invasion et I’angiogenése, faisant de cette voie une cible thérapeutique prometteuse.

Cette ¢tude avait pour objectif d’évaluer le potentiel inhibiteur de composés naturels
bioactifs vis-a-vis de la protéine WNKZ1 a travers une approche in silico basée sur le docking
moléculaire. Quarante ligands naturels sélectionnés a partir de la littérature scientifique ont été
étudiés contre le récepteur WNK1 (PDB ID : SDRB) a I’aide du logiciel AutoDock Vina. Les
propriétés pharmacocinétiques (ADME) et toxicologiques des composes ont également été

analysées a 1’aide des serveurs en ligne SwissADME et ProTox-Il1.

Les résultats ont montré que plusieurs composés présentent des affinités de liaison
supérieures ou comparables a celles de I’inhibiteur de référence WNK463, avec des interactions
favorables au niveau du site actif de WNKZ1. Parmi les ligands les plus prometteurs figurent
I’honokiol, la berbérine, la quercétine, la lutéoline, la baicaléine et I’isorhamnétine, qui ont

également présenté des profils pharmacocinétiques et toxicologiques acceptables.

Cette étude suggere que les composés naturels pourraient constituer des inhibiteurs
potentiels de I’axe WNK/OSRI1 et contribuer au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques contre le TNBC.

Mots Clés : Cancer du sein triple négatif, WNK/OSR1, Docking moléculaire,Swiss-ADME,
ProToxIIl.



Abstract

Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the most aggressive subtypes of breast
cancer due to the absence of estrogen, progesterone, and HER?2 receptors. Recent studies have
demonstrated the involvement of the WNK/OSR1 signaling pathway in tumor progression, cell
migration, invasion, and angiogenesis, making this pathway a promising therapeutic target.

The objective of this study was to evaluate the inhibitory potential of bioactive natural
compounds against the WNK1 protein using an in silico approach based on molecular docking.
Forty natural ligands selected from the scientific literature were studied against the WNK1
receptor (PDB ID: 5DRB) using AutoDock Vina software. The pharmacokinetic (ADME) and
toxicological properties of the compounds were also analyzed using the SwissADME and

ProTox-Ill online servers.

The results showed that several compounds exhibit binding affinities superior to or
comparable with those of the reference inhibitor WNK463, with favorable interactions at the
WNKT1 active site. Among the most promising ligands are honokiol, berberine, quercetin,
luteolin, baicalein, and isorhamnetin, which also exhibited acceptable pharmacokinetic and

toxicological profiles.

This study suggests that natural compounds could serve as potential inhibitors of the

WNK/OSR1 axis and contribute to the development of new therapeutic strategies for TNBC.

Keywords: Triple-negative breast cancer, WNK/OSR1, molecular docking, Swiss-ADME,
ProToxIIl.



uadlall

@ b e g1 ST aal ( TNBC «Triple-Negative Breast Cancer) ! S gaill la s 223
5 LI she 0 Al il 50 & jedal HERZ, Uhiiss 5 (05 st 5 5l 5 5 i) ilose e sy 43l 500
)5 GaSle Ban jleall 138 Jang Laa iy gadll e 331 (5S35 ¢ 5 3l 5 (LIAT 6 a5 ca sl shai SWINK/OSR1

0o WINKT G52 ol U ol g Adadill Lpmadall LS jall Adaflall 65080 i s sl all 038 (e gl S
ua gl ) e L SR 5 Gl Ul 51 sl 3 a3 5ad) Jalis HY) e iy 3 sl gt DA
(ADME) 43l sl [ailadl) Jdas o5 LS AutoDock Vina. gt s plasivs WNK1 (PDB ID: 5DRB) Jiive
ProTox-I11..s SWisSADME 45 5SIY) aal sall aladinly S jall dpandl

WNK463 Laie; Lalal) cllid dlilae sl Aef Lol )) il iy aiati LS yall (e apaall o) gl @ jelil
(IS s sed) 3ael 5 SV Loy 5 0 G e s WNKL, 2 Jaiil) 28 sl (5 sisn Ao 45 50 OIS pa ¢ g2 all
Al e ey A3l 50 radle Wl < jelal A eyivial s ¥ el 5 el 5 oW1 5 ¢ptions 58D 5 0ol s

sk g8 palit s WINK/OSRL Ly saal Alaine ilaia JR55 38 dmulall S pal) o () Al oall o3
bl DN (gl (la yus AadlSa) Baaa A dle il i

ProToxIIl. <Swiss-ADME ¢ a0 elu ¥ (WNK/OSR1 ¢ bl SO () (la po sAalibal) cilalsl)

Liste des abréviations



ADN
ADME
ADMET
AKT
ASR
BBB
BRCA1
CKb5/6
CS
DL50
EGFR
EMT
ER
ERK5
G2/M

Acide Désoxyribonucléique

Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion
Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité
Protéine kinase B

Le taux d’incidence standardisé¢ selon I’age
Barriere Hémato-Encéphalique

Breast Cancer Gene 1

Cytokératine 5/6

Cancer du Sein

Dose Létale 50

Epidermal Growth Factor Receptor

Transition Epithélio-Mésenchymateuse

Reécepteur aux (Estrogenes

Extracellular Signal-Regulated Kinase 5

Phase G2/M du cycle cellulaire

GLOBOCAN Global Cancer Observatory

HER2
KCC
Ki-67
MAPK
NCC
NKCC1
OSR1
PDB
PDBQT
PISK/AKT

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Potassium Chloride Cotransporter

Mitogen-Activated Protein Kinase

Sodium Chloride Cotransporter

Sodium Potassium Chloride Cotransporter 1
Oxidative Stress Responsive Kinase 1

Protein Data Bank

Protein Data Bank, Partial Charge (Q), Atom Type (T)
Phosphoinositide 3-Kinase / AKT



PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha

PR Reécepteur a la Progestérone

RCSB Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
ROS Reactive Oxygen Species

SPAK STE20/SPS1-Related Proline/Alanine-Rich Kinase
TN Triple Negatif

TNBC Triple Negative Breast Cancer

TP53 Tumor Protein 53

TPSA Topological Polar Surface Area

WNK With No Lysine Kinase

WNK1 With No Lysine Kinase 1

WNK463 Inhibiteur pan-WNK
WNK/OSR1 Axe de signalisation WNK/OSR1
SPAK/OSR1 Complexe SPAK/OSR1

Liste des Figures



Figure 01

: Structure de sein

Figure 02 : Taux standardisé selon I'age (monde) pour 100 000 habitants, incidence et mortalité,
tous sexes confondus, en 2022 (15 principaux types de CANCEIS) .....ccuvveereereereerieeieseesieeeesreeseeans 7
Figure 03 : Nombre absolu, Incidence, Femmes, en 2022, Cancer du SeiNn. .........cccccvevververesinennen, 8
Figure 04 : Nombre absolu, Incidence, Femmes, en Algérie en 2022 .........ccccccevvevevieeseernsinennn, 9
Figure 05 : classification moléculaire du Cancer de SEIN .........covererereiinie e 12
Figure 06 : Principales voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale et leurs
TONCLIONS DIOIOGIGUES ...ttt e e e re et e e e nreeneenes 16
Figure07 : Cascade de signalisation WNK-OSRL. ........ccccoiiieiiiieieece e 19
Figure 08 : Présentation générale de Docking moléculaire in SiliCo.........cc.ccooevniineiniiiiiicn, 26
Figure 09 : ProtoColede AOCKING .......cviiiiiiiiiiiiiisee e 28
Figure 10 : Interface du logiciel Discovery Studio 2021 CHent .........ccccovevveveiiiesecse e 30
Figure 11 : Interface du logiciel AVOQAUI0 .........ccecieiieeiie it 30
Figure 12 : Interface du logiciel AutoDOCK TOOISL.5.6 .......c.cceiiiiiiiiiieciee e 31
Figure 13 : Interface de la base de données RCSB PDB ..........ccccooiiiiiiinc e 32
Figure 14 : Interface de la base de données PUDChem............c.cccooviiieii i 33
Figure 15 : Interface de la plateforme SWISSADME ...........c.cccooiiieiieie e 33
Figure 16 : Interface de la plateforme ProTOX-HT........cooiiiiiiiiiiiiiieceec e 34
Figure 17 : la structure 3D de protéine WNK ..o 35
Figure 18 : les meilleures poses issues du docking moléculaire (WNK463)..........ccccccvevevreenenne. 38
Figure 19 : les interactions de la molécule de référence avec le site actif ...........cccccevveeinennnn. 38
Figure 20 : Les interactions 3D des ligands dans le site actif A, B, C, D...cccovvevevveiecicvieeee 50
Figure 21 : Les interactions 3D des ligands dans le siteactif E , F, G, H ..., 50
Figure 22 : Les interactions 3D des ligands dans le site actif 1 , J, K, L....cccoooeiiniiiniiiiiien, 51
Figure 23 : Les interactions 2D des ligands dans le site actif A, B, C, D...cccccvvveeiciiciecinnn, 51
Figure 24 : Les interactions 2D des ligands dans le siteactif E ,F, G, H .....cc..cooeeviiiiiieennn, 52
Figure 25 : Les interactions 2D des ligands dans le site actif I, J, K L, ..ccccooiiiiiiiniiiniinnn, 52

Liste des Tableaux



Tableau 01 : Caractéristiques des micro-ordinateurs UtiHSES..........cccvevveieereiiesieese e 29

Tableau 02 : les 40 ligands et leur sources NAtUrelle ..o 36
Tableau03 : Score et concentration inhibitrice de chaque ligand ..., 41
Tableau04: les ligands 1€S PIUS PEITINENTS .........ccveiieiiieceere e 42

Tableau 05: Analyse des interactions moléculaires entre les ligands les plus prometteurs et le site
ACHT QU FECEPLEUT. ...ttt b et b e bbbttt na e b e 44
Tableau06 : Analyse comparative des propriétés physico-chimiques et des profils
pharmacocinétiques (ADME) des ligands sélectionnés et de la molécule de référence. ............... 53
Tableau07 : Evaluation des profils de toxicité prédits des ligands sélectionnés et de la molécule

(o L 0] =10 A (1T TP TR T T U USSR U PP UURTRRRRR 54

Table des matieres



e Remerciements

e Dedicace

e Résumé

e Abstract

o ol

e Liste des abréviations
e Liste des figures

e Liste des Tableaux

e Table des matiéres

e Introduction

Partie bibliographique



Introduction



Introduction

Introduction

Le cancer du sein demeure la tumeur maligne la plus fréeguemment diagnostiquée et la
principale cause de déces liés au cancer chez les femmes a I’échelle mondiale, représentant
environ 24,5 % de I’ensemble des cas de cancer(Dogra et al., 2025). Le cancer du sein est une
maladie hétérogéne regroupant plusieurs sous-types distincts présentant des caractéristiques
cliniques et moléculaires variées. Parmi ces sous-types, le cancer du sein triple négatif (Triple-
Negative Breast Cancer, TNBC)(Dogra et al., 2025).

Le TNBC, plus fréquent chez les femmes jeunes, notamment celles agées de moins de 50
ans, est caractérisé par 1’absence d’expression des récepteurs des cestrogenes (ER), de la
progestérone (PR) et durécepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2). Il
représente environ 15 a 20 % de I’ensemble des cancers du sein et est associ¢ a une évolution
clinique agressive ainsi qu’a un pronostic défavorable. Le TNBC se distingue comme une entité
posant d’importants défis en matiere de pronostic et de traitement. L’absence de ces récepteurs
exclut le recours a des traitements ciblés, tels que I’hormonothérapie ou les thérapies dirigées
contre HER2, faisant ainsi de la chimiothérapie la principale option thérapeutique
systémique.(Dogra et al., 2025).

Dans ce contexte, des études récentes ont montré I’implication de la voie de signalisation WNK-
OSR1 dans la pathogenese de plusieurs cancers, notamment le cancer du sein triple négatif
(TNBC) (Fdel et al., 2025). La cascade WNK-SPAK/OSRL1 intervient dans la régulation de
I’homéostasie ionique et participe a différents mécanismes cellulaires tels que la survie, la
migration, la motilité et I’invasion tumorale. Ainsi, ces kinases constituent des cibles
thérapeutiques prometteuses dans le traitement du cancer du sein (Hou et al., 2022);
(Theivendren et al., 2021).

Dans cette perspective, notre étude vise a explorer, a travers une approche in silico basée
sur le Docking moléculaire, le potentiel inhibiteur de différents composés naturels vis-a-vis de la
protéine WNK1 impliquée dans ’axe WNK/OSR1. Dans le but d’identifier les candidats les plus
prometteurs pour le développement futur de nouvelles stratégies thérapeutiques contre le cancer
du sein triple négatif.

Notre présentation générale se compose de deux grandes parties : une partie

bibliographique et une partie pratique
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La partie bibliographique est organisée en trois chapitres.

Le premier chapitre présente des généralités sur le cancer du sein, particuliérement le
cancer du sein triple négatif (TNBC).

Le deuxiéme chapitre traite la signalisation oncogene et I’axe WNK/OSR1 impliqués
dans la progression tumorale.

Le troisieme chapitre est consacré au Docking moléculaire et aux approches in silico
utilisées dans la recherche anticancéreuse.

La partie pratique comprend la description des matériels et méthodes utilisés, notamment
le Docking moléculaire par AutoDock Vina, ainsi que 1’évaluation pharmacocinétique et
toxicologique des ligands étudiés. Elle présente également les principaux résultats obtenus
concernant les interactions ligand—récepteur et les propriétés ADME/toxicité des composes les
plus prometteurs.

Enfin, une conclusion générale résume les principaux résultats et les perspectives de cette

étude.
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Chapitre | : Généralités sur le cancer de sein

1. Définition et épidémiologie de cancer de sein
1.1.  Définition

Le cancer du sein correspond a une prolifération incontrélée et anarchique de cellules qui
se développent au niveau du tissu mammaire. Le sein est composé de deux principaux types de
tissus, a savoir les tissus glandulaires et les tissus stromaux (de soutien). Les tissus glandulaires
abritent les glandes productrices de lait (lobules) et les canaux (conduits laitiers) (Figure 1). La
plupart des cancers du sein se développent dans les cellules qui tapissent les canaux (cancers
canalaires). Certains se développent dans les cellules qui tapissent les lobules (cancers
lobulaires), tandis qu'un petit nombre se développe dans d'autres tissus (Sharma GN et al.,
2010). Sur le plan histologique, la plupart des cancers du sein sont des adénocarcinomes, car ils
dérivent des cellules glandulaires épithéliales constituant les canaux et les lobules. Lorsque les
cellules tumorales franchissent la membrane basale et envahissent les tissus adjacents, la tumeur
est qualifiée d’invasive ou infiltrante. A ce stade, les cellules cancéreuses peuvent se propager
aux ganglions lymphatiques, puis a distance par voie sanguine, entrainant la formation de
métastases. Les sites métastatiques les plus fréquemment observés sont les os, le foie, les

poumons et le cerveau (Vocel, 2024).

Arecia

Colectng Duces

Fatnty Connective Tissue

Figure 01 : Structure de sein(Sharma GN et al., 2010).
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1.2.  Epidémiologie

A I’échelle mondiale, le cancer du sein représente le cancer le plus fréquemment
diagnostiqué chez la femme et constitue un probléme majeur de santé publique. Selon les
estimations du Global Cancer Observatory(GLOBOCAN 2022), environ 2,3 millions de
nouveaux cas ont été enregistrés dans le monde en 2022, ce qui représente pres d’un quart de
I’ensemble des cancers féminins. Le taux d’incidence standardisé selon 1’age (ASR) est estimé a
environ 46.8 cas pour 100 000habitants.En ce qui concerne la mortalité, le cancer du sein
représente la premiere cause de déces par cancer chez la femme au niveau mondial, avec environ
670 000 déces, correspondant a 6,8 % de I’ensemble des déces par cancer. Le taux de mortalité
standardisé est estimé a 12,7 pour 100 000 habitants (Figure 02).

Par ailleurs, la prévalence a 5 ans dépasse 8.1 millions de cas dans le monde, reflétant
I’amélioration relative de la survie grace aux progres du dépistage et des traitements. (World fact

sheet: Breast cancer., 2022)

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence and Mortality, Both sexes, in 2022
wWarle
{Tap 15 cancer sites)
Incidence Mortality
Coloractur na _ a1
Cendly uter " - LAl
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Liver Ly T4
Conpus uleri B4 1.7
Crary e’...f- a0
Bladdur s - 18
L I . 2t
- <l
Oesnnhagus b - 13
Pancreas 47 - 42
L__|
m L1 sn an a0 n 11 o m an an an s 0 m
ASK (World) per 100 000
Cancer TODAY | TARC - httos:!/goo.lasswho. nitoday
Data verslon ! G obocan 2022 fversion 1.1)
2 AL Righis Rese e 3036

Figure 02 : Taux standardisé selon I'age (monde) pour 100 000 habitants, incidence et mortalité,
tous sexes confondus, en 2022 (15 principaux types de cancers) (World fact sheet: Breast
cancer., 2022)
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En 2022, I’ Afrique occupe la cinquiéme position mondiale en termes de nombre absolu de
nouveaux cas de cancer du sein, avec environ 198 553 cas, représentant prés de 8,6 % du total
mondial (Figure 3). Bien que ce chiffre soit inférieur a celui de 1’Asie et de I’Europe, il reste
préoccupant en raison du diagnostic souvent tardif et des ressources limitées en matiére de
dépistage et de prise en charge dans plusieurs pays africains.(Absolute numbers, incidence of

breast cancer in Africa, both sexes, 2022)

Absolute numbers, Incidence, Both sexes, in 2022
Breast
Cantinents

Oceania
28 507 (1.2%)

Africa
198 553 (8.6%)

LAC
220124 (3.6%)

Asla
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Northern America
306 307 (13.3%)

Eum;a
657 532 (24.3%)

Total : 2 296 840

Cancer TODAY | IARC - hetps:/ goo.iarc.whao.int/today
Data version : Globocan 2022 (version 1.1)

£ All Rights Reserved 2026

Figure 03 : Nombre absolu, Incidence, Femmes, en 2022, Cancer du sein.(Absolute numbers,

incidence of breast cancer in Africa, both sexes, 2022)
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En Algérie, selon les estimations du Global Cancer Observatory (GLOBOCAN 2022), le
cancer du sein represente le premier cancer chez la femme et constitue un probléme majeur de
santeé publique. En 2022, 14 601 nouveaux cas ont été enregistres, correspondant a 41,3 % de

I’ensemble des cancers féminins (Figure 04) , et a 22,6 % de tous les cancers confondus

Le taux d’incidence standardisé¢ selon 1’age (ASR) est estimé a environ 61.9 pour 100 000
habitants. En termes de mortalité, le cancer du sein demeure également la premiere cause de
déces par cancer chez la femme, avec 4 893 déces enregistrés la méme année, soit 13.7% des

déces par cancer et un taux de mortalité standardisé d’environ 20.8 pour 100 000 habitants.

Par ailleurs, la prévalence a 5 ans est estimée a 47 259 cas, traduisant une charge
importante de la maladie au niveau national. Ces données confirment I’ampleur du cancer du sein
en Algérie et soulignent I’importance du renforcement des stratégies de dépistage précoce et

d’amélioration de la prise en charge thérapeutique. (Algeria fact sheet: Breast cancer., 2022)
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Figure 04 : Nombre absolu, Incidence, Femmes, en Algérie en 2022 (Algeria fact sheet: Breast
cancer., 2022)
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2. Classification moléculaire du cancer de sein

La classification moléculaire a renforcé le concept selon lequel le cancer du sein
(CS) est une maladie histologiquement et biologiquement hétérogéne nécessitant différentes
stratégies thérapeutiques. Des recherches continues ont affiné cette classification, identifiant des
sous-types luminaux et reclassant les tumeurs basales en cancers du sein triple negatifs (CS
TNBC), y compris les formes basales et non basales, sur la base de marqueurs tels que I'EGFR et
la CK5/6.

Les marqueurs classiques, principalement immunohistochimiques, analysés a partir
des cellules BC utilisées dans la classification comprennent les récepteurs ER, PR et HER2. Les
marqueurs supplémentaires utilisés principalement pour la stratification du carcinome
basocellulaire comprennent Ki-67, EGFR et les cytokératines basales (CK5/6, CK14, C19).
(Benacka et al., 2022)

2.1. Luminal A

Le cancer du sein luminal A représenté jusqu’a 50 % de tous les cancers du sein
invasifs. Il exprime des niveaux élevés de récepteurs hormonaux (ER et/ou PR) ainsi que des
cytokératines luminales de faible poids moléculaire. Son statut HER?2 est faible ou négatif et il
présente de faibles niveaux de la protéine Ki-67, antigene marqueur de la prolifération cellulaire
(<14 %)(Figure 5) (Benacka et al., 2022).Les mutations les plus fréquentes dans le luminal A
incluent PIK3CA (45 %),MAP3K1, GATA3, TP53, CDH1 et MAP2K4.Le luminal A bénéficié
d’un meilleur pronostic que le luminal B et répond plus favorablement aux traitements
endocriniens tels que les anti-cestrogénes ou les inhibiteurs de I’aromatase (Sarhangi et al.,
2022)

2.2. Luminal B

Le cancer mammaire luminal B représente 20 a 30 % des cas. Tout comme le type
luminal A, ces tumeurs expriment des cytokératines luminales et sont ER-positives,
principalement PRpositives, mais elles peuvent également étre PR-négatives. Contrairement au

type A, le luminal B présente des niveaux éleveés de Ki-67, ce qui les rend plus prolifératives et
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associées a un pronostic moinsfavorable et son statut HER-2 est variable ; il peut étre négatif ou
positif. (Benacka et al., 2022). Ces cancers présentent des mutations génétiques hétérogenes,
souvent au niveau des génes TP53 et PIK3CA, et sont donc plus agressifs que le luminal A
(Sarhangi et al., 2022)Ces tumeurs peuvent bénéficier d’une hormonothérapie associée a la

chimiothérapie(Orrantia-Borunda et al., 2022).

2.3. HER2-positif

Le cancer du sein HER2positif représente 15 a 20 % des cancers du sein invasifs.
(Benacka et al., 2022)11 se caractérise par une expression élevée de HER2 en I'absence d'ER et
de PR(Figure 5) (Orrantia-Borunda et al., 2022)Ils présentent des mutations TP53 diffuses
(Benacka et al., 2022) Ils ont un pronostic plus défavorable que les tumeurs luminales et
nécessitent des médicaments spécifiques dirigés contre la protéine HER2/neu, notamment le
trastuzumab, en plus de la chirurgie et d'un traitement par chimiothérapie précise(Orrantia-
Borunda et al., 2022)

2.4.  Triple négatif (TN)

Le cancer du sein triple négatif (TN) ou de type basal représente environ 15 % des
cancers du sein invasifs et se caractérise par un profil ER/PR/HER2 négatif (triple négatif) et un
indice de prolifération Ki-67 élevé. Il présente un taux de prolifération élevé, une mutation
diffuse du géne TP53, une mutation du géne BRCAL et est considéré comme plus agressif que les
cancers luminal A ou luminal B, avec un tres mauvais pronostic. Sur la base de marqueurs tels
que I'EGFR ou le CK5/6, le TNBC peut étre subdivisé en deux sous-types : le type basal
prévalent (environ 80 % des cas) et le type non basal (environ 20 % des cas) (Beiac¢ka et al.,
2022).Les premiers se caractérisent par I'expression des cytokératines (CK)5/6 et du récepteur du
facteur de croissance épidermique humain de type 1 (EGFR1), tandis que les non-basaux
n’expriment pas les cytokeratines CK5/6(Figure 05). (Orrantia-Borunda et al., 2022).L"absence
d'ER et de PR supprime le contréle hormonal de la croissance et de la différenciation et I'absence
de HER2+rend le TNBC tolérant & la thérapie ciblée monoclonale (Benacka et al., 2022).
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Molecular Biological Frequency  Grade Therapy 5 year
subtypes markers (%) survival
Luminal A ER+ PR+ HER?- Kig7 | 40-50 Differentiated ()  Endocrine ~94%
Luminal BHER2- ER+PR- HER2- Ki67 1 Moderately Endocrine

; . 20-30 oCera Chemoth -
Luminal BHER2+ ER+ PR-/+ HER2+ Ki67 1/l { differentiated (If) An:rﬂzﬁ‘;’fpﬁ' 91%
HER2+ ER- PR-/+ HER2+ Ki67 T 15-20 |_|]t°;|& . Anti HER2+ - 84%
Triple - negative  ER- PR- HER2- Ki67 1 p53 ++ differentiated () - Chemotherapy
basal — like EGFR+ CK5/6+ EGFR+ CK5/6+ 0-20

- . . 10 - Little or very little
Triple — negative ~ ER- PR- HER2- Ki67 T p53 ++ : : Chemotherapy _ -0,
non - basal EGFR- CK5/6- EGFR+ CK5/6+ differentiated (1) PARP inhibitors

Figure 05 : classification moléculaire du cancer de sein (Benacka et al., 2022)

3. Le cancer du sein triple négatif (TNBC)

Le cancer du sein triple négatif (TN) est une tumeur hétérogéne qui représente environ 15
% des cancers du sein invasifs et se caractérise par un profil ER/PR/HER2 négatif (triple négatif)
(Beracka et al., 2022).0n estime que le cancer du sein triple négatif touche chaque année 170
000 femmes dans le monde, sur un total d'un million de diagnostics de cancer du sein (Sarhangi
et al., 2022).11 est plus fréquent chez les femmes jeunes et plus fréquent chez les Africaines que
chez les Caucasiennes (Beracka et al., 2022). Le risque de développer un TNBC varie en
fonction de la génétique, de la race, de I'age, du surpoids et de 1’obésité, des habitudes
d'allaitement et de la parité (Orrantia-Borunda et al., 2022).

Le TNBC présente un phénotype clinique distinct en raison de ses caractéristiques
moléculaires. 1l se caractérise par des métastases a distance (métastases viscérales et cérébrales),
I'absence de métastases osseuses et une récidive précoce (généralement dans les trois ans). Le
TNBC est associé a un comportement clinique agressif qui se développe plus rapidement et se
propage aux tissus environnants, est moins traitable et a un pronostic moins favorable (Sarhangi
et al., 2022).

Environ 10 a 20 % des TNBC présentent des mutations germinales dans les génes
BRCA1 ou BRCAZ2, qui sont des régulateurs clés de la réparation de I'ADN par recombinaison
homologue.

(Dogra et al., 2025)

Le sous-type TNBC est ensuite classé en plusieurs sous-groupes supplémentaires,
notamment (Orrantia-Borunda et al., 2022)basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
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immunomodulatory (IM), mesenchymal (M), mesenchymal stem-like (MSL) et luminal
androgenreceptor (LAR) (Dogra et al., 2025)

L'absence d'ER et de PR supprime le contrle hormonal de la croissance et de la
différenciation, ce qui confére au TNBC une activité mitotique élevée, un grade nucléaire éleve et
une insensibilité & I'normonothérapie. L'absence de HER2+ rend le TNBC tolérant a la thérapie
ciblée monoclonale (Benacka et al., 2022).La chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et

diverses thérapies ciblées sont utilisées pour traiter les tumeurs TN (Sarhangi et al., 2022).

13



Chapitre 1

————— P —

Signalisation oncogene et
L’axe WNK/OSRI dans la progression

tumorale

14
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1. Signalisation oncogene et dérégulation cellulaire

1.1. Le cancer comme maladie de dérégulation cellulaire

Le cancer est une maladie de dérégulation cellulaire résultant de multiples facteurs, tels que
I’exposition a des substances chimiques, les mutations des proto-oncogenes et des génes
suppresseurs de tumeurs, ainsi qu’un déséquilibre des voies de signalisation essentielles a
I’homéostasie cellulaire. Il s’agit d’une maladie complexe impliquant de nombreuses voies
moléculaires et cellulaires .Les cellules acquierent des mutations dans des génes essentiels,
entrainant une altération de I’expression de protéines aux activités diverses et la transformation
d’une cellule normale en cellule cancéreuse. En raison d’une signalisation chronique favorisant la
prolifération et/ou réduisant I’apoptose, ces cellules se multiplient de manicre clonale pour

former des tumeurs (Patterson et al., 2018).
1.2. Voies de signalisation oncogéniques et consequences biologiques

Les voies de transduction des signaux oncogéniques jouent un role central dans la progression
tumorale en régulant des processus cellulaires essentiels tels que la prolifération, la survie,
I'angiogenése et I'invasion. Ces voies sont souvent dérégulées dans le cancer en raison de
mutations génétiques et de modifications épigénétiques (Tufail et al., 2026).

Parmi les principales voies impliquées :

e PI3K/AKT : contrdle divers processus cellulaires notamment la prolifération, la
croissance, la survie et le métabolisme cellulaire. Malheureusement, cette voie de
signalisation est la plus fréquemment dérégulée dans les cancers et favorise la progression
tumorale et les métastases (figure 06) (Nisar et al., 2020).

e JAK-STAT : en réagissant aux signaux extracellulaires et en déclenchant un programme
de transcription génetique, joue un réle clédans la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaires (figure 06) (Nisar et al., 2020).

e MAPK: : joue un réle fondamental dans la regulation de la prolifération et de la
différenciation cellulaires, ainsi que dans la survie et la mort cellulaire par apoptose
(figure 06) (Kadasah, 2025).
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e Wnhnt/B-caténine : joue un role crucial dans le développement et les métastases du cancer
du sein et favorise également I'expression de marqueurs anti-apoptotiques (figure 06)

(Ryspayeva et al., 2025)

Voies de Signalisation Impliquées dans le Cancer

= Proliferation Prolifération

- Survie \ Survie
= Métabolisme Inflammation

z &
VT < \ Wnt / B-Caténine
= Proliféeration = Proliféeration

= Survie = Métastases

= Invasion |

Figure 06 : Principales voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale et leurs
fonctions biologiques (Nisar et al., 2020) (Ryspayeva et al., 2025) (Kadasah, 2025)

En conséquence, les anomalies génétiques ou épigénétiques des composants de
signalisation perturbent les réseaux de régulation qui régissent le fonctionnement cellulaire,
permettant ainsi aux cellules tumorales de contourner les mécanismes de suppression de la
croissance, de résister a I'apoptose et de maintenir une croissance incontrélée. (Tufail et al.,
2026)

Ces altérations entrainent des « hallmarks » du cancer, tellesque des signaux prolifératifs
soutenus, une résistance a la mort cellulaire, 1’activation de 1'invasion et des métastases,
instabilité génomique et mutations, et dérégulation de I'énergie cellulairequi induit une glycolyse
aerobie ou I'effet Warburgafin de soutenir la croissance et la prolifération des cellules
cancéreuses.Elles favorisent également I'invasion des tissus voisins (Nisar et al., 2020)

1.3. Role des protéines kinases et transition vers WNK/OSR1

Les protéines kinases sont des enzymes (phosphotransférases) intracellulaires qui jouent
un role essentiel dans l'organisme en participant a un large éventail de voies de signalisation
cellulaire et en régulant des processus clés tels que la croissance cellulaire, la prolifération et la

progression du cycle cellulaire (Theivendren et al., 2021). Elles orchestrent I'activation de
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cascades de signalisation en réponse a des stimuli tant extracellulaires qu'intracellulaires
(Brognard, J., & Hunter T, 2011). Gréace a ces mécanismes, la dérégulation d'un large éventail
de proteines kinases a été associée au développement et a la croissance des cellules cancéreuses.
En raison de leur role crucial dans les mécanismes de signalisation qui déterminent les
caractéristiques des cellules malignes, elles représentent des cibles thérapeutiques importantesen
oncologie. (Theivendren et al., 2021).

Les kinases WNK sont des kinases de signalisation uniques qui se distinguent des autres familles
de kinases par la position inhabituelle du résidu lysine catalytique (Gallolu Kankanamalage et
al., 2018) (Zhang et al., 2016). Elles interagissent avec un grand nombre de protéines cellulaires
et les modifient, et activent les kinases substrats en aval OSR1 et SPAK, contribuant ainsi au
maintien de I’homéostasie cellulaire. De plus, plusieurs composants de la voie de signalisation
WNK ont été impliqués dans 1’angiogenése, un processus amplifi¢ dans de nombreux cancers
(Gallolu Kankanamalage et al., 2018).Cette particularité structurale pourrait théoriquement étre
exploitée pour le développement d’inhibiteurs spécifiques des kinases WNK, compétitifs de

I’ATP (Zhang et al., 2016).

2. Les kinases WNK : structure et implication dans le cancer
2.1. Structure de WNK

Les kinases WNK (WNK) des mammiferes sont des kinases sérine/thréonine (Xiu et al.,
2022)qui regulent la pression artérielle et I'noméostasie électrolytique en phosphorylant et en
activant deux kinases apparentées de type Ste20, a savoir la kinase riche en proline/alanine
apparentée a STE20/SPS1 (SPAK) et la kinase 1 sensible au stress oxydatif (OSR1), désignées
collectivement sous le nom de SPAK/OSRL1. Une fois activeées, les kinases SPAK/OSR1
phosphorylent et régulent (Zhang et al., 2016) une série de cotransporteurs d‘ions sodium,
potassium et chlorure, notamment les cotransporteurs Na*~K*—Cl1~ 1 et 2 (NKCC1 et NKCC2), le
cotransporteur NaCl (NCC) et le cotransporteur KCI (KCC) (Fdel et al., 2025). Les kinases de la
famille WNK (with-no-lysine) se distinguent des autres kinases par la position inhabituelle du
résidu lysine catalytique dans leurs isoformes (Lys233 dans WNK1), par rapport a la lysine
conservée du site actif dans d'autres protéines kinases, (Zhang et al., 2016)et cette famille
comprend quatre membres : WNK1-4 (Xiu et al., 2022).
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2.2. Implication dans le cancer :

Le WNK1 joue un réle important dans la progression de nhombreux cancers,notamment le
cancer du foie, le cancer du sein, le glioblastome, les tumeurs a cellules géantes,le
rétinoblastome, le carcinome rénal a cellules claires et I'adénocarcinome pulmonaire. Compte
tenu de I’implication de la cascade de signalisation WNK—SPAK/OSRL1 dans la régulation de
I’homéostasie ionique, ces kinases jouent un role essentiel dans le contréle de divers
comportements cellulaires, tant dans les cellules normales que cancéreuses, notamment la
motilité, la survie, la migration et I’invasion. (Hou et al., 2022).Dans ce contexte, la voie WNK-—
SPAK/OSR1-NKCC1 favorise la migration des cellules cancéreuses en régulant les flux ioniques
et le volume cellulaire.

Par ailleurs, ’activation de la voie Akt-WNK1-SPAK/OSR1 contribue a I’induction de la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un processus clé dans la progression tumorale et la
dissémination métastatique (Xiu et al., 2022).

3. OSR1 et I'axe WNK/OSRL1 dans la progression tumorale
3.1. Structure et activation de OSR1

La kinase OSR1 (Oxidative Stress-Responsive 1) est une protéine kinase de type Ste20, (Zhang
et al., 2016) (Fdel et al., 2025) de la famille des sérine/thréonine, dont le rdle dans la régulation
du transport ionique est bien établi. Elle s'active en réponse au stress osmotique. (Fdel et al.,
2025)

3.2. L’axe WNK/OSR1
3.2.1. Role dans ’homéostasie ionique
Au niveau moléculaire, OSR1 et SPAK deviennent actives a la suite de leur phosphorylation
par les kinases en amont « with-no-lysine » (WNK 1 a 4) au niveau des résidus thréonine
hautement conserves, T185 pour OSR1 et T233 pour SPAK, et des résidus sérine S325 pour
OSR1 et S373 pour SPAK (Figure 3). Il convient de noter que la phosphorylation des domaines
kinases d'OSR1 et de SPAK au niveau de T185 et de SPAK au niveau de T233, respectivement,
est responsable de I'activation de leur activité kinase. 6 Les protéines SPAK et OSR1 actives, en
complexe avec les isoformes humaines? de la protéine d'échafaudage Mouse-Only protein 25

(M0O25),8 phosphorylent ensuite une série de cotransporteurs d'ions sodium, potassium et
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chlorure, tels que les cotransporteurs Na—K—Cl1 1 et 2 (NKCCI1 et 2), le cotransporteur NaCl
(NCC) et le cotransporteur KCI (KCC) (figure 07) (Fdel et al., 2025)ce qui permet aux cellules

atrophiées de retrouver leur volume normal (Xiu et al., 2022)
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Figure07 : Cascade de signalisation WNK-OSR1. (Fdel et al., 2025)

3.2.2. ROle dans la progression tumorale

Cependant, des rapports récents ont mis en évidence I'implication de la signalisation
WNK-OSR1 dans la pathogenese de divers cancers, notamment dans le cancer du sein (CS),
(Fdel et al., 2025) .En effet, les canaux ioniques membranaires sont capables de détecter et de
répondre aux variations de I’environnement extracellulaire, participant ainsi a 1’activation de
plusieurs voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale (Xiu et al.,
2022),notamment 1’angiogenése, la prolifération cellulaire et la formation de métastases (Hou et
al., 2022).

» Prolifération cellulaire et survie

WNKZ1 active la cascade de signalisation MAPK, une voie majeure de transduction du
signal qui régule des fonctions essentielles telles que la prolifération, la survie cellulaire et la
dissémination métastatique .Cette voie est frequemment hyperactivée dans les cancers, et les
kinases MEKK2/3 constituent des cibles en aval de WNKZ1. En particulier, WNK1 active MAPK
via ERK5, contribuant ainsi a la régulation de la prolifération cellulaire. Le facteur de croissance

épidermique (EGF), en tant que stimulus prolifératif, active ERK5 de maniére dépendante de
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WNK1 (Hou et al., 2022). WNKI1 favorise également I’activation d’ERKS, ce qui induit une
augmentation de I’expression de génes impliqués dans la prolifération, tels que c-Myc et Cyclin
D1 (Xiuetal., 2022).

De plus, les transporteurs ioniques comme NKCCL1, régulés par la voie WNK1-
OSR1/SPAK, augmentent 1’afflux de Na*/K*/CI" et participent a la régulation du volume
cellulaire, un mécanisme essentiel pour la survie des cellules cancéreuses (Hou et al., 2022).

» Migration, invasion

En plus de son rdle dans la prolifération et la survie cellulaire, WNK1 intervient
¢galement dans les mécanismes de migration et d’invasion tumorale. Par l'intermédiaire de I'axe
WNK1-OSR1-NKCCL1 ..

Une faible concentration intracellulaire de [C17] active la cascade WNK1-OSR1/SPAK-
NKCCI1, entrainant un afflux de Cl~ et d'eau au niveau du front de migration. Ce processus
favorise la polymérisation de I'actine et induit la formation de protubérances via l'activation de
cette voie de signalisation. En conséquence, I'adhésion des intégrines a la matrice extracellulaire
ou a d'autres cellules est renforcée.

Par ailleurs, WNKZ1 induit une surexpression des genes liés a la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), tels que, la tyrosine kinase AXL et le facteur de transcription SLUG,
qui induit 'EMT, favorisant ainsi I'invasion des cellules cancéreuses du sein. SNAIL est régulé
par SPAK, une autre cible de WNK1. SPAK peut interagir avec SNAIL et le phosphoryler afin
de bloquer sa dégradation, favorisant ainsi ’'EMT (Hou et al., 2022).

» L’angiogenése

Le complexe endothélial WNK1-OSR1 intervient dans I'angiogenese induite par la
tumeur, laquelle assure I'apport nutritif a la tumeur, tandis que I'nypoxie due a la croissance
rapide des cellules tumorales stimule la néoangiogeneése, c'est-a-dire la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. Ainsi, WNKI1 est nécessaire a I’angiogenése, en phosphorylant et en activant
SPAK pour la prolifération des cellules endothéliales, en activant OSR1 pour la chimiotaxie et
I’invasion des cellules endothéliales, et en régulant également le facteur de transcription a doigt
de zinc SLUG de manicre indépendante de SPAK/OSRI, via ’activation des métalloprotéinases
matricielles MMP2/9, de la B-caténine et de ZEB1 au cours de I’angiogenése (Hou et al., 2022).

Il est important de noter que la voie de signalisation WNK1 contribue aux caractéristiques
pathologiques des tumeurs malignes (Jung et al., 2022).
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Par conséquent, une comprehension approfondie des fonctions de cette voie est nécessaire
pour mettre au point des stratégies spécifiques d’inhibition de WNKI1 (Hou et al., 2022)
constituant ainsi une approche prometteusepour prévenir le potentiel oncogene du cancer du sein
triple négatif (Fdel et al., 2025)qui se caractérise par un profil ER/PR/HER2 négatif est
considéré comme plus agressif (Benacka et al., 2022)se caractérise par des métastases a distance
(Sarhangi et al., 2022)
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1. Principe du Docking moléculaire

Le Docking moléculaire est une procédure computationnelle(Trott, O., & Olson, A. J.,
2010)basée sur la structure qui permet de déterminer le mode de liaison et I'affinité entre les
ligands et leurs cibles (Muhammed, M. T., & Aki-Yalcin, E, 2024)

Il est couramment utilisé pour predire I'orientation de liaison de candidats-medicaments
par rapport a des cibles protéiquesAinsi, Le Dockingmoléculaire joue donc un réle central dans le
processus de conception et de découverte de médicaments

Cette approche repose sur deux composantes principales :

e Algorithme de recherche : doit générer un nombre optimal de configurations permettant,
par une méthodecomputationnelle, de déterminer les modes de liaison.

e Fonction de score : fournit un moyen de classer le positionnement des ligands les uns par
rapport aux autres. Idéalement, le score devrait correspondre directement a l'affinité de
liaison du ligand pour la protéine, de sorte que les ligands ayant le meilleur score soient

ceux qui se lient le mieux

Par ailleurs, le Docking moléculaire peut étre classé en deux grandes méthodes :
e Docking rigide : le récepteur et le ligand sont maintenus fixes et le Docking est effectué.
e Docking flexible : dans le Docking par ajustement induit, le ligand et le récepteur sont
tous deux flexibles sur le plan conformationnel. A chaque rotation, l'occupation des
cellules de surface et I'énergie sont calculées ; ensuite, la pose la plus optimale est
sélectionnée (Chaudhary, K. K., & Mishra, N, 2016).

2. Intérét du Docking en recherche anticancéreuse

Le docking moléculaire est devenu un outil essentiel en oncologie pour la découverte et le
développement de traitements anticancéreux. En simulant I'interaction entre de petites molécules
et des protéines associées au cancer, le docking permet d'identifier des inhibiteurs potentiels
capables de perturber la prolifération des cellules cancéreuses, l'angiogenése et les métastases. Il
permet aux chercheurs de cribler virtuellement de vastes bibliothéques de composés par rapport a
des cibles oncogeniques clés, telles que les kinases, les récepteurs et les facteurs de transcription,
afin de trouver des candidats capables de se lier spécifiguement et d'inhiber leur activité. Cette
approche accélere l'identification de composés phares, qui peuvent ensuite étre optimisés et

développés en médicaments anticancéreux efficaces (Gautam et al., 2024).
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Dans le contexte du cancer du sein triple négatif (TNBC),qui Se caractérise par un profil
ER/PR/HER2 négatif. L absence d'ER et de PR supprime le contr6le hormonal de la croissance et
de la differenciation et I'absence de HER2rend le TNBC tolérant a la thérapie ciblée monoclonale
(Benacka et al., 2022)

La kinase WNK1 joue un réle important dans la progression de nombreux cancerstels
quele cancer du sein. Une meilleure compréhension des fonctions de cette voie est nécessaire
pour mettre au point des stratégies spécifiques d’inhibition de WNKI1 (Hou C. Y. et al., 2022).

3. Docking moléculaire et études in silico

Le Docking moléculaire est un processus permettant d’étudier, in silico, les interactions
intermoléculaires entre deux molécules. Dans ce processus, la macromolécule correspond au
récepteur protéique, tandis que la micromolécule est le ligand, pouvant agir comme un inhibiteur.
Ainsi, le processus de Docking (Chaudhary, K. K. & Mishra, N,
2016)Comprendgénéralement quatre étapes principales : la préparation de la protéine, la
préparation du ligand, I’étude de Docking moléculaire (incluant la validation des méthodes de
Docking, I’analyse a 1’aide de logiciels computationnels, 1’interprétation des résultats et la
visualisation des structures), ainsi que 1’évaluation de la « drug-likeness » et la prédiction de la

toxicité (Dhaniaputri et al., 2022)
3.1.Préparation de la protéine

La premiere étape du Docking consiste a récupérer lastructure 3D de la protéine, de
préférence liée a un ligand,a partir de la base de données PDB. 1l est recommandé d’utiliser des
structures 3D a haute résolution (<2 A) ou des structures liées a un ligand a haute affinité .La
préparation de la protéine inclut plusieurs opérations, telles que 1’ajout d’atomes d’hydrogene,
I’élimination  desmoléculesd’eau (Muhammed, M. T., & Aki-Yalcin, E, 2024)

Apres la préparation de la protéine, le site actif doit é&tre identifié. Le récepteur peut
posséder plusieurs sites actifs, mais seul celui d’intérét doit étre sélectionné (Chaudhary, K. K.,
& Mishra, N, 2016).utilisant les coordonnées d’un ligand déja li¢ a la protéine (Muhammed,
M. T., & Aki-Yalcin, E, 2024)
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3.2. Préparation du ligand

Les ligands peuvent étre obtenus a partir de bases de données PubChem, (Chaudhary,
K. K., & Mishra, N, 2016).Avant leur utilisation dans le Docking, une minimisation d’énergie
doit étre réalisée (Muhammed, M. T., & Aki-Yalcin, E, 2024).

3.3.L’étude de Docking moléculaire

Le ligand est arrimé (docké) a la protéine, (Chaudhary, K. K., & Mishra, N, 2016).A
I’aide d’AutoDock Vina. Cette étapeutilisée pour déterminer, prédire, visualiser et évaluer les
interactions et 1’affinit¢ de liaison entre les protéines cibles (enzymes) et certains ligands,
(Dhaniaputri et al., 2022)

La sélection de la fonction de scoring la plus appropriée dépend de la stabilité du
complexe ligand—protéine. Il est difficile de choisir une fonction capable de prédire correctement
le mode de liaison et le ligand potentiel. En théorie, plus I’énergie libre de liaison (AG) est faible,
plus le complexe est stable. Les scores de Docking sont calculés par différents logiciels afin
d’identifier et de classer rapidement les différentes conformations (poses) d’un ligand.
(Muhammed, M. T., & AKki-Yalcin, E, 2024).Le complexe ligand—protéine présentant le
meilleur score est sélectionné. (Chaudhary, K. K., & Mishra, N, 2016).

En outre, les positions et orientations des ligands au niveau des sites actifs des récepteurs
peuvent étre visualisées et analysées a 1’aide du logicielDiscovery Studio 2020. Les interactions
des acides aminés sont également représentées en conformation 2D et 3D (Dhaniaputri et al.,
2022)

3.4.L’évaluation des propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques des

COmMpOosés

Le processus d’évaluation de la pharmacocinétique des composes est prédit sur la base du
concept établi par Lipinski, connu sous le nom de « reégle des cinq de Lipinski s’ils respectent les
critéres suivants : le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne (HBA) < 10, le nombre de
donneurs de liaisons hydrogéne (HBD) < 5, le log P doit étre inférieur a 5, la masse moléculaire
inférieure & 500 Da, et la surface polaire totale (TPSA) ne doit pas dépasser 140 A2, Le nombre

de violations de ces regles ne doit pas excéder deux.
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Des outils en ligne tels que SwissADME sont utilisés pour evaluer les parameétres
pharmacocinétiques in silico. Cette évaluation ADMET comprend 1’étude des processus
d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion et de toxicité des composés

La prédiction de la toxicité des composés est réalisée a I’aide des outils ProTox-Il Cette
analyse toxicologique fournit des informations sur le potentiel des composés a induire une
carcinogeénicité, une hépatotoxicité, une mutagénicité et une cytotoxicite.

Sur la base des évaluations et prédictions ADMET, certains composés peuvent étre

confirmés comme de bons ou de mauvais candidats médicaments (Dhaniaputri et al., 2022)

Target / . \
Selection

lScorlng

) Ligand
Selection

Figure 08 : Présentation générale de Docking moléculaire in silico (Dhaniaputri et al., 2022)
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1. Introduction

Le Docking moleculaire est une méthode permettant de déterminer I'orientation
préférentielle d'un ligand par rapport a une protéine afin de former un complexe stable,
orientation qui sert a prédire 1’affinité de liaison grace a des fonctions de scoring. Les interactions
issues de ce processus peuvent conduire a I’activation ou a I’inhibition de la protéine, tandis que
la liaison du ligand peut induire un effet agoniste ou antagoniste. Ainsi, le Docking est largement
utilisé pour prévoir le mode de liaison des candidats-médicaments avec leurs cibles protéeiques,
afin d’estimer leur affinité et leur activité, ce qui en fait un outil central dans la conception et la
découverte de médicaments. Dans ce contexte, la découverte de nouveaux medicaments, étant
une tache complexe, repose aujourd’hui en grande partie sur des approches chimico-biologiques
in silico(Chaudhary, K. K., & Mishra, N., 2016) . Le processus de Docking moléculaire repose
sur une série d’étapes successives, a savoir : la préparation de la protéine, I’identification du site
actif, la préparation du ligand, le Docking moléculaire et 1’analyse des résultats, selon le

protocole présenté dans la figure ci-dessous.

- Protéine cible (WNK) — RCSB PDB

Téléchargement des données
= 40 ligands naturels — PubChem

€L

( Préparation des structures

Protéine — Discovery Studio
Ligands — Avogadro

€

= S
‘ Docking moléculaire

L Réalisation du docking avec AutoDock Vina

<

Filtrage des résultats (1)

= =)

Sélection basée sur le nombre d’interactions
ligand—protéine
—> 11 molécules retenues

+

Filtrage des résultats (2)
Analyse des propriétés ADME

—> 9 molécules retenues

3

r Prédiction de la toxicité

Evaluation du profil toxicologique

1

Résultat final
Meilleures molécules candidates identifiées
(bonne affinité, bonnes propriéetés ADME,
faible toxicité)

Figure 09 : Protocolede Docking
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2. Matériels
2.1.Micro-ordinateur

Les simulations et les différentes étapes de cette étude ont été réalisées a 1’aide de micro-
ordinateurs adaptés aux exigences des logiciels de modélisation moléculaire et de Docking. Les
principales caractéristiques des équipements utilises sont présentées dans le tableau suivant.

Tableau 01 : Caractéristiques des micro-ordinateurs utilisés

Caractéristiques Micro-ordinateur 1 Micro-ordinateur 2

Type Portable Portable

Modele Acer Aspire E1-571 Touchiba satellite L735
Mémoire RAM 4 Go 8 Go

Systéme d’exploitation Windows 10 Professionnel Windows 10 Professionnel
Type de systeme Systeme d’exploitation 64 bits  Systéme d’exploitation 64 bits

2.2.Programmes (logiciels)

» Discovery Studio 2021 Client

Biovia Discovery Studio (BDS) est utilisé pour la visualisation des structures moléculaires et
des résultats de simulation. Ce logiciel permet d’afficher des structures en 2D, 3D et de mettre
en évidence les interactions spécifiques entre les protéines et les ligands, notamment les
liaisons hydrogéne et les interactions hydrophobes. Ces interactions déterminent la stabilité du

complexe et I’affinité de liaison entre la protéine et le ligand (Baroroh et al., 2023).
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[ Fiacromoiacuies | Simuiation [ SR TEFREE ISR RNs] | Pharmacophores | Smal Molecules | Scray | My Tools =
“Grew -~ B S = Display Style -~

Step through ligands.

= * 3+ =

Display receptorigand interactions.

Define and Edit Binding Site

Enable Additional Features

Figure 10 : Interface du logiciel Discovery Studio 2021 Client

» Avogadro

Avogadroest un éditeur et visualiseur de molécules avancé, congu pour étre utilisé en
chimie computationnelle, en modélisation moléculaire, en bio-informatique, en science des
matériaux et dans d’autres domaines connexes. Il constitue un outil pédagogique pertinent
permettant aux étudiants de réaliser la visualisation moléculaire ainsi que la simulation
tridimensionnelle des molécules ; [I’utilisateur peut ainsi optimiser la géométrie
moléculaire et observer les structures sous différents angles et perspectives. (Rayan, B., &
Rayan, A, 2017)

A

Ohew fodOpen |dsave ©cose EJQut || # 40 & R D E Gl O [Tool Sethings...| Display Settings...

Draw Settings 8 X

View 1

Element: | Carbon (5) -
Bond Order: Single ~

Adjust Hydrogens
1) ydroge

Messages

Figure 11 : Interface du logiciel Avogadro
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» AutoDock Tools 1.5.6
AutoDock Toolsest une interface graphique interactive utilisee pour la préparation de
structures moléculaires et le réglage des parametres de Docking (Forli et al., 2016)permet

de créer des fichiers PDBQT a partir de fichiers PDB classiques (Pawar et al., 2023).

g
File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D  Help
= = g J\_ ’?—-G‘E i J
ADT4.2 | Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze
<

DashBoard | AnilMol | Tools
Sel.: | -|lcvD
-
R_F¥4Zz |[StessEvsLa
= All Molecules e e b AT

Current Selection b v
Mod.: [Mone Time:[2.473  Selected: [ IS Jone 3 Spin off —i | FR:| 66.7 [

Figure 12 : Interface du logiciel AutoDock Tools1.5.6

» AutoDock vina
Vina a été lancé en 2009 comme une alternative plus rapide et plus précise au programme
AutoDock d'origine. Vina utilise un algorithme d'optimisation globalepour prédire le mode
de liaison de petites molécules a leurs protéines cibles. L'algorithme commence par des
conformations aléatoires du ligand,puis explore de maniére exhaustive et modifie les
coordonnees afin d'affiner les énergies de liaison, ce qui permet d'identifier I'énergie
minimale globale (Sarkar et al., 2024).

2.3.Banques de données et site internet

» RCSB
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La PDB est la banque de données structurelles des protéines au niveau atomique, ou sont
répertoriées toutes les structures tridimensionnelles (3D) des macromolécules

biologiques déterminées par la communauté scientifique mondiale (protéines, acides

nucléiques, glucides et lipides). L’accés a cette base de données est entierement gratuit
(Rudifo-Pifiera et al., 2022).

RCSB PDB Help Contact us MyPDB ~ I
Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze +~ Download ~ Leamn ~ About ~ Careers COVID-19
252,186 @ 1,068,577
o Shchives Computed Enter search term(s), Ligand ID or sequence [ include CSM
PROTEIN DATA BANK m from the Structure
PDE archive Models Advanced Search | Chemical Search | Browse Annotations Help

(csm)

S zee €@ PDB-IHM

SPDEB fonDokreor 5 NAKB

RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables
breakthroughs in science and education by
providing access and tools for exploration,

#® Deposit visualization, and analysis of:

Experimentally-determined 3D structures
Q search from the Protein Data Bank (PDB) archive

a Integrative 3D Structures from the PDB

Visualize
G Archive

5 Analyze E Computed Structure Models (CSM) from
AlphaFold DB and ModelArchive

#» Download

Figure 13 : Interface de la base de données RCSB PDB

» PubChem

PubChem est une base de données publique contenant des informations sur les substances
chimiques et leurs activités biologiques. Depuis son lancement en 2004 dans le cadre des
initiatives « Molecular Libraries Roadmap » des National Institutes of Health (NIH) des
Etats-Unis, PubChem s'est rapidement imposé comme une ressource d'information chimique
essentielle au service des communautés scientifiques dans de nombreux domaines tels que
la chimio-informatique, la biologie chimique, la chimie médicinale et la découverte de
médicaments(Kim et al., 2016).
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m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

P u b © h e m About Docs Submit Contact -:é:—

Quickly find chemical information

o =
Draw  IDFile

Try aspirin CID:2244 EGFR (C9H804  57-27-2 InChl=1S/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3  glycolysis  homo sapiens

Advanced Search v Search History 49 How to Search ®

Figure 14 : Interface de la base de données PubChem

» SwissADME
Swiss ADME est I'un de ces sites web qui permet de calculer des descripteurs physico-
chimiques ainsi que de prédire les parametres ADME, les propriétés pharmacocinétiques,
le caractere pharmacologique et la compatibilité avec la chimie médicinale d'une ou de
plusieurs petites molécules, afin de soutenir la découverte de médicaments (Mahanthesh
et al., 2020).

> ft

SwissDock ‘ SwissParam ‘ SwissSidechain SwissBicisostere ‘ SwissTargetPrediction ‘ SwissADME ‘ Swiss Similarity

SWiSSDFUgDESign Home About FAQ Help Citing Contact Terms of Use

A 5.\ issADME °
o

I Feor information: We have changed the look and feel of our tool. However, we have NOT changed the underlying technologies
and parameters. Consequently, this updated Web tool provides exactly the same results as the previous version.

= X o6 ®“ S Enter a list of SMILES here:

E)
& H
I c
‘ N
@ o
[S] s
F

P

cl

Figure 15 : Interface de la plateforme SwissADME
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» ProTox 3.0

Le serveur web ProTox intégre des données sur les substances chimiques, les cibles
moléculaires, le métabolisme et les voies d’exposition. Comme mentionné. une
nouveaute du serveur web ProTox réside, de maniere générale, dans le fait que le schéma
de prédiction est classé en différents niveaux de toxicité, tels que la toxicité orale, la
toxicité organique (hépatotoxicité, neurotoxicité, toxicité respiratoire, cardiotoxicité et
néphrotoxicité), les parametres toxicologiques (tels que la mutagénicité, la
cancérogénicité, la cytotoxicité, I'immunotoxicité, la perméabilité de la barriére hémato-
encéphalique) est un serveur web de prédiction computationnelle de la toxicité accessible
gratuitement, permettant de prédire la plupart des paramétres toxicologiques a ce jour
(Banerjee et al., 2024).

Welcome to ProTox 3.0, a virtual lab for the prediction of toxicities of small molecules

The prediction of compound toxicities is an important part of the drug design development process. Computational toxicity estimations are not only faster than
the determination of toxic doses in animals, but can also help to reduce the amount of animal experiments. To read more about reducing animal testing, go to
Animal Ethics 3R.

ProTox 3.0 incorporates molecular similarity, fragment propensities, most frequent features and (fragment similarity based CLUSTER cross-validation)
machine-learning, based a total of 61 models for the prediction of toxicity endpoints such as acute toxicity, organ toxicity, toxicological endpoints, molecular
initiating events, metabolism, adverse outcomes (Tox21) pathways and toxicity targets. To predict the toxicity of a compound, please click here. For a
description of the server, methads and tutorials, go to EAQ. To see statistics about our training set as well as the cross-validation results, please go to
Statistics and Model info. To leamn more about the different models, look into Models

Should you have further questions, do not hesitate to contact usl

| Tavir dness ara aftan niven as | NAN values in ma/ka hadv wainht

THIS WEBSITE USES COOKIES

We use cookies that are necessary for this site to function properly and to analyze our website traffic and performance; we never collect
any personal data

Figure 16 : Interface de la plateforme ProTox-I1ll
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3. Méthode
3.1. Choix et préparation de la cible (récepteur WNK)

Le choix de cette cible repose sur ses caracteristiques structurales spécifiques, notamment la
position atypique de la lysine catalytique, qui permet le développement d’inhibiteurs sélectifs
(Zhang et al., 2016)De plus, la voie WNK-OSR1 joue un role important dans la progression
tumorale, en particulier dans le cancer du sein triple négatif, ou elle est constitutivement active et
associée a un mauvais pronostic. L’inhibition de cette voie réduit la migration et I’invasion

cellulaires, ce qui en fait une cible thérapeutique prometteuse (Fdel et al., 2025).

> Nous avons prépareé le récepteur WNK a partir de la structure 3D récupérée depuis
la base de données RCSB PDB (code PDB : 5DRB). La protéine a ensuite été préparée a
I’aide des logiciels Discovery Studio et AutoDock Tools, afin d’identifier le site actif,
supprimer les molécules inutiles et convertir la structure au format PDBQT pour les

simulations de docking moléculaire avec AutoDock Vina

Figure 17 : la structure 3D de protéine WNK
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3.2.Choix et préparation des ligands

Le choix des ligands sélectionnés dans cette étude s’est appuyé sur des données issues de

la littérature scientifique mettant en évidence leurs propriétés anticancéreuses potentielles, ainsi

que sur leur usage traditionnel en phytothérapie, notamment a travers les plantes médicinales

employées dans la prise en charge du cancer (Chabosseau, 2013); (Chen et al., 2023)Plusieurs

composés naturels, appartenant principalement aux flavonoides tels que 1’isorhamnétine, le

kaempférol et la quercétine (Chen et al., 2023),aux polyphénols tels que le resvératrol, la

curcumine et I’épigallocatéchine gallate, ainsi qu’a certains acides phénoliques comme 1’acide

caféique (Ahmed et al., 2025), ont démontré des effets biologiques significatifs contre différents

types de cancers, en particulier le cancer du sein. Sur cette base, nous avons établi une liste de 40

ligands d’originenaturelle (tableau02)

> Les structures chimiques des ligands ont été téléchargées depuis la base de données

PubChem, puis optimisées a 1’aide du logiciel Avogadro avant d’étre préparées avec

AutoDock Tools et converties au format PDBQT pour les simulations de docking

moléculaire.

Tableau 02 : les 40 ligands et leur sources naturelle

N°  Molécule Source naturelle N°  Molécule Source naturelle

1 Quercétine Plantes et léegumes 21  Acide carnosique  Romarin

2 Reésvératrol Raisin, baies 22  Parthénolide Tanacetum parthenium

3 Curcumine Curcuma 23 Honokiol Magnolia officinalis

4 Epigallocatéchine ~ Thé vert 24 Magnolol Magnolia officinalis
gallate

5  Thymoquinone Nigella sativa 25 Ptérostilbéne Raisin, baies

6 6-Gingérol Gingembre 26  Sulforaphane Brocoli

7 Acide bétulinique  Ecorce d’arbres 27  Allicine Ail

8 Berbérine Plantesdugenre 28  Myricétine Baies, the vert

Berberis

9 Génistéine Soja 29  Fisétine Fraise

10 Kaempférol Chou, the vert 30 Silybine Chardon-Marie

11 Luteoline Poivron, celeri 31 Hédéragénine Hedera helix
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12 Apigénine Persil, céleri 32  Gallocatéchine Thé vert

13 Hespéridine Agrumes 33  Epicatéchine Chocolat noir

14 Narigénine Pamplemousse 34  Rhein Rhubarbe

15 Acide caféique Café, pomme 35 Curcumol Curcuma

16  Acide gallique Baies, vin 36  Tanshinone I1A Salvia miltiorrhiza

17  Acide ellagique Baies, grenade 37 Cryptotanshinone  Salvia miltiorrhiza

18  Licochalcone A Réglisse 38 Baicaline Scutellaria baicalensis
19  Withaférine A Withania somnifera 39  Baicaléine Scutellaria baicalensis
20  Carnosol Romarin 40  Isorhamnétine Pomme, baies

3.3.Docking moléculaire par Autodock Vina

Le docking moléculaire a été réalisé¢ a I’aide du logiciel AutoDock Vina en utilisant les structures
du récepteur et des ligands préparées au format PDBQT. Cette simulation a permis d’évaluer
I’affinité¢ de liaison des ligands avec le récepteur et de générer différents modes de liaison au

niveau du site actif. Les résultats ont été exprimeés en énergie de liaison (kcal/mol).

3.4.Analyse des interactions récepteur—ligand

Nous avons analysé les interactions récepteur—ligand a partir des meilleures poses obtenues par
docking moléculaire a 1’aide du logiciel Discovery Studio, afin d’identifier les interactions

impliquées dans la fixation des ligands au site actif de la protéine WNK.

Pour chaque ligand, la pose présentant la meilleure affinité a été sélectionnée pour 1’analyse des
interactions(Figure 18). Un redocking du ligand co-cristallisé a également été réalisé afin de

valider le site actif et de comparer son mode de liaison avec celui des autres ligands étudiés
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Figure 18 : les meilleures poses issues du Docking moléculaire (WNK463)

o Les ligands ont ensuite été filtrés selon leurs interactions avec les résidus du site actif. Les
résultats ont été présentés sous forme de tableaux récapitulatifs(Figure19), ainsi que de

représentations 2D et 3D des complexes récepteur—ligand.
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Figure 19 : les interactions de la molécule de référence avec le site actif

3.5.Prédiction des propriétés ADME

Les propriétés pharmacocinétiques des ligands ont été évaluées a 1’aide du serveur en ligne

SwissADME afin d’estimer leur biodisponibilité par voie orale. Les parametres étudiés incluent
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la regle de Lipinski, la perméabilité intestinale ainsi que la biodisponibilité. Sur la base de ces
critéres, un filtrage des composés a été réalise afin de sélectionner uniquement les molécules
présentant un profil ADME favorable et compatible avec une bonne absorption et une

administration orale efficace.
3.6.Prédiction de la toxicité

Nous avons prédit la toxicité des ligands a 1’aide du serveur en ligne ProTox-Ill afin
d’évaluer leur sécurité potentielle. Les paramétres analysés incluent la DL50, la classe de
toxicité, la toxicité sur les organes (notamment la neurotoxicité et la cardiotoxicité), ainsi que
différents endpoints toxicologiques tels que la perméabilité a la barriere hémato-encéphalique
(BBB). Cette analyse nous a permis d’identifier les composés présentant un profil toxicologique

acceptable.
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Résultats et discussion
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4. Résultats
4.1.Résultats du docking

Les résultats montrent que plusieurs ligands présentent des énergies de liaison plus faibles (plus
négatives) que celle du ligand de référence WNK463 (-8,9 kcal/mol). Les meilleures affinités ont
¢été observées pour 1’Hespéridine et la Narigénine (-10,3 kcal/mol), suivies de 1’Honokiol (-9,9
kcal/mol), indiquant un fort potentiel inhibiteur. Les resultats de cette analyse sont présentés dans
le tableau 03

Tableau03 : Score et concentration inhibitrice de chaque ligand

N° Molécule Score
/ WNK463 -8.9
1 Quercétine -9.5
2 Résvératrol -8.2
3 Curcumine -9

4 Epigallocatéchine gallate -9.4
5 Thymoquinone -6.6
6 6-Gingérol -7.1
7 Acide bétulinique -1.7
8 Berbérine -9.7
9 Génistéine -9.3
10 Kaempférol -9.1
11 Lutéoline -9.5
12 Apigénine -9.4
13 Hespéridine -10.3
14 Narigénine -10.3
15 Acide caféique -7.3
16 Acide gallique -6.1
17 Acide ellagique -9.3
18 Licochalcone A -8.8
19 Withaférine A -9.1
20 Carnosol -9.6
21 Acide carnosique -8.1
22 Parthénolide -7.2
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23 Honokiol -9.9
24 Magnolol -8.6
25 Ptérostilbene -8.3
26 Sulforaphane -4.0
27 Allicine 4.6
28 Myricétine -9.1
29 Fisétine -9.8
30 Silybine -9.8
31 Hédéragénine -7.1
32 Gallocatéchine -9.0
33 Epicatéchine -8.9
34 Rhein -8.9
35 Curcumol -6.5
36 Tanshinone 1A -9.1
37 Cryptotanshinone -9.2
38 Baicaline -9.5
39 Baicaléine -9.5
40 Isorhamnétine -9.5

4.2.Résultats de filtrage selon les interactions

Sur la base des résultats obtenus, une sélection des ligands les plus prometteursa été
réalisée en tenant compte de leurs énergies de liaison ainsi que de leur capacité a établir des
interactions significatives avec les résidus du site actif. Un seuil minimal d’interactions (> 9
résidus) a été appliqué afin de retenir les ligands capables de reproduire un mode de liaison
similaire a celui de la molécule de référence. Les ligands retenus présentent une affinité
supérieure ou comparable a celle de la molécule de référence WNK463, ainsi qu’un nombre élevé
d’interactions moléculaires. Cette sélection a permis de réduire le nombre de ligands de 40 a 11
composés les plus prometteurs, regroupés dans le tableau 04.

Tableau04: les ligands les plus pertinents

N° Molécule Score

/ WNK463 -8.9
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1 Quercétine -9.5
8 Berbérine -9.7
9 Génistéine -9.3
10 Kaempférol -9.1
11 Lutéoline -9.5
12 Apigénine 94
13 Hespéridine -10.3
23 Honokiol -9.9
28 Myricétine -9.1
39 Baicaléine -9.5
40 Isorhamnétine -9.5

4.3.Etude d’interactions récepteur-ligands

Afin de mieux comprendre le mode de liaison des ligands sélectionnés,une analyse
détaillée des interactions moléculaires a été réalisée. Cette analyse permet d’identifier les types
d’interactions établies entre les ligands et les résidus d’acides aminés du site actif de la protéine
WNKI1 (PDB : 5SDRB). L’analyse des interactions révele que les ligands sélectionnés établissent
plusieurs types d’interactions avec les résidus clés du site actif, notamment ASP368, THR301 et
CYS250. Les liaisons hydrogéne et les interactions hydrophobes dominent, contribuant a la

stabilité des complexes formés. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 05.
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Tableau 03: Analyse des interactions moléculaires entre les ligands les plus prometteurs et le site actif du récepteur.

Protéine Molécule Donneur Accepteur  Catégorie Types d’interaction Distance
THR308 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,38
ASP368 F Hydrogen Bond;Halogen  Conventional Hydrogen Bond;Halogen (Fluorine) 2,38
ASP368 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,76
ASP368 F Halogen Halogen (Fluorine) 3,27
LEU369 F Halogen Halogen (Fluorine) 3,06
- ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,78
< ) < THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,60
zZE X CYS250  Ligand  Other Pi-Sulfur 4,79
) = VAL235 Ligand Hydrophobic Alkyl 4,96
CYS250 Ligand Hydrophobic Pi-Alkyl 4,52
LEU299 Ligand Hydrophobic Pi-Alkyl 4,91
PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Alkyl 4,97
LEU371 Ligand Hydrophobic Pi-Alkyl 5,36
Ligand VAL235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,68
Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,49
LYS233 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 3,01
Ligand GLU302 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,94
ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 4,25
© THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,43
i) = CYS250  Ligand  Other Pi-Sulfur 3,75
zX o CYS250  Ligand  Other Pi-Sulfur 5,97
=) 3 Ligand VAL235  Hydrophobic Pi-Alkyl 5,19
o Ligand VAL 235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,50
Ligand ALA248 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,29
Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,15
Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,99
Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,17
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ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,43

C PHE356 Hydrophobic Pi-Sigma 3,79

CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 4,76

LEU369 Ligand Other Pi-Lone Pair 2,95

PHE283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 3,82

@ PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,94

) = ALA269 Ligand Hydrophobic Alkyl 5,04
z X 2 Ligand LEU272  Hydrophobic Alkyl 4,96
=5 g Ligand LEU299  Hydrophobic Alkyl 5,28
Ligand LEU371 Hydrophobic Alkyl 5,31

PHE?283 Ligand Hydrophobic Pi-Alkyl 3,82

Ligand LEU272 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,47

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,24

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,16

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,39

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,87

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,92

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,33

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,32

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,16

@ Ligand VAL235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,68

", ) ;GE, H 0] Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,40
Z g 2 ASP368 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,10
S T ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,94
© CYS250  Ligand Other Pi-Sulfur 4,08

CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 5,22

LEU369 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,85

PHE283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,08

THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,43

THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,97
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MET304 O Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 1,78

ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,73

ASP368 Ligand Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond 3,05

_ VAL235 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,92

-~ g THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,42
¥ 2 = CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 4,14
£9 £ CYS250  Ligand  Other Pi-Sulfur 5,57
~ $ Ligand VAL235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,68
Ligand ALA248 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,41

Ligand ALA248 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,52

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,17

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,48

ASP368 ) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,31

Ligand LEU369 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,67

Ligand @] Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,03

ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 4,44

ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,76

o =~ @ PHE283 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,86
X @ S THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,46
£9 L CYS250  Ligand  Other Pi-Sulfur 3,96
~ — PHE?283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,15
PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,32

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,37

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,34

Ligand VAL281 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,34

Ligand LEU369 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,39
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ASP368 O Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,37

ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,37

THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,71

o o~ e CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 4,84
v 2 < PHE283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 4,87
g aQ 2 PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,55
~ < Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,34
Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,19

Ligand LEU369 Hydrophobic Pi-Alkyl 511

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,53

LYS233 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,04

MET304 @) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 1,96

MET304 @] Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,62

H ASP368 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 1,69

H THR311 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,21

° H ILE227:0 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,30

o~ = ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,32
X % 2 ASP368 Ligand Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond 3,27
§ a =1 VAL235 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,77
=~ £ THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,85
CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 5,10

C LEU299 Hydrophobic Alkyl 3,77

C LEU371 Hydrophobic Alkyl 4,59

PHE?283 C Hydrophobic Pi-Alkyl 5,04

Ligand ILE227 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,98

Ligand ALA248 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,34

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,73
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ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,52

THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,71

CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 4,96

PHE?283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 4,16

ALA269 C Hydrophobic Alkyl 3,81

C VAL281 Hydrophobic Alkyl 3,86

S S C MET304  Hydrophobic Alkyl 4,55
é DD: ‘Eé C LEU272 Hydrophobic Alkyl 4,72
) = PHE265 C Hydrophobic Pi-Alkyl 4,13
PHE356 C Hydrophobic Pi-Alkyl 3,66

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,35

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,18

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,72

Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,23

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,42

H LEU369 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,17

H ASP368 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 1,79

ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 4,20

THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,43

o~ 2 CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 3,85
¥ O 3 PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,25
é a s PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 4,50
~ S Ligand VAL235 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,29
Ligand VAL 235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,52

Ligand ALA248 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,36

Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,23

Ligand VAL281 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,41

Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,44
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ASP368 ) Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,28
H 0] Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 1,79
H LEU369 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,91
ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 4,35
® ASP368 Ligand Electrostatic Pi-Anion 3,76
) = PHE283 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,92
zZ QD: S THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,45
) 'z CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 4,01
m PHE?283 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,22
PHE356 Ligand Hydrophobic Pi-Pi Stacked 5,25
Ligand LEU299 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,39
Ligand LEU371 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,36
Ligand VAL281 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,25
Ligand LEU369 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,47
H LEU369  Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,49
H ASP368 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,18
H GLU302  Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond 2,47
C VAL281 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond 3,55
@ THR301 Ligand Hydrophobic Pi-Sigma 3,55
o~ B CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 3,71
¥ 2 £ CYS250 Ligand Other Pi-Sulfur 5,53
§ o S C VAL281  Hydrophobic Alkyl 3,87
~ 5 C LEU369  Hydrophobic Alkyl 5,44
= Ligand VAL235  Hydrophobic Pi-Alkyl 5,46
Ligand VAL235 Hydrophobic Pi-Alkyl 4,71
Ligand ALA248  Hydrophobic Pi-Alkyl 4,27
Ligand CYS250 Hydrophobic Pi-Alkyl 5,01
Ligand LEU299  Hydrophobic Pi-Alkyl 4,80
Ligand LEU371  Hydrophobic Pi-Alkyl 4,99
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4.4.Les interactions 3D entre les ligands sélectionnés et le site actif du récepteur
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Figure 20 : Les interactions 3D des ligands dans le site actif A : WNK463, B : Quercétine, C :
Berbérine, D : Génistéine
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Figure 21 : Les interactions 3D des ligands dans le site actif E : Kaempférol, F : Lutéoline, G :
Apigénine, H : Hespéridine
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THR3N

Figure 22 : Les interactions 3D des ligands dans le site actif I : Honokiol, J : Myricétine, K :

Baicaléine, L : Isorhamnétine.

4.5.Les interactions 2D entre les ligands sélectionnés et le site actif du récepteur
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Figure 23 : Les interactions 2D des ligands dans le site actif A : WNK463, B

: Quercétine, C :

51



Partie pratique

™ Loy
? n {6-1:37 ART2
| 3 G 3 SAse
Y = Az99 aQ 3.80 ‘A '.’
,‘s%.“; ) . | 549 3 alas a7z v
=1 A a - 2o e
sszgags sont1e X "
S ’!l’-'-‘ i 5% - 4 ~ ——
By LoV Faz 273 sia - <
A (A":;’, A250 o . VAL o & s.ar 397 . %32
A2im == =T ".‘> A28 2ts 87 = ..
e} A 3es "~ DT 3 T
«20¥ cleus A0 s S
RET Y e Il Aizs0 3
A2OS
Interactions Tt rac tions
Comventonal v open Bond o

=3

I ~-Aron B P ouns B -Arvon

[7:] Fr-Danar Hydrogen Bond [: Pr-Alkcyd B o

5.0
e
Alzas

Trteractione
B Corventonet Hvr ogen Bond B -some
R —— s
. A ] asw
[ ] -Oonor tvarogen Bend [ measn

Figure 24 : Les interactions 2D des ligands dans le site actif E : Kaempfeérol, F : Lutéoline, G :
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Baicaléine, L : Isorhamnéti

AN i
o A3
N “ie
496 2m6 nes ¥ a0
oo A0 Ay % W / A
A "
A‘)‘:ﬁ o2 ERELL L E L - - 3 ».40
T s,
A . O R s
e é s 00 38 iy
e e 2 v e S o'n
1 e 726 : i ’
ALY azay r 2 aacy sy Ay A
Interactions
e xigpEr st B covventonal Hydrogen Bond B~ ouns
M Ursverelda Ooner-Cener N ™7 rwone R — B & Stecked
B P-Arvon B AR B P Anon [ L]
B o AR —— R,
[
K [
A0
=2 LEu
et AA7L
ALA. 'n'
Alza T
427 | | " rnn,
- ‘asoria. oo
T U
| »un Ai299
- au
502572 s
a az i
2 5.5e
e
s
Ai2s0 : LT
VAL 2.%0
Al23s yoad.
N¥ e,
‘A son
VAL -
Az
Enteractions
B suns B conven st Myl ogers Bomed 1 ™ omane
B~ ackea [ ] Carbon Mydrogen Bond ( ] Asw
] ™ann [ ] manv

Figure 25 : Les interactions 2D des ligands dans le site actif | : Honokiol, J : Myricétine, K :

52



4.6.Filtrage ADME

Tableau06 : Analyse comparative des propriétés physico-chimiques et des profils pharmacocinétiques (ADME) des ligands

sélectionnés et de la molécule de référence.

Ligands Lipinski MW NHA NHD NRB Lipophilicity Log P Biodisponibilitt TPSAA2 AbsGl BBB PGP
violation g/mol
Valeur Préférée <1 <500 <10 <5 <10 <5 0,55 <500 Haute Non Negatif
MR 0 463.46 9 1 7 1.96 0.55 101.97 Haute ~ Non Positif
Quercétine 0 30224 7 5 1 -0.56 0.55 131.36 Haute ~ Non Negatif
Berbérine 0 336.36 4 0 2 2.19 0.55 40.80 Haute  Oui  Positif
Génistéine 0 270.24 5 3 1 0.52 0.55 90.90 Haute  Non Négatif
Kaempférol 0 286.24 6 4 1 -0.03 0.55 111.13 Haute  Non Négatif
Lutéoline 0 286.24 6 4 1 -0.03 0.55 111.13 Haute  Non Négatif
Apigénine 0 270.24 5 3 1 0.52 0.55 90.90 Haute  Non Négatif
Hespéridine 3 610.56 15 8 7 -1.55 0.17 234.29 Faible Non Positif
Honokiol 0 266.33 2 2 5 3.78 0.55 40.46 Haute  Oui  Négatif
Myricétine 1 31824 8 6 1 -1.08 0.55 151.59 Faible  Non Négatif
Baicaléine 0 27024 5 3 1 0.52 0.55 90.90 Haute ~ Non Negatif
Isorhamnétine 0 316.26 7 4 2 -0.31 0.55 120.36 Haute  Non Négatif
MW : Masse moléculaire NHA : Nombre de liaisons hydrogene accepteurs NHD :Nombre de liaisons hydrogéne donneurs

NRB :Nombre de liaisons rotatives

gastrointestinaleBBB :Barriere hématoencéphalique

TPSA : Surface polaire topologiqu
PGP :Substrat de la glycoprotéine P

Abs Gl :absorption
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4.7 Prédiction de toxicité

Tableau07 : Evaluation des profils de toxicité prédits des ligands sélectionnés et de la molécule de référence.

Ligand DL50 Classe  Neurotoxicité Cardiotoxicité ~ Cytotoxicité immunotoxicité
mg/kg

WNK463 1750 4 Active Inactive Inactive Inactive
Quercétine 159 3 Inactive Inactive Inactive Inactive
Berbérine 200 3 Inactive Inactive Active Active
Génistéine 2500 5 Inactive Inactive Inactive Inactive
Kaempférol 3919 5 Inactive Inactive Inactive Inactive
Lutéoline 3919 5 Inactive Inactive Inactive Inactive
Apigénine 2500 5 Inactive Inactive Inactive Inactive
Hespéridine 12000 6 Active Inactive Inactive Active
Honokiol 1649 4 Inactive Inactive Inactive Inactive
Myricétine 159 3 Inactive Inactive Inactive Inactive
Baicaléine 3919 5 Inactive Inactive Inactive Inactive
Isorhamnétine 5000 5 Inactive Active Inactive Inactive
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5. Discussion
Dans le cadre des études ciblant ’axe WNK/OSRI1, les travaux de (Yamada et al., 2016). Ont
montré que les caractéristiques structurales uniques de la kinase WNKZ1 peuvent étre exploitées
pour réaliser un criblage a haut débit, conduisant a I’identification du premier inhibiteur pan-
WNK administrable par voie orale, WNK463, présentant une affinité nanomolaire et une forte
sélectivité vis-a-vis des kinases (Zhang et al., 2016). Par ailleurs, I’étude de Fdel et al. a
démontré que I’inhibition de OSR1 n’affecte pas significativement la viabilité des cellules
cancéreuses (TNBC), mais réduit de maniére notable leur capacité de migration et d’invasion

sous I’effet de WNK463 (Fdel et al., 2025).

Dans ce contexte, notre étude in silico a permis d’évaluer le potentiel inhibiteur de 40
composés naturels vis-a-vis de WNK1. Les résultats du Docking moléculaire ont révélé que
plusieurs ligands présentent des énergies de liaison plus favorables que celle du ligand de
référence WNK463 (-8,9 kcal/mol), notamment 1’hespéridine et la narigénine (-10,3 kcal/mol),
ainsi que 1’honokiol (-9,9 kcal/mol). Ces résultats suggérent une forte capacitée d’interaction

avec le site actif de la protéine.

L’analyse des interactions moléculaires a mis en évidence que les ligands sélectionnés
établissent des interactions clés avec des résidus importants du site actif, notamment ASP368,
THR301 et CYS250. La présence de liaisons hydrogéne, d’interactions hydrophobes ainsi que
d’interactions de type n-empilement contribue a la stabilisation des complexes ligand-récepteur.
Ces interactions sont cohérentes avec celles observées pour le ligand de référence, suggérant un
mode de liaison similaire et renfor¢ant I’hypotheése d’une inhibition efficace de I’activité
kinase.(Madeddu et al., 2022).Une analyse plus détaillée montre que certains ligands, tels que la
quercétine et la lutéoline, forment plusieurs liaisons hydrogene avec ASP368 et THR301, ce qui
pourrait expliquer leurs bonnes affinités observées lors du Docking. De méme, 1’honokiol et la
berbérine présentent des interactions hydrophobes étendues au sein du site actif, contribuant a la
stabilité globale du complexe.

Cependant, I’interprétation de ces résultats doit étre complétée par 1’analyse des propriétés
pharmacocinétiques, Le filtrage ADME a montré que la majorité des ligands présentent des
propriétés pharmacocinétiques favorables, notamment une bonne absorption gastro-intestinale et

le respect des regles de Lipinski, sauf I’hespéridine, qui présente une faible biodisponibilité,

55



Partie pratique

caractérisée par plusieurs violations des regles de Lipinski et une absorption gastro-intestinale
limitée, ce qui réduit son potentiel en tant que candidat administrable par voie orale. En effet, une
forte affinité de liaison ne constitue pas a elle seule un critére suffisantpour la sélection d’un

candidat médicament.

Concernant la toxicité, les prédictions issues de la plateforme ProTox-1ll mettent en évidence
une variabilité du profil toxicologique des ligands étudiés. Globalement, la majorité des
composés présentent une toxicité faible a modérée, comme en témoignent des valeurs de DL50
relativement élevées pour des molécules telles que la génistéine (2500 mg/kg), ce qui reste
compatible avec un développement pharmacologique potentiel.Certains ligands, tels que la
berbérine, la myricétine et la quercétine, présentent des valeurs de DL50 plus faibles (classe 3).
Toutefois, ces niveaux de toxicité demeurent dans des intervalles généralement acceptables dans
les phases précoces de découverte de médicaments, d’autant plus que ces prédictions in silico
nécessitent une validation expérimentale.Par ailleurs, la capacité de traverser la barriére hémato-
encéphalique (BBB) varie selon les ligands, ce qui peut influencer leur distribution et leurs effets
secondaires potentiels.

L’intégration des résultats de Docking avec les données ADME et toxicologiques a permis
d’identifier un groupe de ligands plus pertinents, notamment la quercétine, la berbérine, la
génistéine, le kaempférol, la lutéoline, 1’apigénine, I’honokiol, la myricétine, la baicaléine et
I’isorhamnétine. Ces composés présentent un bon compromis entre affinité de liaison, propriétés
pharmacocinétiques acceptables et profil toxicologique modéré, ce qui les positionne comme

candidats potentiels pour une optimisation ultérieure.

Ces résultats sont en accord avec la littérature, ou les flavonoides sont reconnus pour leurs
propriétés anticancéreuses et leur capacité a interagir avec diverses kinases impliquées dans la
prolifération tumorale (Labied et al., 2020).Par exemple,la génistéineinduit un arrét du cycle
cellulaire en phase G2/M ainsi qu’une apoptose dépendante des especes réactives de I’oxygene
(ROS) (Chen et al., 2023).De méme, le kaempférol inhibe la migration et 1’invasion des cellules
du cancer du sein triple négatif (TNBC) en bloguant les voies de signalisation RhoA et Racl, et
induit I’apoptose via un arrét du cycle cellulaire (Wang et al., 2024); (Chen et al., 2023). Par
ailleurs, la lutéoline diminue 1’expression du VEGF, ainsi que la migration et la viabilité des

cellules de cancer du sein triple négatif, tout en inhibant les voies de signalisation, PI3K/AKT,
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MAPK/ERK1/2 (Baier, A., & Szyszka, R, 2020).L’apigénineexerce une activité
antiproliférative et pro-apoptotique associée a un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M, des
dommages a I’ADN, une production de ROS et I’inhibition de la phosphorylation de I’AKT dans
les cellules cancéreuses .Leurs performances dans notre étude, tant en termes d’affinité que
d’interactions moléculaires, renforcent leur potentiel en tant qu’inhibiteurs de WNKI1. La
quercétine, quant a elle, présente une forte affinité de liaison et un profil ADME favorable, ce qui
en fait un candidat particulierement intéressant, en accord avec les études rapportant ses effets
anti-prolifératifs et anti-migratoires. (Farghadani, R., & Naidu, R, 2023)

Dans le cadre de la proposition de nouveaux inhibiteurs, ’analyse combinée des résultats de
Docking et des paramétres ADME/toxicité a permis d’identifier les composés les plus
prometteurs. En effet, I’hespéridine présente une biodisponibilité plus limitée en raison de
certaines violations des régles de Lipinski.

En revanche, plusieurs composés apparaissent comme des candidats plus appropriés pour le
développement d’inhibiteurs de la cible WNKI1, notamment la quercétine, la berbérine, la
génistéine, le kaempférol, la Iutéoline, 1’apigénine, 1’honokiol,la myricétine, la baicaléine et
I’isorhamnétine. Ces molécules présentent globalement un profil ADME plus acceptable, une
toxicité modérée ainsi que des interactions stables avec le site actif, suggérant leur potentiel en
tant que lead molecules pour I’inhibition de la voie WNK/OSR1.

Sur le plan structural, les composés étudiés appartiennent majoritairement a la classe des
polyphénols, principalement représentés par les flavonoides, incluant les flavonols (kaempférol,
quercétine, myricétine), les flavones (lutéoline, apigénine), les isoflavonoides (génistéine) ainsi
que certains lignanes tels que 1’honokiol (Chen et al., 2023); (Baier, A., & Szyszka, R, 2020)
Ainsi, les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec les travaux (Baier, A., &
Szyszka, R, 2020), qui ont largement décrit les flavonoides comme de puissants inhibiteurs des
protéines kinases, ce qui renforce 1I’hypothese selon laquelle ces composés pourraient constituer

des candidats prometteurs pour 1’inhibition de WNK1.
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Conclusion

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la modulation de la
signalisation oncogene WNK/OSR1 dans le cancer du sein triple négatif a travers une approche
in silico basée sur le docking moléculaire. Ce sous-type de cancer, caractérisé par son agressivité
et ’absence de cibles thérapeutiques spécifiques, représente un défi majeur en oncologie, ce qui
justifie la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes.

L’analyse a permis d’évaluer le potentiel inhibiteur de quarante composes naturels ciblant
la protéine WNKI1, L’analyse des interactions et le filtrage ADME/toxicité ont mis en évidence
des molécules prometteuses, notammentla quercétine, la berbérine la génistéine, le kaempférol, la
lutéoline, 1’apigénine, I’honokiol, la myricétine, la baicaléine et ’isorhamnétine, caractérisées par
un profil pharmacologique favorable.

En perspective, il serait pertinent de compléter ce travail par des études expérimentales,
incluant des essais biologiques sur lignées cellulaires de cancer du sein triple négatif, ainsi que
des simulations de dynamique moléculaire afin de confirmer la stabilité des complexes ligand-
récepteur. L’optimisation structurale des composés identifiés pourrait également permettre

d’améliorer leur efficacité et leurs propriétés pharmacologiques.
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