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Introduction générale

La bio-informatique est une science a l’interface de plusieurs disciplines numériques
(Pinformatique et les mathématiques) et des sciences de la vie comme la biochimie, la génétique, la
génomique structurale, la protéomique, la biologie structurale (structure spatiale des molécules
biologiques, modélisation moléculaire ...).

Cette science nous aide a visualiser des structures invisibles a I’ceil nu tels que les protéines et
d'en apprendre davantage sur leur fonction. Cela conduit & comprendre les questions essentielles de la
vie : Comment les organismes fonctionnent-ils ? Comment la vie s'est-elle développée ? Comment
peuvent se développer de nouveaux traitements contre des maladies. Cette science fournit des outils
pour la modélisation moléculaire, la visualisation, I'exploration et l'interprétation des données.

La modélisation moléculaire implique I'utilisation des méthodes de calcul théoriques
(mécanique moléculaire, dynamique moléculaire et mécanique quantique) permettant de
déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la configuration des atomes d'une
molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la molécule étudiée. Ainsi, la
modélisation moléculaire permet d'interpréter des phénomeénes physico-chimiques, de suggérer
de nouvelles expériences et d'analyser des résultats d'une fagon plus critique que les
experiences.

Le comportement des molécules peut étre simulé de facon statique ou dynamique. Cette
simulation inclut notamment le comportement et la flexibilité des molécules en solution, les
mécanismes reactionnels et interactions mises en jeu dans la catalyse enzymatique, la
reconnaissance ou la complexation, la prédiction de propriétés et de fonctionnalités a partir

d’analogies de structure.

Dans ce travail, nous avons utilisé des approches de modélisation moléculaire et de
bioinformatique pour identifier des molécules bioactives d’intérét thérapeutiques dans le
domaine du cancer. Ce dernier est une prolifération incontrdlée de cellules au sein de
I’organisme. Des études récentes ont démontré le role déterminant d’une enzyme nommée la
caséine kinase 2 (CK2) dans I’apparition de cette maladie. En effet, cette protéine joue un réle
dans la plasticité cellulaire épithéliale. En effet, une altération de son activité
multifonctionnelle, implique des variations importantes dans la transformation des cellules

épithéliales en cellules cancéreuses plus actives a 1’origine des métastases.

Cette protéine se produit principalement en tant qu’hétéro-tétrameérique holoenzyme,
formé par 1’association de deux sous-unités catalytiques (CK2a et CK2a') et un dimeére

composé de deux sous-unités de normalisation ou régulatrices identiques (non catalytiques :


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/3Structure/3ProteinStructure/1ProteinStructure.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/9BioinfoSTRUCTURALE/1MecaniqueMoleculaire/1MecaniqueMoleculaire.htm

CK2p et CK2p'). Les sous-unités catalytiques CK2a et CK2a', ne sont pas liées et elles se
different par leurs tailles de séquences peptidiques.

Actuellement, la majorité des inhibiteurs de la protéine CK2 développés sont des
compétitifs de I’un des substrats de I’enzyme : 1’adénosine triphosphate (ATP). Ces inhibiteurs
se fixent dans le site catalytique de I’ATP, situé entre les sous unités CK2a et CK2p, empéchant
ainsi la protéine de progresser dans son activité catalytique.

D’aprés la littérature, plusieurs classes d’inhibiteurs puissants de la CK2 ont été
développés ces derniéres années. Parmi ces inhibiteurs nous pouvons citer 1’Apigénine et le
lutéoline, le tétrabromobenzotriazole (TBB), les dérives du pyrazolotriazine (IQA), ainsi que la
nouvelle molécule CX-4945. Parmi tous ces inhibiteurs, seulement un composé, le CX-4945,
est arrivé en phase des études cliniques.

Les objectifs principaux de nos travaux de recherches consistent, en un criblage virtuel
d’une chimiothéque issue de la base de données Pubchem, afin d’identifier des composés
pouvant étre des inhibiteurs puissants de la protéine CK2. Le pouvoir d’inhibition de ces
composés a été évalué en utilisant plusieurs approches de la bioinformatique et de modélisation
moléculaire comme les études in silico de la toxicité, les études des propriétés druglikeness, les
études de docking et de dynamique moléculaire pour prendre en considération la flexibilité du
complexe ligand-récepteur.

Apres une introduction générale ou nous présentons le but du travail, ce manuscrit est
structuré de la maniére suivante : Le premier chapitre intitulé « Notions bibliographiques sur la
protéine Caséine Kinase Il (CK2) » présente une revue bibliographique, menée pour mieux
connaitre la structure, le réle biologique, les propriétés et les caractéristiques de la protéine
caseine kinase 2 (CK2), ainsi que les différentes classes de ses inhibiteurs spécifiques.

Le deuxiéme chapitre intitulé « Méthodes de la bio-informatique et de la modélisation
moléculaire » expose les différentes approches de la bio-informatique et de la modélisation
moléculaire et, en particulier celles utilisées dans nos travaux de recherche.

Dans le troisiéme chapitre intitulé « Identification de nouveaux inhibiteurs de la CK2
par des approches in silico », nous reportons une étude in silico réalisée dans le but d’identifier
de nouveaux inhibiteurs de la CK2. Cette simulation a été réalisée en utilisant plusieurs
approches bio-informatiques notamment le screening virtuel, la modélisation pharmacophore,
le docking moleculaire et la dynamique moléculaire.

Dans le quatriéme et dernier chapitre nous exposons une étude quantitative de relation

structure activité (QSAR), effectuée sur une série de molécules présentant une activité
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inhibitrice de I’enzyme CK2, a savoir les dérivés des flavonoides, dans le but de mettre en

évidence les éléments structuraux responsables de la sélectivité d’une molécule pour la CK2.
Nous terminons ce manuscrit par une conclusion générale qui récapitule les différentes

démarches empruntées dans cette investigation avec un résumé de ’essentiel des résultats

obtenus et quelques perspectives qui peuvent étre un prolongement de cette étude.
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I. Introduction

Le cancer est une maladie caractérisée par une aberration dans la croissance, la
prolifération et la survie cellulaire. Elle entraine des multiplications anarchiques de cellules
anormales (tumeurs malignes) dans l'organisme, des troubles de contrdle des hémostasies
cellulaires et déréglements du processus d’apoptose (mort cellulaire programmée). Cela est dd
a plusieurs facteurs environnementaux (radiations ionisantes, rayonnements ultraviolet, virus,
bactéries...etc.), mais aussi a des prédispositions héréditaires.

Selon la société algérienne d’oncologie medicale (SAOM) et le centre spécialisé dans la
lutte contre le cancer "Pierre et Marie Curie" (Alger), plus de 50.000 nouveaux cas de cancer et
20.000 déces sont enregistres chaque année en Algérie.

En effet, il existe plusieurs types de cancer, dont on trouve le cancer du sein (cancer des
glandes mammaires), qui est classé en 2020, parmi les 4 principaux cancers (a savoir : cancers
du sein, de la prostate, des poumons et colorectaux) [1].

Dans le but d'explorer cette maladie mortelle, une protéine nommée : Caseine Kinase 2
"CK2", a été identifié¢e comme une cible thérapeutique pertinente pour lutter contre la
progression des tumeurs mammaires [2-3]. En effet, des études ont démontrés que la CK2, est
impliquée dans de nombreux cancers, hotamment le cancer du sein [3], de la prostate [4], des
poumons et de la leucémie myéloide aigué [2-8].

Dans ce chapitre nous résumons 1’état actuel des connaissances concernant la protéine
CK2 et de son inhibition. Nous y reportons également les classes d’inhibiteurs actuellement

développées.

I1. Généralités sur la famille des protéines kinases

Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent des réactions de phosphorylation
d’acides aminés spécifiques (sérine, thréonine ou tyrosine) d'une autre molécule cible, appelée
"substrat". Cette derniére peut étre une protéine, un lipide, un acide nucléique , un sucre ou
encore une autre kinase. Le kinome humain est constitué de 518 protéines kinases [9-10],
dont :

v’ 478 protéines eucaryotique kinases (ePK), qui possédent au moins un domaine catalytique.
v' 40 protéines kinases atypiques (aPK), qui sont caractérisées par leurs divergences
substantielles au niveau de leurs séquences, en les comparant a la superfamille des ePK.

La figure I-1 représente I'arbre phylogénétique du kinome humain, répartis-en 8 groupes

majeurs et distincts pour la super famille des protéines kinase [9-10], a savoir : TK (Tyrosine-
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Kinase), TKL(Tyrosine-Kinase-Like), STE (stérile 20 serine / threonine kinase), CK1(Casein
Kinase 1), AGC (protein A, G and C kinase), CAMK (Calcium /calmoduline dependent
kinase), GYC (receptor guanylate cyclase) et CMGC (cycline dependent kinase). Cette
derniére famille contient les protéines kinases atypiques CK2 alpha qui feront objet de ce

travail de thése.
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Figure I-1 : Arbre phylogénétique de la superfamille des protéines kinases « ePKs », du
kinome humain [10].

I11. Protéine caséine kinase 2 "CK2"
I11.1 Structure de la CK2

La protéine kinase CK2 (acronyme de Caséine Kinase 2), est une sérine-thréonine
kinase ubiquitaire, qui se produit principalement en tant qu’hétéro-tétramérique holoenzyme,
formé par I’association de deux sous-unités catalytiques (CK2a et CK2a') et un dimeére
composé de deux sous-unités de normalisation ou régulatrices identiques (non catalytiques :
CK2p et CK2p') qui subissent une autophosphorylation [11-18].

La structure cristallographique de la CK2, révéle que chaque sous-unité CK2p interagit

avec les deux sous-unités catalytiques, tandis que les deux sous-unités CK2a, n’ont aucun
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contact entre elles. L holoenzyme peut donc se retrouver sous la forme de complexes de type :
o232, aa’P2, ou bien a'2p2[11-18].
Le terme "Hétéro-tétramérique”, indique que la protéine CK2 est composée de quatre

monomeres (sous-unités) différents (hétéro) comme illustré sur la figure 1-2 [15].

C-terminus of CK2u —c

C-terminus of

L
N-terminus K _. / ;
of CKZ(I\% \

,_
J/
—a

N-terminus of CK2p <~

Figure 1-2 : Structure tridimensionnelle de 1’holoenzyme tétramérique CK202f32

(Code PDB : 1JWH) [15].

Comme illustrée sur la figure précédente, la CK2 est composée de 04 monomeéres :
v' C-Terminal de la CK2a jusqu’au C-Terminal de la CK2p ;
v' C-Terminal de la CK2p jusqu’au N-Terminal de la CK2p (deux monoméres CK2p,
appelé "Dimeére CK2p")
v’ Le site récepteur d’ATP (ATP Binding Site).
L’holoenzyme tétramérique "CK2a2p2" a la forme d’un papillon, dans lequel les deux
sous-unités CK2p forment un dimére stable, auquel les monomeres CK2a et CK2a' sont
attachés indépendamment par l'intermédiaire d'une queue prolongée de C-terminal de la

CK2p, une molécule d’ATP est présente dans 1’un des sites catalytiques.

La figure 1-3 représente la structure globale tridimensionnelle d’un seul monomere de la
CK2 avec une résolution de 1.06 A [18].
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CK2p
binding site

ATP
binding site

N-terminal

Figure 1-3 : Représentation tridimensionnelle de la structure de la CK2, résolue & 1.06 A (Code
PDB : 1JWH) [18].

v Les groupements phosphorylés, sont représentés par la couleur bleu.

v' Les structures clefs, tel que la lysine (Lys), les segments d'activation, et la région de N-
terminal, par la couleur grise.

v" La CK2Bpar la couleur jaune.

v’ Le site accepteur des POM (Polyoxométallates) en rouge.

111.2 Structure de la sous-unité CK2p

La sous-unité CK2p est une protéine régulatrice dépourvue d’activité catalytique. Sa
structure cristallographique réduite sous forme d'un dimere, est stabilisée grace a des
interactions hydrophobes entre les résidus acides et basiques au sein d’un motif original en brin
de zinc [19].

En effet, les résidus basiques se concentrent dans la partie C-terminal "brin de zinc",
tandis que les résidus acides se distribuent largement du cété N-terminal. Cette répartition
asymétrique des résidus aux extrémités de la protéine génere un potentiel électrostatique et une
force de répulsion importante a I’origine de la forme atypique du dimére CK2p [19-22].

Le domaine d'interaction de la sous-unité CK2 avec I'une des sous-unités catalytiques
CK2a ou CK20’, est caractérisé par une interface hydrophobe constituée d’un domaine Amino-

terminal riche en feuillets B et d’un domaine carboxy- terminal riche en hélices o [19-23].



Chapitre I : Notions bibliographiques sur la protéine Caséine Kinase 11 (CK2)

La figure I-4 représente I’interface du dimére CK2B. Les atomes de zinc sont
schématisés par des sphéres bleues, le domaine de dimérisation "brin de zinc", est représenté en
jaune et les résidus essentiels a la structure du brin de zinc "cysteines" sont représentés en noir.

La figure 1-5 représente la structure du monomere CK2p (du N-terminal vers C-
terminal), en illustrant I'atome de Zinc "Zn?*".

La figure 1-6 illustre la structure tridimensionnelle de la surface du dimere CK2f coloré
selon le potentiel électrostatique, en bleu les charges positives (résidus basiques) et en rouge les

charges négatives (résidus acides).

Figure 1-4 : Représentation Figure 1-5: Représentation Figure 1-6 : Représentation
bidimensionnelle de la bidimensionnelle de la structure tridimensionnelle de la
structure de la sous-unité du monomére CK2B (Code structure de la sous-unité
CK2pB (Code PDB: 1JWH) PDB : 1JWH) et I’atome de zinc CK2p (Code PDB: 1JWH)
[22]. [22]. [22].

111.3 Isoformes de la protéine Kinase CK2

La protéine CK2, possede les isoformes suivants :

111.3.1 CK2a

La CK2a, est une protéine monomérique (42 KD), présentant une séquence primaire
extrémement conservée au cours de 1I’évolution. Elle posseéde une activité constitutive liée au
caractere rigide de son segment d’activation qui est maintenu en permanence en position
ouverte par de nombreuses interactions électrostatiques et des liaisons hydrogeénes avec le lobe
N-terminal [21-22].
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111.3.2 CK2a'

La sous-unité CK2a' de la protéine kinase Il, est une isoforme particuliere, présente
chez tous les eucaryotes, possede une sequence plus courte (37 KD) et un domaine C-terminal
different de celui de la CK2a [21-22].

111.3.3 CK2p
La sous-unité CK2p de la protéine kinase I, qui joue un réle important en morphologie

neural et la transmission synaptique [19,22-23].

111.4 Structures et séquences en acides aminés des sous-unités CK2a et CK2p
Les séquences en acides aminés des sous unités CK2a et CK2p, ainsi que leurs
structures tridimensionnelles correspondantes, sont représentées sur les figures 1-7 ; 1-8 et 1-9,

respectivement [16].

CK2a CK2p

ATP binding

pocket C-terminus

N-terminus

Figure 1-7 : Représentation tridimensionnelle Figure 1-8 : Représentation tridimensionnelle
de la structure de la sous unité CK2a (Code de la structure de la sous unite CK2p (Code
PDB : 3EED) [16]. PDB : 3EED) [16].
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CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

CK2 beta
CK2 alpha
CK2 alpha prime

VSWISWFCG---------- LRGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQ---VPHYRQA------ LDMI----
GPVPSRARVYTDVNTHRPREYWDYESHVVEWGNQDDYQLYV-RKLGRGKYSEVFEAINITNNEKVVVKILK
----SRARVYAEVNSLRSREYWDYEAHVPSWGNQDDYQLV-RKLGRGKYSEVFEAINITNNERVVVKILK

------------------------ LDLEQSDLI---EQAAEMLYGLIHAR-------------YILTNRG
PVKKKKIKREIKILENLRGGPNIITLADIVKDPVSRTPALVFEHVNNTDFKQLYQTLTDYDIRF -YMYEI
PVKKKKIKREVKILENLRGGTNIIKLIDTVKDPVSKTPALVFEYINNTDFKQLYQILTDFDIRF -YMYEL

IAQMLEKYQQGDFGYCPRVYCENQPMLPIGLSDI -~ == === ------- TR EAMVK - - -
LKALDYCHSMGIM=- - == == === ===~ HRDVKPHNVMIDHEHRKLRL IDWGLAEFYHPGQEYNVRVASRYF
LKALDYCHSKGIM=--==-===----- HRDVKPHNVMIDHQQKKLRLIDWGLAEFYHPAQEYNVRVASRYF

KG----- PELLVDYQMY--DYSL----DMWSLGCMLASMIFRKEPFFHGHDNYDQLVRIAKVLGTEDLYD
KG----- PELLVDYQMY--DYSL----DMWSLGCMLASMIFRREPFFHGQDNYDQLVRIAKVLGTEELYG

---------------------------------------- MVHPEYRP-KRPANQFVPRLYGFKI - - - - -

YIDKYNIELDPRFNDILGRHSRKRWERFVHSENQHLVSPEALDFLDKLLRYD------------ HQSRLT
YLKKYHIDLDPHFNDILGQHSRKRWENFIHSENRHLVSPEALDLLDKLLRYD------------ HQQRLT
AREAMEHPYFYTVVKD-
AKEAMEHPYFYPVVKEQ

Figure 1-9 : Alignement multiple des séquences en acides aminés des sous unités CK2p, CK2a,
et CK2a’ (Code PDB : 3EED) [16].

IV. Réle de la protéine CK2

La CK2 est une protéine omniprésente dans toutes les cellules des mammiferes. Elle
agit sur une protéine en l'activant ou en la désactivant. Cette protéine, exerce un réle critique
pour la survie cellulaire, la régulation des protéines, les processus sécrétoires et pathologies
cellulaires, notamment le cancer du sein, ce qui la rend trés importante pour la physiologie
humaine [12-15].

Des études, ont mis en évidence le rble déterminant de la CK2 dans la plasticité
cellulaire épithéliale [12-15]. En effet, une altération de son activité multifonctionnelle,
implique des variations importantes dans la transformation des cellules épithéliales en cellules
cancéreuses plus actives (mobiles) a I’origine des métastases.

Le sein, est constitué d’un ensemble de cellules épithéliales cohésives et polarisées. Au
cours du développement du cancer, certaines de ces cellules, présentes dans la tumeur maligne,
peuvent réactiver un mécanisme cellulaire appelé "transition épithélio- mésenchymateuse"/
"Epithelial-to-Mesenchymal Transition : EMT" [15,24].

10
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Ce processus « EMT », est responsable de 1’évolution des cellules d’un état épithélial
vers un état mésenchymateux caractérisé par une mobilité cellulaire accrue et une forte
résistance a certains anticancereux [24].

Le déréglement de I’activité de la CK2, observée dans certains cancers du sein, est due a
I’expression des marqueurs du mécanisme « EMT ». En effet, la diminution de I'expression de
la sous-unité régulatrice CK2p dans des cellules épithéliales mammaires, conduit a des
changements caractéristiques de I’EMT, induisant 1’activation et la migration des cellules
cancéreuses dans 1’organisme [15,24].

Des analyses cellulaires, biochimiques et transcriptomiques, ont permis d’identifier trois
familles de facteurs de transcriptions de la CK2 comme étant des cibles de régulation des bio
marqueurs de I'EMT (a savoir : "SNAIL/SNAI" ; "ZEB" et "bHLH"). Par conséquent, en
induisant la phosphorylation de ces facteurs, 1’activité de la protéine-kinase CK2 est nécessaire
pour empécher D’activation du meécanisme "EMT", et ainsi de diminuer le risque de
développement de métastases. Cette kinase est donc essentielle au maintien de 1’état épithélial
des cellules [12,24].

Des études ont démontré I’'importance de la sous-unité CK2p dans le controle de la
plasticité cellulaire en supprimant ’EMT et en maintenant I’intégrité des cellules épithéliales
[24-27].

Par conséquent, la protéine-kinase CK2 est un régulateur clé de 1’homéostasie des
cellules épithéliales, grace a ses propriétés de marqueur dans plusieurs types de cancers et a ses
qualités en tant que cible thérapeutique.

Des évidences récentes suggerent que la protéine CK2, puisse exercer un rdle anti-
apoptotique, en protégeant les protéines de normalisation contre la dégradation. Cette fonction
anti-apoptotique de la CK2 contribuent a sa capacité de participer a la transformation et au

tumorigenes (Carcinogeneéses) [24,27].

IV.1 Activité catalytique et mécanisme d’activation de la CK2

La protéine kinase CK2 est une enzyme du groupe des transférases. Elle possede une
sous-unité catalytique CK2a, dont le rble est de catalyser le transfert d'un groupement
"Phosphate™ d'une molécule (ATP/GTP) a un groupement Hydroxyde accepteur "OH", situé sur
la chaine latérale d'une serine, d'une thréonine, ou bien d'un groupement phénolique "alcool”
d'une tyrosine du substrat [13,16-18,24].
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La ""Fonction catalytique™ de la protéine kinase CK2 est primordiale, puisqu'elle
entraine des modifications dans la conformation, la charge et la thermodynamie de la fonction

de la protéine cible et de son activité enzymatique (activité biologique) [24,28].

La figure 1-10 montre le mécanisme d’activation détaillé de la protéine Kinase CK2 via

sa phosphorylation par une autre protéine kinase depuis une molécule d’ATP [24].

Protein Phosphorylated Protein

Protein Kinase

©
0@
9 ¢
2-0
y
ADP
—B: NH;
Adenosine triphosphate N
(ATP) ¢ ]
0 o N~y
h, ‘0 O N
0 OH 0-P-0-P-0-P-0— g
OH OH
Senine M2+
NH,
N
N
¢ |
‘14,' ] v 0 Q N N)
O)Y\o—e—o + 0-P-0-P-0— g
HN"%. 0 0 0
OH OH

Phosphoserine
Adenosine diphosphate
(ADP)

Figure 1-10 : Schéma d’activation de la protéine Kinase CK2 via sa phosphorylation

par une protéine kinase depuis une molécule d’ATP [24].
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1V.2 Site actif de la CK2

Le site catalytique est une partie protéique possédant des propriétés spécifiques pour la
reconnaissance du substrat par I’enzyme, qui entre en interactions avec les résidus actifs de
cette derniere. En effet, le site actif de la CK2, est situé entre le domaine « N-terminal » riche
en feuillets B et le domaine « C- terminal » riche en hélices o [24,28].

La figure 1-11 représente la région d’interaction « Ligand - Site actif » sur la surface
électrostatique du complexe pour la protéine kinase CK2. A noter que, le complexe a été
obtenu, en utilisant la protéine 4ADGM (résolue & 1.65A), composée de 325 acides aminés, avec
son ligand expérimental Apigenine "AGI" de formule brute (CisH100s) et ayant le poids
moléculaire de 270.24 g/mol, a I’aide de logiciel UCSF [29].

4 DGM.pdb
(3D)

4 DGM.pdb
(2D)

Figure I-11 : Structure tridimensionnel et bi dimensionnelle du ligand AGI dans
I'emplacement du site actif pour la protéine CK2(Code PDB : 4ADGM) [29].

La surface électrostatique présentée sur la figure, est colorée selon le potentiel
électrostatique du bleu profond (charge positive) au rouge (charge négative). Elle illustre les
différentes forces de distributions de charge sur la surface externe du complexe (AGI-CK2).
L'intérieur du site actif est fortement positif, non seulement en raison du faisceau de base du
complexe AGI-CK2, mais aussi par la présence de la boucle de fixation d’ATP.
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V. Inhibiteurs de la CK2

L’inhibition de 1’association des sous-unités CK2a/CK2p, perturbe la signalisation de la
protéine CK2, conduisant a une inhibition de sa prolifération et une induction de 1’apoptose de
cellules cancéreuses mammaires [17,20]. De ce fait, la recherche de nouveaux inhibiteurs de la
CK2, représente une approche innovante qui offre la possibilité de tester pharmacologiquement
I’importance de I’inhibition dans les processus de croissance tumorale [17,20].

Le développement des inhibiteurs de la protéine CK2, est le but principal de la
recherche thérapeutique sur le cancer. Il existe plusieurs inhibiteurs dont le mode d’action est
lie a la parfaite adéquation (haute-affinité) entre leurs structures et le site actif de la protéine
CK2 dans lequel ils viennent se placer. La figure 1-12, résume les différents types d'inhibiteurs
de la protéine kinase CK2.

Figure 1-12 : Représentation des différents types d'inhibiteurs de la CK2 [20].

Cette organisation moléculaire dynamique, donne plusieurs occasions de viser la

superficie de chaque sous-unite avec des inhibiteurs spécifiques [17].

V.1 Les différents types d'inhibiteurs de la CK2

Le tableau I-1, résume les différents types d’inhibiteurs de la CK2, leurs classifications

moléculaires, ainsi que les exemples correspondants [20,30-32].
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Tableau 1-1: Différents type d’inhibiteurs,

correspondants [20,30-32].

classification moleculaire et exemples

concurrentiel A’ ATP

(pyrido carbazoles et

Types d’inhibiteur | Classification moléculaire Exemple
4,5,6,7-Tetra bromo benzotriazole
o Molécule organique (TBB : CsHBrsN3)
Inhibiteur

Br
Br N
‘N
Nf
Br H
Br

(Quinobene)

Type | o
(Type ) benzopyridoindoles)
1,1'-Azonaphthalene
Molécule organique (CaoH1aN2)
Inhibiteurs ‘ Oc
- Azonaphtalénes
allostériques N%N

Inhibiteurs

inorganiques

Molécules inorganiques

(POM)

Poly-oxo-métallates (POMSs)

d'interaction des
sous-unités ck2a-
ck2p

Molécules organiques

analogue)

W16 (podophyllotoxine indolo-

- . PeptideP15
Inhibiteurs viseés par ) ]
| b Peptides cycliques P15
s substrats (CWMSPRHLGTC)
Inhibiteur visé par ) PeptideP1
CK2 Peptide P1
b (GKMNGVLPLAWPSLYLRL)
OMe
MeO OMe
Inhibiteurs Peptides cycliques et
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V.1.1 Inhibiteurs concurrentiels (competitifs) d'ATP

Ce sont des inhibiteurs de Type | développés dans l'objectif d’imiter I’ATP afin
d’entrer en compétition avec celui-ci, et se mettre dans le site catalytique de la CK2 en
conformation active. Toutes les molécules développées s'inspirent de la partie adénine de
I’ATP. Ainsi, tous les inhibiteurs de ce type ont un centre aromatique, faisant une interaction
favorable z-7 avec les résidus hydrophobes du brin 2 dans le lobe C-terminal et du brin 6
dans le lobe N-terminal, auquel s'ajoute une combinaison parmi deux donneurs et un

accepteur de liaisons hydrogénes [20,30].

V.1.2 Inhibiteurs allostériques

Ce sont des Inhibiteurs de type Il du fait qu'ils reconnaissent une conformation
difféerente de la forme Active, a savoir la conformation inactive du motif Asp-Phe-Gly,
nommée « DFG out ».

Le déplacement du motif DFG change considérablement la morphologie du site
catalytique, en donnant acceés a une grande poche hydrophobe, exploitée par ce type

d’inhibiteurs.

Il est nécessaire que le résidu appelé "gatekeeper" soit petit pour permettre a l'inhibiteur
de s'étendre du site de liaison de I'ATP jusqu'a la poche hydrophobe.

Il est bien de rappeler que le résidu gatekeeper est le segment qui relie les lobes
supérieur et inférieur de la poche catalytique, qui bloque partiellement ou totalement une région
hydrophobe profondément dans la poche de liaison d’ATP et contribue a la sélectivité des
kinases pour les inhibiteurs de petites molécules. Contrairement aux autres types d'inhibiteurs,
les inhibiteurs de type Il n’occupent pas pleinement la poche de liaison de 'ATP, du fait de la
présence de la phénylalanine du motif DFG qui réduit le site [20,30].

V.1.3 Inhibiteurs inorganiques de la protéine CK2 (polyoxométallates)

Les polyoxométallates "POM" est une nouvelle famille d’inhibiteurs de la CK2. Les
POMs sont des molécules, inorganiques, agrégats nanométriques anioniques de métaux de
transition (vanadium, molybdéne, tungsténe) et d’oxygeéne. Les POMSs sont caractérisées par
leurs structures différentes de celles des inhibiteurs organiques (Absence du squelette en
carbone). Elles possédent des propriétés intéressantes en catalyse chimique ainsi que des

activités antivirales, antibiotiques et anticancéreuses remarquables. Elles sont considérées,
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comme les inhibiteurs les plus puissants, vu leurs grandes affinités et spécificités pour la CK2
[20, 30-32].

Les POMs agissent sur I’enzyme selon un mode d’inhibition totalement inédit, en se
fixant sur un site en position distale par rapport au site catalytique, nomme : “exo site” [20, 30-
32].

V.1.4 Inhibiteurs concurrentiels du substrat

Il s'agit d'inhibiteurs de type I11. Ces molécules se positionneraient soit sur le site de
fixation du substrat, soit dans une poche allostérique. L'inhibiteur peut ainsi s'étendre jusqu'a la

poche hydrophobe sans étre géné par le résidu gatekeeper [20,30].

V.1.5 Inhibiteurs visés par la CK2p

La CK2p posséde une activité de base pour la fixation du substrat. Cependant, une perte
fonctionnelle de cette activité est mortelle, puisqu’elle conduit a des déreglements
phénotypiques des interactions dans lesquelles cette protéine est impliquée. Les inhibiteurs de
ce type ayant une structure chimique d’un peptide, se lient avec une grande affinité dans le N-

terminal de CK2p sans perturber la formation de 1’holoenzyme CK2 [20,30].

V.1.6 Inhibiteurs d'interaction entre les deux sous - unités CK2a et CK2p

Les interactions protéine-protéine jouent un role clé dans le signal cellulaire. La sous-
unité CK2p améliore la signalisation de la protéine CK2, en apportant une meilleure flexibilité
pour la fixation aux substrats. Trois composes de ce type ont été développés afin de bloquer
I'interaction entre les deux sous-unités de la CK2. W16 est le plus puissant inhibiteur de cette
classe, il se lie au site de liaison entre la CK2aet la CK2p ou sa dérivé CK2p'. Ces composes

provoquent une inhibition non compétitive pour la protéine kinase CK2 [20,30].

V1. Flavonoides, nouvelle famille d'inhibiteurs de la CK2

La CK2 est impliquée dans de nombreux processus de phosphorylation physiologique
de plus de 300 substrats. Il existe des preuves scientifiques abondantes, montrant que les
flavonoides sont considérés comme des inhibiteurs de la CK2, qui pourraient étre utilisés
comme des agents pharmaceutiques afin de traiter les maladies cancéreuses, les infections

virales et les maladies inflammatoires [33-36].
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Les flavonoides sont des composés phénoliques "polyphénols™, qui appartiennent a la
classe d'inhibiteurs du type | "Inhibiteurs Concurrentiels d’ATP". Ce sont des pigments naturels
répandus dans tout le regne végetal ou ils interviennent comme des filtres UV et comme agents
de protection contre des organismes pathogénes. Ils sont apportés au niveau de I’organisme
grace a la consommation quotidienne des fruits, des legumes, des céeréales et de boissons (Thé
vert, café, jus...etc.) [33-36].

Les flavonoides couvrent une large gamme de couleur, allant du rouge a l'ultraviolet en
passant par le jaune. Leur couleur dépend de leur structure mais aussi de l'acidité du milieu
(pH).

Les jaunes viennent des Chalcones, Aurones et Flavonols jaunes, les rouges et les
mauves des Anthocyanosides et les bleus, trouvent leurs origines dans les Co-pigments
Flavones-Anthocyanosides [37-42].

V1.1 Structure générale des flavonoides

Les flavonoides possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones,
constitué de deux cycles benzéniques C6 (A et B) reliés par une chaine propyle C3 qui peut étre
complétée par une fonction éther formant un hétérocycle (cycle C).

La structure d’un flavonoide s’organise toujours autour d’un squelette : C6-C3-C6

(1,3-diphénylpropane), comme illustré sur la figure 1-13 [42- 44].

o

6
Figure 1-13 : Structure de base des flavonoides "Enchainement C6-C3-C6”" [42].

o

V1.2 Classification des flavonoides

Il existe six classes de flavonoides : flavones, flavonols , dihydroflavonols ou
flavanonol , flavanones , Aurones (2-benzylidene-coumaranones) , et les Chalcones [44-45].
v' Les flavones et les flavonols, représentent environ 80% des flavonoides.
v Les flavonols , sont les antioxydants les plus efficaces des flavonoides. Le cycle A de ces

deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles phénoliques en C5 et en C7.
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Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. Alors que, le cycle B est substitué en
C4' ou di-substitué en C3' et C4', par des groupements OH ou méthoxyles (OCHs). Les
flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 [42].

v Les Flavanones et les dihydroflavonols, sont caractérisés par I'absence de la double liaison

entre les carbones C2 et C3 et par la présence de centre d’asymétrie. Les dihydroflavonols

se distinguent des flavanones par 1’hydroxylation de la position C3 [42].

v Les Aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumarone [42-43].

v Les chalcones, ont leur noyau pyranique central ouvert, ils sont constitués par deux unités

aromatiques reliées par une chaine tri-carbonée, cétonique et insaturée. Le cycle B est

fréqguemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent

identiques a celles des autres flavonoides [42,46].

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes, se distinguant par une diversité

fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C, comme illustré sur la figure 1-13.

Pour chaqgue classe de flavonoide les molécules se different entre elles par le nombre et

la position des groupements hydroxyle, la présence de substituant sur la Génine (flavonoide

non substitué) et le degré de polymérisation.

Les formes les plus rencontrées sont issues d’hydroxylation, alkylation (méthylation ou

prénylation), glycosylation et acylation soit sur la génine (aglycone), soit sur un groupe

hydroxyle d’un ose (monosaccharide) [42-46].

Le tableau I-2, regroupe les différentes classes, caractéristiques, structures et sources
des flavonoides [42, 46-49].

Tableau 1-2 : Différentes classes des flavonoides, structures, nomenclature IUPAC et leurs
distributions dans les fruits et Iégumes (source naturelle) [42, 46-49].

Structure des différentes Structure moléculaire Source
; Exemples Nomenclature IUPAC Substitutions en positions
classes de flavonoides s 45 = naturelle
567345
Pomme,
@ pamplemousse,
0 radis, endive,
C | Kaempferol 3,4"5,7- A
brocoli, oignon,
(C15H100s) tetrahydroxyflavone .
chou, laitue,
0 raisin, olive, thé
Flavonol noir
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1-benzopyran-4-one

2-(3,4-
Quercetin dihydroxyphenyl)-
(C15H1007) 3,5,7-trihydroxy-4H-
chromen-4-one
OH
CH
L 3,5,7-Trihydroxy-2-
Myricetin (3.45-trihyd henyl) HO 0
,4,5-trihydroxypheny
(C15H100s) | OH
-4-chromenone
OH
OH O
OH
5,7-dihydroxy-2-(4- ‘
Apigenin hyd yh }I/)4I(—| 1 "o °
ydroxyphenyl)-4H-1-
(C15H1005) |
benzopyran-4-one
OH O
O Pomme, céleri,
rains de céréale,
Chrysine 5,7-dihydroxy-2- HO o g
) X | herbes
(C15H1004) phénylchromén-4-one
aromatiques
OH O (persil,
romarin,thym).
Lutéoline 5,7-dihydroxy-2-(3,4-
(C15H1006) dihydroxyphényl) -
chromen-4-one
(2S) -5-hydroxy-2-(3-
hydroxy-4- wo
ey
methoxyphenyl) Hﬁ.‘cx,o\\
Hespéridine -4-0x0-3,4-dihydro-2H- 0 jiH ok,
(C28H34015) chromen-7-yl 6-O- HU}"D S0 00, &Jl
o (6-deoxy-a-L- oK TLTJ\[TJ
mannopyranosyl) OH 0
-B-D-glucopyranoside Citrus et agrumes
o 7-[[2-O-(6-Deoxy-a-L- t/ o
—f Q
flavanone mannopyranosyl) --D- HGHM,O 0 O
Naringénine glucopyranosyl]] oxy] - 0
(C27H32014) 2,3-dihydro-5-hydroxy- | H{"\—q
HO
2-(4-hydroxyphenyl)-4H- oH oH
OH
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chromén-4-one

2R,3R) -2-(3,4-
Taxifoline dihydroxyphenyl) -3,5,7-
. Les agrumes
(C15H1207) trihydroxy-2, 3-
dihydrochromen-4-one
Dihydroflavonols
O
Génistéine 5,7-dihydroxy-3-(4- Soi
5 -4H- oja
3 (CisH100s) hydroxyphényl) -4H

isoflavone

anthocyane

Pélargonidine

(C15H1105) 2-(4-hydroxyphényl)
chroménylium-3,5,7-triol
Cyanidine | 5 3 4_gihydroxyphényl)
(C15H1106) chroménylium-3,5,7-triol
Delphinidine 3,5,7-Trihydroxy-2-

(C1sHuCIOY)

(3,4,5-trihydroxyphényl)
chroménium

Orage, pomme,

fleurs et raisin

L
OH

flavan-3-ol

Catéchine
(C15H140¢)

(2R,3S) -2-(3,4-
dihydroxyphenyl) -3,4-
dihydro-2H-chromene-

3,5,7-triol

HO Ou_
\Qij\ﬂH
OH

(Méme source que

les flavanols)

V1.3 Activité anti-cancéreuse des flavonoides et exemples

L'effet anticancéreux des flavonoides observé in vitro, a été confirmé par plusieurs

études épidémiologiques. En effet, la consommation des flavonoides diminue le risque et
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I’incidence de plusieurs types de cancers. Ceci est confirmé par leurs capacité d’activer les
mécanismes naturels de la défense anticancéreuse, en bloquant les premiéres phases d’initiation
cancéreuse avec l'interception et le métabolisme des agents mutagénes, par la synthése des
enzymes specifiques qui peuvent oxyder et convertir les substrats mutagenes en especes
hydrolysables facilement excrétées hors des cellules [46,50-53].

L’Apigénine ou Apigénol "UICPA : 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl) -4H-1-
benzopyran-4-one™, est un inhibiteur sélectif de la CK2, qui appartient a la famille des flavones.
Il possede des propriétés anti-inflammatoires , anticancéreuses et anti oxydantes , de fait qu'il
inhibe l'angiogenése anormale des cellules cancéreuses , prévient le cancer de la prostate et
empéche sa croissance (induction I'apoptose) [50-51].

La quercétine ou quercéto "UICPA : 3,3',4',5,7-pentahydroxy-2-phénylchromén-4-one
ou 2-(3,4-dihydroxyphényl) -3,5,7-trihydroxy-4H-chromén-4-one" : C'est un inhibiteur de type
flavonol, considéré comme le plus actif des flavonoides et de nombreuses plantes médicinales,
par son efficacité due a sa forte concentration en quercétol. En effet, cet inhibiteur, prévient la
cancérogenese, surtout le cancer de la peau et du colon. La présence de 20 % de quercétine
dans 1’alimentation chez les animaux diminue le cancer du c6lon et prévient I’apparition des
cryptes anormales [41- 44,49].

La lutéoléine "UICPA : 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl) 4H chromen-4-one)" : Un
flavonoide commun qui existe dans de nombreuses plantes utilisées en médecine traditionnelle
chinoise vu ses effets biologiques anti-inflammatoires, anti-allergiques, anticancéreux et
antioxydant biochimique. En effet, la propriété anticancéreuse de la lutéoline est associée a
I'induction de l'apoptose et a l'inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses, des

métastases et de lI'angiogeneése [54].

VII. Benzomidazoles

Les benzimidazoles sont des composés organiques aromatiques bicycliques

(hétérocyclique), formés par la fusion des noyaux benzene et imidazole, comme illustré sur la

Figure 1-14 [54].
/ NH 7
P S
N N

4 3

2T+

Benzéne Imidazole Benzimidazole

Figure 1-14 : Mécanisme de formation de Benzimidazole [55].
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Les derives du benzimidazole ont révélé des activités : anti-inflammatoires,
analgésiques, antivirales, antibactériennes, antifongiques et antitumoral. Ces molécules
possedent des structures privilégiées en chimie des médicaments, et une grande attention

particuliére en tant que cible thérapeutique pour le développement de pharmacophores [55-57].

En conclusion, nous pouvons dire que les nombreuses propriétés thérapeutiques des
flavonoides et des benzomidazoles nous ont poussé a I’exploitation de ces deux familles de
molécules dans le développement de nouveaux inhibiteurs de la protéine CK2, cible

thérapeutique potentielle dans le traitement du cancer.
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Chapitre 11 : Méthodes de la bio-informatique et de la modélisation moléculaire

I. Introduction

Ce chapitre porte sur les principales méthodes de modélisation moléculaire et bio-
informatiques, que nous avons utilisé pour la recherche de nouveaux inhibiteurs de la protéine
Caséine Kinase 2 (CK2), impliquée dans de nombreuses pathologies cancéreuses.

La bio-informatique est une science multidisciplinaire. Elle se situe au carrefour entre
la biologie, I'informatique, la chimie et beaucoup d'autre disciplines. Elle est constituée par
I'ensemble des concepts et des techniques nécessaires & ’interprétation informatique et la
prédiction des informations issues des données de la biologie expérimentale, afin d'établir les
liens entre la structure des macromolécules biologiques, leurs fonctions et leurs activites
cellulaires dans l'organisme [1].

La Modélisation Moléculaire, est un outil complémentaire a I'expérimentation. Cette
technique a pour but de représenter, de prévoir la structure et la réactivité des molécules ou
d'un systeme moléculaire. Elle consiste a préciser, a I'aide des calculs adéquats, les propriétés
et le positionnement des atomes constituant ce systeme dans I'espace, ainsi de calculer
I'énergie de la structure engendrée. En effet, les méthodes de la modélisation moléculaire
comprennent : les méthodes quantiques, la mécanique moléculaire et la dynamique

moléculaire [2].

I1. Méthodes de la modélisation moléculaire
I1.1 Mécanique Quantique

La mécanique quantique (MQ), est la prolongation de la théorie du quanta, issue des
travaux de Planck, de leurs interprétations par Einstein et de leurs applications a la théorie
atomique par Bohr et Sommerfeld. Elle explique la quantification de certaines grandeurs
physiques (énergie, moment cinétique) et fait émerger le principe d'exclusion de Pauli.

La mécanique quantique a pour objectif la détermination de I'énergie, ainsi que la
distribution électronique d'un systeme moléculaire [2-4]. Elle consiste & résoudre 1I’équation
de Schrodinger, qui impliquent un opérateur linéaire appelé hamiltonien, qui décrit 1’évolution

des états du systéeme physique dans le temps [4-6], comme sulit :
HiotWiot T R) = ErgWiot (T R) oo, 1)

Ou:

r : est le vecteur position pour les électrons "e"

R : est le vecteur position pour les noyaux "N
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Y: Fonction d'onde de la molécule.

E : Energie totale d'une molécule associée a la fonction d'onde ¥

H, ... L'opérateur Hamiltonien total de la molécule, est définit ci-dessous comme la somme
des cing énergies : Energie cinétique des noyaux, Energie cinétique des électrons, Energie
potentielle d’interaction (répulsion) entre les noyaux, Energie potentielle d’attraction noyaux-

électrons et Energie potentielle de répulsion entre les électrons.

ﬁtot = TN + Te + VNN + VNC + Vee ................... (2)

Néanmoins, en raison de la complexité de 1I’opérateur hamiltonien, qui couple le
mouvement des électrons, 1’équation de Schrédinger ne se résout pas de maniere exacte que

pour des systemes particuliers (1e- ou 2e-).

Pour obtenir I’énergie d’un systéeme, deux grandes philosophies sont présentes pour
décrire son état fondamental : Une approche dans laquelle la fonction d’onde est déterminée
(Hartree-Fock : HT, post HT...etc.) et une autre basée sur la densité électronique calculée
(théorie de la fonctionnelle de la densité : DFT et la DFT dépendante du temps : TD-DFT) ;

Cette derniére approche est fortement utilisée.

Pour ne pas alourdir le manuscrit, nous nous contenterons de détailler uniquement les
méthodes théoriques utilisées dans le cadre de ce travail de these. De plus, les méthodes
quantiques ont été largement définies dans plusieurs manuscrits de theses soutenus a
I'UMMTO [7-8].

I1.2 Mécanique moléculaire

La mécanique moléculaire (MM) ou mécanique newtonienne, est une méthode
empirique qui permet d’obtenir des résultats de géométries et d’énergies moléculaires, en se
basant sur la mécanique classique, en utilisant comme outil, le "Champ de force".
11.2.1 Principe de la mécanique moléculaire

La mécanique moléculaire, considere une molécule (dans le vide) comme un ensemble
d'atomes sur lesquels s'exercent des forces élastiques et harmoniques. Cette méthode, ne tient
pas compte des électrons car elle ne s'intéresse qu'aux noyaux (atomes), qui sont représentés
par des masses ponctuelles chargées, et les liaisons par des ressorts de différentes forces.
Chacune de ces forces est décrite par une fonction d'énergie potentielle et la combinaison de

toutes ces fonctions est appelée "*champ de force' [9-10].
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11.2.2 Champ de force

Un champ de force, est la somme d’une équation régissant 1’énergie stérique d’un
systeme moléculaire et de ses parameétres associés aux écarts par rapport a la structure de
référence.

Cependant, 1'équation d’énergie de la molécule est exprimée sous la forme suivante :

E =E+ Eg + Eg + E, + Evanderwans + Eglectrostatique T Etiaisonshydrogene T Ergeeovvene 3)
Chague terme, représente la variation de I'énergie avec une variable (coordonnée interne) du
systeme :

"r" : Longueur de la liaison ;

"0" . Angles de valence ;

"®" : Angles diedres ;

"o" : Angles diédres impropres ;

"Evanderwalls - POtentiel de Van der Waals qui représente I'énergie d'interaction de liaisons
des distances entre les atomes non liés, le plus souvent de type « LENNARD JONES ».

"Eglectrostatique - ENergie électrostatique (charge ou dipdle), le plus souvent de type

coulombien.

Il existe plusieurs types de champ de force, qui sont plus ou moins adaptés aux
différents problémes étudiés [9]. Ci-dessous, les principaux champs de forces utilisés :

v" AMBER : Assisted Model Building and Energy Refinement (Logiciel : UCSFChimera)
Champ de forces spécialisé dans l'alignement et la minimisation énergétique des
molécules biologiques (protéines, ADN, ARN, etc.)

v" CHARMM : (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) : Champ de forces
spécialisé dans le traitement des molécules biologiques (protéines, ADN, ARN).

v' MM2, MM3 et MM4 : Allinger Molecular Mechanics : Champ de forces spécialisé dans
le traitement (Alignement) des petites molécules organiques.

v' MMFF94 :(Merck Molecular Force Field) Champ de forces spécialisé dans le traitement
des petites molécules organiques.

v" UFF :(united force field) Champ de forces adapté aux molécules organométalliques

(Logiciel : Cerius).

11.2.3 Optimisation de I'énergie d'une molécule et/ou d’un systéeme moléculaire
L'optimisation de la géométrie d'une molécule ou d'un systéme moléculaire consiste a

trouver la géométrie qui correspond a 1’énergie la plus basse du systéme, c'est-a-dire la
p g p Y
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prédiction des conformations stables d'une structure moléculaire correspondant aux minimas

de son énergie intramoléculaire [11].

11.2.4 Méthode de minimisation énergétique

La minimisation des structures chimiques, donne parfois des hydrogénes et des
doublets d'électrons autour des atomes, dans des positions structurales impossibles. Ceci, est
souvent di a un mouvement initial inapproprié de ces atomes, qui rendent la structure
fortement deformée.

Pour un systeme moléculaire (ex : complexe “protéine-ligand™), les possibilités
d'angles de torsion, de translations, d’orientations sont quasi-infinies. C'est pour cela qu'il
faudrait atteindre la valeur du minimum d'énergie global, qui représente I'état le plus stable de
ce complexe. Le plus pratique est de trouver un minimum d'énergie local, qui s’approche le
plus du minimum global. Toutes les méthodes de minimisation, commencent I'opération
d'optimisation de I'hyper-surface de la molécule, en descendant vers le minimum le plus
proche, sans savoir si ce minimum est local ou absolu.

Les conformations de départ doivent étre présentées sous forme de coordonnées

internes, en s’inspirant des mod¢les moléculaires [11].

11.2.5 Algorithmes de minimisation

Pour une molécule donnée, contenant N atomes, sa fonction de minimisation
comprend 3N variables (un minimum global et des minima locaux). Donc, a partir de la
géomeétrie initiale, on recherche le jeu de coordonnées cartésiennes, qui réduit a son minimum
la somme de toutes les contributions énergétiques. En principe, il suffit de prendre la dérivée
premiere de I'énergie stérique par rapport a chacun des degrés de liberté de la molécule et de

trouver 1’endroit sur I’hyper-surface énergétique ou pour chaque coordonnée « ri », on aura :
(dE/dri) = 0 ..........c......... (4)

Les procédures pour atteindre ce but sont de deux types : Les premiéres utilisent
uniquement la pente de la surface (dérivée premiere), les deuxiémes utilisent a la fois cette

pente et la courbure de la surface (les dérivées premiere et seconde) [12].

11.2.5.1 Méthode de ""Steepest-Descent""
Le premier programme de minimisation, pouvant effectuer une optimisation de
géométrie est due a Wiberg. En utilisant la méthode de la plus grande pente (steepest-

descent).
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En effet, aprés avoir calculé I'énergie correspondante a une géomeétrie initiale, chaque
atome est déplace individuellement selon ses trois coordonnées cartésiennes (X, Y et Z). Par
la suite, I’énergie de cette géométrie est recalculée systématiquement aprés chaque
déplacement, en calculant la dérivee premiere uniquement [12]. Ensuite tous les atomes seront
déplacés sur une distance qui dépend de (dE/dri), et ainsi de suite.

Cet algorithme, suivra donc la direction imposée par les forces interatomiques les plus
dominantes. C'est pourquoi, il se révele trés efficace pour supprimer les mauvais contacts ou
les principaux problémes stéréochimiques, qui existent dans les coordonnées brutes d’une
structure cristalline ou modélisée, tout en perturbant trés peu cette derniere.

En effet, la direction suivie par cette méthode, sera celle indiquée par 1’opposé du
gradient d'énergie (la direction de la plus grande pente de la fonction d'énergie, qui est la

direction dans laquelle I'énergie diminue le plus vite) [12].

11.2.5.2 Méthode du gradient conjugué

Cette méthode, est aussi fondée sur le principe de la direction opposée au gradient
d'énergie. Mais, elle prend également en compte les étapes précédentes, afin de déterminer
plus intelligemment la direction et le pas. En effet, le "Pas" est ajusté a chaque cycle pour
I'obtention d'une meilleure diminution d’énergie, en conservant son efficacité au cours du
calcul [13].

En revanche, il reste I'inconvénient, que cette méthode soit plus colteuse en temps de

calcul par rapport a la méthode "steepest descent™ [13].

11.2.5.3 Méthode Newton-Raphson

L’optimisation compléte selon la méthode Newton-Raphson, nécessite le calcul de la
matrice compléte des dérivées secondes (matrice des constantes de force). Cette matrice
contient 3N*3N éléments pour une molécule de N atomes. Les dimensions 3N correspondent
aux trois degrés de mouvement pour chaque atome. Cependant, 1’optimisation de la
géomeétrie nécessite seulement 3N-6 degrés de liberté, puisque les trois translations et les trois
rotations, ne sont pas accompagnées par des changements géométriques. Les constantes de

forces, sont alors manipulées sous la forme d’une matrice de dérivées secondes [11].

11.2.5.4 Méthode de recuit simulé
Toutes les méthodes décrites ci-dessus, ont la particularité de faire décroitre a chaque
« pas » la fonction d’énergie. Ces méthodes, ne peuvent donc pas échapper au minimum local

proche de la structure de départ.
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La méthode de recuit simulé « anneal », développée par Kirk patrick, autorise la
fonction d’énergie a augmenter momentanément, afin de franchir des barriéres énergétiques
pour retomber dans un minimum plus profond, ce qui permet d'aller au-dela des minima
locaux, au voisinage de la structure initiale pour explorer de fagon plus extensive I'espace
conformationnel accessible, et afin de découvrir des minima plus profonds et plus éloignés de
la structure initiale que les minima locaux [5].

En effet, un "minimiseur”, est une boite noire mathématique qui demeure un outil
important pour la recherche d'un minimum d'énergie. En genéral, plusieurs minimiseurs sont
utilises, tout dépend du nombre de variables ou du nombre de variations d'angle de liaisons
introduites [5].

11.3 Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire (DM), est une technique de modélisation moléculaire,
réalisée par un ordinateur, durant laquelle le systeme subit des changements conformationnels
et cinétiques, décrivant I’évolution au cours du temps des positions (trajectoires) atomiques
[2,9].

Cette méthode est basée sur la simulation d’une trajectoire réelle dans I’espace des
interactions intramoléculaires, et forces provoquées par 1’ensemble des particules du systéme
moléculaire qui correspondent a des vibrations autour d'un minimum, lors du passage d'un
minimum d’énergie a un autre. En effet, lorsqu'un minimum local est atteint, ces forces sont

nulles [14-16].

11.3.1 Dynamique moléculaire Newtonienne (dynamique classique)

Dans cette approche, chaque atome, considéré comme une masse ponctuelle, ne
peuvent pas se déplacer librement au cours d’un intervalle de temps suffisamment court, du
fait des diverses forces auxquelles ils sont soumis [17]. L’équation fondamentale de newton
du mouvement des atomes est donc exprimée comme sulit :

2iFj =ma. (5)
Ou :

Fij : Force exercée par les atomes j sur I’atome i, de masse miet d’accélération a;

11.3.2 Dynamique de Langevin
La dynamique de Langevin, est une approche de la modélisation mathématique de la

dynamique moléculaire, caractérisée par l'utilisation de modeles simplifiés bases sur des
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équations différentielles stochastiques du mouvement brownien [17]. En effet, la dynamique
de Langevin est exprimée par I’équation suivante :

dvi(y)

m —KV() + (), (6)

Ou:

m : masse de la particule , v'(t) : vitesse de la particule a ’instant « t » .

F = — kv'(t) : force de frottement, n’(t) : force complémentaire
k : constante positive, pour une particule sphérique de rayon « a» , k = 6 mga (loi de
Stokes).

L’équation de Langevin, permet d’associer le mouvement des atomes a un bain
thermique, par l’inclusion de termes stochastiques dans 1’équation de Newton de la

dynamique classique, comme suit :
miffi = miai = _Vl'Up (l‘i ,t) - miyivi (t) + Ri (t) ................... (7)

vi: Terme de friction qui s’oppose au mouvement de 1’atome i
. dvy Ry . . 5 .
vi=a;= i/ dt * Vi - Frequence de collisions de I’atome i

Ri (t) : Force aléatoire due aux forces de collisions associées aux mouvement browniens des

particules.

11.3.3 Etapes de la dynamique moléculaire
11.3.3.1 Préparation du systeme moléculaire et optimisation énergétique

Pour lancer un calcul de dynamique moléculaire, il est nécessaire de connaitre les
coordonnées cartésiennes (X, Y, Z) et les vitesses initiales a attribuer selon la statistique de
Boltzmann [15]. La structure de la molécule peut étre obtenue expérimentalement ou générée,
en utilisant le champ de force adéquat. Des algorithmes de minimisation énergétique, sont
utilisés afin de relaxer la structure et d’éliminer tous les mauvais contacts et génes stériques

entre les atomes qui la constituent.

11.3.3.2 Thermalisation

La structure moléculaire déja minimisée sera chauffée, jusqu’a la température
souhaitée. Un jeu de vitesses initiales correspondant a quelques dizaines de Kelvin (k), sera
tiré aléatoirement et les équations du mouvement seront intégrées, en augmentant la

température jusqu’a atteindre la température souhaitée [16].
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11.3.3.3 Equilibration

Dans cette phase, la température du systéme est stabilisée, par un équilibre parfait
entre 1’énergie potentielle et I’énergie cinétique. En effet, la température de déviation est
calculée, en suivant un processus de relaxation, ou la température est recalculée apres chaque

étape, afin de la ramenée a la température de référence [15], par la formule suivante :
ST = o7 (Ty = T )
Ou:
"o" : temps de relaxation
"To": Température de référence.
"T": Température du systeme.

Durant la phase d’équilibration, la valeur de "2", doit étre assez petite pour permettre

un couplage efficace (généralement "2 = 10 fs") [15].

11.3.3.4 Production
Dans cette étape qui suit la phase d’équilibration, les conformations et les énergies du
systeme, sont sauvegardées a des intervalles réguliers et prédéfinies, qui seront utilisées par la

suite, pour calculer les caractéristiques relatives au systeme moléculaire [15].

11.3.3.5 Interprétation des résultats / Analyses usuelles en dynamique moléculaire
Différents outils, sont utilisés pour analyser les résultats obtenus lors de la dynamique

moléculaire, afin d’évaluer la pertinence des mouvements et interactions intramoléculaire,

ainsi que de statuer sur la stabilité du systeme moléculaire [15], en utilisant les parametres

suivants :

11.3.3.5.1 L’écart quadratique moyen (Root Mean Square Deviation : RMSD)
Le RMSD, est utilisé pour quantifier la modification moyenne, que va subir la protéine

au cours de la simulation de dynamique moléculaire. Il est calculé par 1’équation suivante :

1 wie
RMSD = /ﬁz;zg‘sf ................... ©)

"81" : La distance entre N paires d’atomes €quivalents a comparer.

Ou:

Le RMSD, est utilisé pour comparer la structure des protéines. En effet, plus il est
proche de 0, plus la structure d’intérét est semblable a celle de référence. Pour obtenir une vue
d’ensemble du mouvement protéique, la mesure n’est réalisée que sur la chaine peptidique
principale des protéines, ou simplement sur les carbones alphas (Ca).
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La valeur du RMSD augmente progressivement au cours de la production, jusqu’a la

stabilisation du systeme [15].

11.3.3.5.2 Fluctuations atomiques (Root Mean Square Fluctuation: RMSF)

Le RMSF, concerne 1’évolution de 1’écart des distances atomiques, au cours du temps
par rapport a la structure de référence. Il représente, la moyenne de la déviation pour chaque
résidu (le Co de chaque résidu) comparativement aux mémes atomes de la structure de

référence.

Le RMSF, est calculé par la formule suivante :

RMSF, = J% I = X)) (10)

Ou:
RMSF; : La fluctuation atomique de 1’atome i, calculée pour une durée de trajectoire de « T »

pas, avec la position de I’atome au temps « t » et « Xi » : la position moyenne sur le méme

intervalle.

11.3.3.5.3 Facteur d’agitation thermique (B Factor)
Le facteur d’agitation thermique (B Factor, en anglais), est calculé a partir de la valeur
de (RMSF), en utilisant 1’équation suivante :

82
Bfactor = TRMSFZ (11)

IL est a noter, qu’une valeur nulle pour la fluctuation atomique, signifie que la
position moyenne du résidu, ne differe pas de celle de la structure de référence. Cette
grandeur permet aussi bien de localiser les régions charniéres de la protéine, ainsi que les

résidus responsables des mouvements de grandes amplitudes [15-16].

11.3.3.5.4 Liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogénes, sont les liaisons les plus importantes en biologie structurelle,
puisqu’elles jouent un role primordial et fondamental dans le phénomeéne de solvatation et
dans la catalyse enzymatique. Nous avons détaillé, en annexe 1 de cette présente these, tous

les types de liaisons hydrogenes.

11.3.3.5.5 La surface accessible au solvant (Solvent Accessible Surface Area : SASA)
C’est la surface d'une biomolécule accessible au solvant, mesurée en unité

d’Angstroms au carré (A?), parfois appelée surface moléculaire Lee-Richards [17]. Cette

35


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Surface_area&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700256,15700259&usg=ALkJrhhI-uPqZVzSjfWjAKsqbWuu056B1Q
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Biomolecule&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700256,15700259&usg=ALkJrhguYTXpo8BaOKE31fbU_JVxV79JhQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Solvent&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700256,15700259&usg=ALkJrhipdWZHXMQI-4rOaYEHcHDnlGPmUA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/%25C3%2585ngstrom&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700256,15700259&usg=ALkJrhhvf0IwJhWw1wmH6NjhYfj2hO_qdg

Chapitre 11 : Méthodes de la bio-informatique et de la modélisation moléculaire

surface, est généralement calculée a 1’aide de 1’algorithme « rollingball » développé par
Shrake et Rupley en 1970 [18].

11.3.3.5.6 Le rayon de giration (Radius of gyration : Rg)

Le rayon de giration « Rg », est utilisé pour statuer sur la stabilité du systeme, au cours
de simulation de dynamique moléculaire. En effet, une élévation substantielle de plus de 5A
par exemple, signifiée un dépliement de la protéine.

Ce parameétre, est utilisé aussi pour suivre la dénaturation lors du processus de

chauffage a haute température [19] et il est calculé par la formule suivante :

1 — —
Ry = \/;Ei-‘;llln S v EI (12)

11.3.4 Technique numériques et outils de la dynamique moléculaire
11.3.4.1 Méthode du maillage particulier d'Ewald (particule mesh Ewald : PME)

La sommation d'Ewald, est une méthode de calcul des énergies d'interaction de
systemes biomoléculaires, en particulier les énergies électrostatiques. Cette méthode est
applicable a de nombreux domaines, y compris la dynamique moléculaire, puisqu’elle permet

le traitement rapide et approprié des forces de coulomb a long et a courte portée [19].

Les énergies électrostatiques, comprennent a la fois des interactions de courtes et de
longues distances. De ce fait, il est plus judicieux de décomposer le potentiel d'interaction en
termes de courte portée (dont la sommation se fait dans l'espace réel) et de longue portée
(dont la sommation se fait dans I'espace de Fourier). Par conséquent, la sommation (maillage)
d’Ewald, réécrit le potentiel d'interaction comme la somme des deux termes [19], comme

suit :
Br) L@, (r)+ B (1) (13)
Ou:
@, - Le terme de courte portée dont la sommation est rapide dans I’espace réel
@, . Le terme de longue portée dont la sommation est rapide dans I'espace de Fourier

11.3.4.2 Conditions périodiques aux limites (Periodic boundary conditions : PBC)
Dans une simulation de dynamique moléculaire, les conditions périodiques aux limites

(periodic boundary conditions, en anglais), sont utilisées particuliérement en conjonction avec
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les méthodes de sommation d'Ewald. Ces conditions, consistent a répliquer un ensemble fini
et relativement restreint de particules dans une boite de simulation centrale dans les trois
directions, de telle sorte que les forces agissant sur les particules, soient équivalentes a celles
d’un systéme réel [20].

En effet, lors de I’application des conditions périodiques aux limites, la charge
électrostatique du systeme doit étre nulle afin d'éviter une somme infinie, cela est assuré par
I'addition des contre ions (Na*, CI-, etc.) en quantités appropriés (si les molécules étudiées

sont chargées) [20].

11.3.4.3 Barostat de Langevin

Le barostat de Langevin (berendsen), est une méthode de contréle de la pression dans
une simulation de dynamique moléculaire. En effet, cette méthode ajoute un terme
supplémentaire aux équations de mouvement, qui génere le changement de pression [21],

comme exprimé par I’équation suivante :

dP Po—P
dt Tp

A noter que:
Po : Pression de référence, P : pression instantanée et tp : constante du temps.

11.3.4.4 Thermostat de Langevin

Lors d’une simulation de dynamique moléculaire, le thermostat de Langevin est utilisé
pour controler la température du systeme moléculaire. En effet, chaque atome est couplé a un
bain thermique (yi) de température To (thermalisation des atomes) [21-22]. Par conséquent,

I’équation du mouvement résultante est exprimée comme suit :

Avec : Fi: C’est la force exercée sur I’atome 1

11.3.4.5 Le rayon de troncature (cut-off radius)
Dans une simulation de dynamique moléculaire, les interactions moléculaires doivent
étre limitées a une distance, qui est égale a la moitié de la taille de la boite de simulation,

appelée : « rayon de troncature » ou « rayon de coupure » (cut-off, en anglais). En effet, toutes
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les interactions avec les molécules se situant a une distance supérieure au rayon de troncature

sont négligées [21-22].

11.3.4.6 Le rayon de switch (switch radius/smooth cut-off)
Cette méthode est utilisée pour réduire le potentiel d'interaction sur une portée
prédéfinie, dans laquelle, il sera ensuite commuté a zéro entre la premiere et la derniere

coupure [21-22].

I11. Techniques de conception de médicament **Drug design™

La conception de médicaments, souvent appelée "Drug Design”, est I'ensemble de
techniques informatiques utilisées pour la découverte d'un nouveau médicament [23]. Nous
présentons ci-dessous, les principales techniques utilisées.

111.1 Docking Moléculaire

Le Docking moléculaire (Molecular Docking, en anglais), ou encore (Ancrage ou
Amarrage moléculaire), est une technique qui consiste a faire interagir une petite molécule
organique, appelée "ligand", dans le site actif d’une macromolécule (Protéine), appelée
"récepteur".

L'objectif de cette technique est de trouver le meilleur mode de fixation du complexe
"Ligand-Récepteur”, ainsi de prédire la conformation dite "bioactive™ du ligand au sein de
son recepteur. En effet, chaque conformation relative issue du docking est associeée a une
énergie, appelée "Score". La conformation bioactive correspond a I'énergie la plus minime
[14,24-25].

Il existe de nombreux programmes de docking moléculaire, tel que Autodock [26] et
"FlexX" [27]. Cependant, I'évaluation de ces outils, se fait par le choix du meilleur compromis
entre leurs rapidités, codts et précisions. Cela, en comparant les prédictions des résultats
expérimentaux, d'un ensemble représentatif de complexes "protéines-ligand” issus des bases
de données de protéines (Protein Data Bank : PDB, en anglais).

La simulation de doking moléculaire, repose principalement sur I'association ligand -

protéine qui peuvent étre considerés rigides, flexibles ou bien semi-flexibles.

111.1.1 Docking rigide

Le ligand et le récepteur (protéine), sont considérés comme deux entités rigides, la
recherche de la conformation optimale (stable) se limite au positionnement, en énumérant
toutes les rotations et les translations possibles pour le ligand a I’intérieur du site d'interaction,

et en attribuant les valeurs d'énergie appropriees [28].
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Toutes les conformations incompatibles avec le site actif sont éliminées, afin
d'optimiser les meilleures conformations compatibles sélectionnées [28]. Cette approche est
peu codteuse en termes de temps de calcul, et elle constitue un filtre permettant de ne pas
retenir les molécules aberrantes de grande taille et de mauvaise complémentarité avec le site
de récepteur [28-29].

111.1.2 Docking semi-flexible

Le systéme moléculaire est séparé en deux parties, une partie flexible contenant le
ligand et les résidus flexibles du site actif et une partie rigide contenant le reste de la protéine
sans le ligand. Les programmes de Docking semi-flexible, sont les plus efficaces. Ils
emploient des méthodes de recherche aléatoires, connues sous le nom "Stochastiques”, tel
que les méthodes de Monte Carlo et les méthodes évolutionnaires basées sur des algorithmes
génétiques [28].

111.1.3 Docking flexible

Cette méthode, considére la totale flexibilité de la protéine de maniére indirecte, en
diminuant certains termes de répulsion. Ce qui permet, au ligand d'infiltrer 1égerement dans
la surface des protéines, qui se déforment et changent de conformation au cours des
réactions enzymatiques pour s'adapter au ligand, en formant des interactions spécifiques et
sans genes stériques, afin d’améliorer la complémentarit¢é de surface autorisant la
formation de liaisons hydrogénes [29].

L’évaluation de I’affinité du complexe protéine-ligand se fait, en se basant sur les
effets d’entropie et en calculant la fonction d'énergie "Scoring Fonction”. Il convient de
noter que ces modélisations sont plus rapides a calculer, bien qu'elles soient moins précises
[30].

111.1.4 Insuffisance (limites) des méthodes de Docking moléculaire

Les méthodes de Docking moléculaire, possédent les insuffisances suivantes :

v Limitation a D’expérimentation animale, puisque ces méthodes ne peuvent pas
prétendre garantir ’absence d’effets indésirables sur un organisme.

v L'étude de grand nombre d’atomes, impose un temps de calcul treés long pour simuler
I’évolution du systéme sur une durée permettant d’observer des mouvements importants
de la molécule.

v Le fait de considérer la molécule en plusieurs parties rigides, ne permet pas une
description correcte, car la flexibilité de la molécule entiére est a prendre en compte pour

la decrire en realité [31-32].
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111.2 Criblage (Screening)

Le processus de conception et de synthése de nouvelles molécules thérapeutiques
(médicaments), est long et trés codteux. Il se fait souvent, en testant un ensemble tres
important de molécules candidates sur une cible biologique bien identifiée, selon une méthode
appelée : "Criblage” (Screening, en anglais) [33]. Cette technique d'investigation
computationnelle, permet de réduire le colt de la synthése et des tests (in silico, in vitro et in
vivo), ainsi que d'effectuer un tri parmi les composés testés.

Le criblage distingue les composés possedant les propriétés pharmacologiques
recherchées, qui sont susceptibles d'interagir avec la cible thérapeutique visée, et il permet

d'éliminer les composés indésirables (ex : molécules inactives, de grande taille, ...etc.) [33].

111.2.1 Criblage réel

Une technique expérimentale, basée sur la chimie combinatoire, qui permet de générer
de grandes bibliotheques de composés chimiques, appelées "Chimiotheque™, ainsi que de
tester leurs puissances thérapeutiques sur des cellules biologiques (in vitro) [34-35]. En effet,
ce procédé est utilisé fréquemment en chimie médicinale, pour I'identification des molécules
actives, par leurs mises en contact avec la cible biologique (ex : protéines dont I'implication
dans un processus pathologique a été identifié expérimentalement). Cependant, cette
technique est limitée par le nombre de composés a tester en un temps raisonnable et par le

co(t tres cher des tests appropriés [36].

111.2.2 Criblage virtuel (Virtual Screening)

Une méthode théorique réalisée in-silico, qui permet d'explorer des chimiothéques de
petites molécules appelées "ligands", afin d'identifier de nouveaux composés bioactifs ainsi
que leurs liaisons et interactions vis-a-vis d’une cible thérapeutique particuliére [37]. Le
criblage virtuel, est fréquemment utilisé pour accélérer les découvertes scientifiques, puisqu’il
permet de réaliser de maniere rapide et a moindre colt des prédictions de 1’activité de
nouvelles molécules, ce qui constitue un complément primordial au criblage biologique a haut
débit [37]. En effet, les techniques de criblage virtuel sont basées sur des modeéles
mathématiques et utilisent un matériel informatique sophistiqué. Cependant, cette méthode est
parfois limitée par I’expérimentation animale, car elle ne peut pas prétendre garantir I’absence

d’effets indésirables sur un organisme humain [37].
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111.2.3 Approches du criblage virtuel
Selon l'information expérimentale disponible, on distingue deux approches distinctes

pour le criblage virtuel :

111.2.3.1 Approche "'Structure-Based Virtual Screening"*

Cette approche est fondée, essentiellement sur la connaissance, ainsi que la
disponibilité de la structure cristallographique et tridimensionnelle de la cible biologique.
Cette derniére peut étre obtenue expérimentalement, aux moyens des rayons X et/ou RM.

Cette méthode consiste, a estimer la complémentarité structurale, de chaque molécule
cible avec son site actif approprié [38]. En effet, le criblage virtuel « structure-based », est
I'équivalent in silico d’un test expérimental, étudiant la liaison ligand-cible biologique.

En revanche, cette approche est treés colteuse, en puissance de calcul et en termes

d'expertise [39].

111.2.3.2 Approche ""Ligand-Based Virtual Screening"’

Cette approche est basée sur la connaissance, d'un nombre suffisant d'informations,
concernant une ou plusieurs molécules actives de reférence. Elle a pour objectif, la recherche
d'un ensemble de molécules "ligands", ayant tendance a présenter des profils d'activités tres
proches, ainsi qu’une forme similaire a un ligand actif de référence, connu pour une cible
thérapeutique.

Des méthodes d'analyse de similarité, en bi et tridimensionnelle sont utilisées, afin de
construire un modele de prédiction d'affinité appelé "Modéle pharmacophore" [40].

En effet, chaque ligand candidat, sera ensuite comparé au modéle pharmacophore,
pour la détermination de son aptitude et compatibilité de se lier a la cible spécifique.

Cette approche rapide et simple a mettre en ceuvre, dispose d'un inconvénient majeur
d'interdépendance, envers les informations de référence, utilisées pour construire le modéle

pharmacophore de référence [40-41].

111.2.4 Outils de criblage virtuel
111.2.4.1 Recherche de similarité moléculaire (paradigme de similitude)

La méthode de recherche de similarité, également appelée "métriques de similarité",
est applicable dans le cas d'obtention d'un petit nombre de ligands actifs, pour une cible
biologique spécifique. Elle repose sur I’utilisation de descripteurs de similarité, en comparant
les molécules a cribler a un ligand actif connu de référence, pour prédire leur profil d’activité

vis a vis de la cible biologique [40].
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111.2.4.2 Descripteurs de similarité

Les descripteurs de similarité sont obtenus, en utilisant des procédures mathématiques
et expérimentales appropriées, classées selon leurs dimensions. lls représentent des
caractéristiques structurales importantes de composés, pour déterminer au sein d’une base de
données, quels sont les composés les plus ressemblants aux ligands actifs de référence [40-
42].

En effet, ils permettent de transformer I’information chimique, d’une molécule
encodée par une représentation symbolique, en un nombre ou vecteur utile, dont le résultat est

utilise comme descripteur [40-42].

111.2.4.3 Modeles pharmacophores (ligand-based / structure-based)

Un modéle pharmacophore de type (ligand-based / structure-based), est déterminé
exclusivement & partir de la structure de composés actifs de référence seul ou en interaction
avec sa cible biologique. Selon I'IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), le pharmacophore constitue 1’ensemble des propriétés stériques et électroniques
d’une molécule, essenticlles pour assurer les interactions supramoléculaires optimales avec
une cible spécifique, afin d'engendrer ou inhiber une réponse biologique [43].

Les molécules ayant le méme modeéle pharmacophore, pour une cible donnée,
devraient se lier de maniere identique, a ce récepteur et présenter des profils d’activité
similaires. Par conséquent, le modele pharmacophore résultant, est utilise comme référence
dans le criblage virtuel.

En effet, les différentes caractéristiques pharmacophoriques recherchées, dans un
modele phramcophore sont : les liaisons hydrogenes accepteur HBA, liaisons hydrogenes
donneur HBD, les zones ionisables chargées positivement (P1), ou négativement (NI), qui
forment des interactions électrostatiques avec ceux de charge opposée, les groupements
hydrophobes (Hy) et cycles aromatiques (Ar) [44].

111.2.5 Evaluation des méthodes de criblage virtuel

Cette étape du criblage virtuel, consiste a évaluer la capacité d'une méthode de
docking, a prédire de maniere prospective de nouveaux ligands, ainsi que l'affinité de leurs
liaisons vis a vis du récepteur.

En générale, elle se fait d'une maniere rétrospective, en se basant sur deux critéres : la
capacité de la méthode, a retrouver le meilleur mode d'emplacement du ligand au sein du site
actif (précision de positionnement), ainsi que sa capacité a distinguer les ligands actifs, de

ceux inactifs (Enrichissement de la chimiothéque) [45].
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111.2.5.1Preécision du positionnement

Consiste a trouver la meilleure position (conformation) adéquate, du complexe ligand-
récepteur. En effet, la meilleure conformation correspond, a la meilleure fonction énergétique
empirique (Scoring Function, en anglais), obtenue avec les interactions moléculaires [46], en

utilisant les métriques suivantes :

111.2.5.1.1 Ecart quadratique moyen (Root Mean Square Deviation : RMSD)

L'écart RMSD, permet de mesurer la distance entre les paires d'atomes, correspondants
aux différentes conformations, observées entre la structure expérimentale du ligand et celle de
la structure prédite du complexe ligand-récepteur.

En effet, les conformations comparées, sont considérées identiques lorsqu'elles sont
séparées par une valeur d'RMSD inférieur ou égal a 0.3A. Alors qu’elles ne sont pas,
lorsqu'elles sont séparées par un RMSD d’une valeur supérieure & 2A [47].

Le calcul du RMSD est donné par I'équation suivante :

RMSD(V,W) = \/% E:Ll((vix - Wix)z + (Viy — Wiy)z + (viz — Wiz)z) ................... (16)

A noter que :

n : est le nombre total datomes, vi et wi : sont les atomes identiques de la structure
expérimentale et prédite, respectivement des cordonnées cartésiennes : x, y et z

Le calcul de RMSD, est utilisé pour les raisons de son objectivité, sensibilité et la
simplicité d’automatisation. Néanmoins, cette métrique n'est pas considérée comme un critére
d'évaluation parfait, vu qu’elle présente certaines limites, puisqu'elle ne reflete pas vraiment

les interactions existantes entre le ligand et le récepteur, ce qui s'explique comme suit :

4 Le RMSD, permet d’évaluer les distances entre les positions atomiques, mais il ne
fournit aucune information sur la conservation des interactions, entre la structure prédite
et celle cristallisee.

v La dépendance vis-a-vis du poids moléculaire (les petits composés sont généralement
associés a de faibles valeurs de RMSD).

v Une grande sensibilité aux variations des conformations de la structure prédite, bien
gue le mode de liaison soit identique (correct).

v Une augmentation de la valeur de RMSD, alors que les molécules sont presque

symétriques et les interactions clés sont conserveées.
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Pour toutes ces raisons, I'évaluation des méthodes de criblage fait appel a d'autres
éléments de mesure (métriques), telles que : I'erreur de déplacement relative (RDE), 1’espace
réel du facteur R (RSR), ainsi que I'évaluation visuelle du positionnement par la classification

basée sur la précision des interactions (IBAC) [47].

111.2.5.1.2 Erreur relative de déplacement (Relative Displacement Error : RDE)
L'utilisation de RDE, permet de réduire I'impact de la grande divergence, par rapport a
la valeur moyenne a analyser, ainsi que les erreurs d’interprétation [47-48]. Cette erreur est

donnée par I'équation suivante :

RDE = 100 (1 _i(ziﬂﬂﬁnﬁ.)) ................... (17)

A noter que :

N : est le nombre d'atomes i du ligand prédit (i* pour le ligand cristallisé), L : le paramétre
d'échelle de précision, dont la valeur est couramment située entre 1,5 et 3 A, et « Diir» : la

déviation de I’atome i prédit par rapport a ’atome i* de référence (cristallisé) [48].

* Lorsque le positionnement prédit est correct, les valeurs de déviations sont nulles ou
tres proches de zéro. Par conséquent, la valeur de RDE correspondante est également
presque de 0%.

* Cependant, la valeur résultante de RDE est de 50%, lorsque :

v Le positionnement des atomes, est tel que la valeur de la déviation "D" et que celle-la
est égale a la valeur du parametre d'échelle "L". Ou bien ;

v' Le positionnement de la moitié des atomes est correct, c'est a dire : (D << L) et celui
de l’autre moitié est incorrect (D >>L), ce qui ne permet pas d'y remédier aux
limitations du calcul d'RMSD [49].

111.2.5.1.3 Espace réel du facteur RSR (Real Space R-factor)

La valeur de RSR, est calculé a l'aide de la densité électronique observée
expérimentalement (pobs) et celle calculée(pcaic) a partir des coordonnées atomiques du
modele pharmacophore (le ligand cristallisé et la conformation prédite) [48], selon I'équation

suivante :

— LlPobs=Pealcl
RSR = SO (18)
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En effet, la valeur de RSR est faible, quand les densités électroniques observées
expérimentalement et celles calculées a partir d'un modele pharmacophore fiable (correct)
sont similaires. Dans le cas contraire, si le modéle n’est pas correct, la valeur de RSR est

élevée.

111.2.5.2 Classification de la précision basée sur les interactions (IBAC)

La classification IBAC (Interactions-Based Accuracy Classification, en anglais), est
utilisée afin d'affranchir les autres limitations du RMSD. Cette procédure, repose
principalement sur une inspection visuelle, des structures cristallisées et prédites. Dans cette
procédure, le ligand est divisé en deux parties :

La premiére est constituée d'un noyant, comprenant les caractéristiques essentielles a
sa liaison avec la protéine et la deuxieme partie, est considérée comme un recouvrement
superficiel, moins important pour la liaison. Par conséquent, la conformation résultante est

considérée comme identique [50-51].

111.2.5.2.1 Enrichissement de la chimiotheque

Le deuxieme critére d'évaluation, d'une méthode de criblage in silico, est la capacité de
distinguer les composants actifs des inactifs. Cela, dans le but de différencier les molécules
réellement capables, de se lier au récepteur pour provoquer un effet biologique.

Ces composes sont appelés "ligands bioactifs", par rapport au reste des molécules
inactives de la chimiotheque.

Par conséquent, la méthode de criblage est considérée comme étant efficace, lorsque le
pourcentage des composants actifs, retrouvé grace aux moyens de cette derniére est largement
supérieur, au pourcentage retrouvé a l'aide de la sélection, au hasard dans la chimiotheque
[49].

La figure 1, représente le flux de la sélection des "n" molécules, au sein d'une

chimiothéque de "N" composés.

Chimiothéque (N)
Vi VN
Sélection (n) _>r;:; VP
|a=u)
& Inactifs /

Figure 1 : Représentation de la sélection de "n" molécules dans une chimiothéque de
"N" composés [49].
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Avec :

A : Nombre de composés actifs

N : Nombre total de composés

o Les vrais positifs (VP) : Composés actifs appartenant aux "n" molécules sélectionnées.
o Les faux négatifs (FN) : Composes actifs non sélectionnés.

o Les faux positifs (FP) : Composeés inactifs selectionnés.

o Les vrais négatifs (VN) : Composés actifs non sélectionnés.

111.2.5.2.2 Précision
La précision (p), décrivant le pourcentage de composes actifs retrouvés, par rapport
au nombre total de composes présents dans la chimiotheque, est donnée par I'équation

suivante :

Précision = lactifssélectionnes _ _YP_ (19)

Nactifs totaux VP+FN

111.2.5.2.3 Sensibilité
La sensibilité (Se), décrivant le pourcentage de composes actifs retrouvés, par rapport

au nombre total d'actifs présents dans la chimiotheque, est donnée par I'équation suivante :

o crens  Nactifs sélectionnés VP
Sensibilité = —2Ufssflectionnés _ —_ ... (20)

composés actifs A
111.2.5.2.4 Spécificité
La spécificité (Sp), décrivant le pourcentage de composes inactifs non sélectionnes,
par rapport au nombre totale des inactifs dans la chimiotheque, est donnée par I'équation

suivante :

Y ’ N;j i 5 i ' VN VN
SpEle] cté = inactifs non sélectionnés — — (21)
Ninactifs totaux N-A VN+FP

111.2.5.2.5 Facteurs d’enrichissement (FE)

Le facteur d'enrichissement (Enfrichement factor : EF, en anglais), est une métrique de
performance, calculée pour des parties choisies de la chimiothéque. Elle compare la capacité
de la méthode, a retrouver les composants actifs dans une fraction donnée, de la chimiothéque

par rapport a une sélection aléatoire [49], selon I'équation suivante :
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A noter que :

n' : nombre de composés dans la fraction de la chimiothéque étudiée
"N : nombre total de composés dans la chimiothéque ;

"A" : Nombre de composés actifs ;

VP : vrais positifs et ""FN'" : faux négatifs.

Cependant, la mesure du facteur d’enrichissement "EF", présente deux limites

majeures :

v La dépendance de "EF" du pourcentage d’actifs de la chimiothéque, surtout lorsqu’il
s’agit de comparer les performances obtenues, sur des jeux de données présentant des
pourcentages d’actifs /inactifs différents.

v Le facteur d’enrichissement "EF", est commun a toutes les métriques classiques
d’évaluation des performances. En effet, il chiffre le nombre d’actifs présents dans la

fraction étudiée de la chimiotheque, sans tenir compte de leur distribution.

111.2.5.2.6 La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic curve)

La courbe ROC, représente I'évolution de la sensibilité (Se) pour chaque changement
possible de «un moins la spécificité (1-Sp) » [52]. En outre, la courbe ROC exprime le
pourcentage de composes actifs, en fonction des inactifs (decoys) pour chaque partie de la

chimiotheque (Figure 2).
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Figure 2: Courbe ROC (Receiver Operating Characteristic curve) [52].

47



Chapitre 11 : Méthodes de la bio-informatique et de la modélisation moléculaire

La diagonale allant du point (0,0) au point (1,1), colorée en rouge sur la figure 2, représente
une classification aléatoire des composés de la chimiothéque. Si, une méthode permet de
distinguer les actifs et les inactifs de maniére plus efficace que le hasard, la majorité des
points de la courbe ROC, est située au-dessus de la diagonale (courbe verte). Pour une
distribution idéale, les actifs sont tous classés en premier. C'est a dire, la courbe monte en
ligne droite, jusqu’au point (0,1), Ou la (Se = Sp =1, pour tous les actifs) [52], puis viennent
ensuite les inactifs (Se = 1 et Sp = 0, pour tous les inactifs) représentés par une ligne
horizontale entre les points (0,1) et (1,1) de la figure 2 (courbe représente en violet) [52].

La quantification de la performance globale d'enrichissement, de la méthode de
criblage étudiée a partir de la courbe ROC, se fait a l'aide de calcul de I’aire sous la courbe,

généralement notée AUC (Area Under the Curve), qui est exprimée par I'équation suivante :

AUC = 3[Se;,1(SPis1 — SP)] oo (23)

La valeur maximale de AUC est de 1. Elle est obtenue pour les cas idéaux, ou tous les
actifs sont associés a un score supérieur, & ceux de tous les composés inactifs (decoys).

Cependant, plus la valeur de AUC associée a une méthode est élevée, plus la capacité
de la méthode a distinguer les actifs des inactifs est forte. En effet, les valeurs de AUC
peuvent donc étre utilisées, pour comparer les performances de plusieurs méthodes de
docking, ce qui est aussi possible par une inspection visuelle des courbes ROC.

La valeur de AUC est calculée, en sommant tous les rectangles formés par les valeurs
de "Se", et "1-Sp" de chaque point de la courbe ROC représentée sur la figure 2,
correspondant a la molécule classée en position i.

En effet, pour une classification aléatoire des composes de la chimiotheque, la valeur
de AUC est égale a 0,5. En effet, les performances d’une méthode résultantes a une AUC
inférieure ou égale & 0,5 sont mauvaises, puisque la méthode ne permet pas d’obtenir une
meilleure distinction entre les actifs (hit) et les inactifs (decoys) que celle générée par le
hasard [49].

111.3 Méthode quantitative de relation structure-activité (QSAR)

Le QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship, en anglais), est une technique
de corrélation basée sur des calculs statistiques, qui consiste a établir une relation
mathématique a I’aide de méthodes d’analyse de données structurelles, entre les propriétés

moléculaires microscopiques, d’une série de composés chimiques similaires, appelée
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« descripteurs moléculaires » et leurs effets expérimentaux (activité biologique, toxicité ou

affinité vis-a-vis d’un récepteur) [53-54].

111.3.1 Paramétres biologiques (base de données QSAR)

Une base de données QSAR, doit contenir des résultats fiables et homogénes, d’un
ensemble de composés chimiques testés expérimentalement. Cette base est répartie
approximativement, en deux ensembles: un lot d’essai ou d’entrainement (training set),
contenant % de I’ensemble de molécules et un lot de test (test set), contenant ¥ des molécules
restantes [53-54].

Les données biologiques ou biochimiques des composes étudiés (ex : concentration
inhibitrice 1C50), sont généralement exprimées sur une échelle logarithmique, en raison de la
relation linéaire entre la réponse et le logarithme de la concentration du composé. En outre,
les logarithmes inverses de l'activité (log 1/IC50), sont également utilisés pour obtenir des

valeurs mathématiques plus élevées, lorsque les structures sont fortement bioactives [55-57].

111.3.2 Descripteurs moléculaires
L’activité biologique est codée par des grandeurs, qui représentent d’une maniére
quantitative les informations contenues, dans une structure moléculaire, appelées :

« descripteurs moléculaires » [55-57], qui sont définis selon les catégories suivantes :

+ Descripteurs constitutionnelsD1 : Ils sont faciles et rapides a calculer, a partir de la
composition atomique de la structure moléculaire brute (ex : nombre d’atome, nombre de

liaison, nombres de cycles) [58].

+ Descripteurs topologiques D2: |Ils utilisent des représentations graphiques
bidimensionnelles des molécules, contenant des informations sur la connectivité des
fragments moléculaires, et des estimations de propriétés physicochimiques. En effet, les
indices topologiques sont généralement utilisés, pour I’interprétation des équations QSAR
résultantes, afin de comprendre les liaisons et interactions physicochimiques.

Cependant, les descripteurs 2D sont insuffisants, pour expliquer convenablement

certaines propriétés ou activités biologiques [59-60].

+ Descripteurs géométriques D3 : |Ils décrivent les caractéristiques moléculaires

complexes, tel que les propriétés :
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v' Géomeétriques : Le volume, la surface moléculaire, le moment d’inertie, les distances
et angles diedres particuliers entre les atomes dans une molécule, le nombre de

liaisons hydrogenes, la surface, volume et liaisons de Van Der Waals, etc. [61].

v Physicochimiques : Propriétés hydrophiles ou lipophiles (coefficient de partage, log P
(Octanol/eau), la polarisabilité, le nombre de liaisons hydrogenes donneurs et le

nombre de liaisons hydrogenes accepteurs [61].
v" Thermodynamiques : La température, la pression et ’enthalpie [61].

v Electroniques : Les interactions inter et intramoléculaires, données énergétiques et

vibrationnelles [61].
v' Structurelles : Les forces d’interactions inter et intramoléculaires.

Le calcul des descripteurs moléculaire 3D, nécessite de connaitre la géométrie
moléculaire optimisée ou les coordonnées cristallographiques de la molécule et demandent un
temps de calcul important. Cependant, ils apportent toutes les informations nécessaires a la

modélisation de 1’activité biologique [61].

111.3.3 Méthodes mathématiques de la modélisation QSAR
111.3.3.1 La régression linéaire multivariée (Multiple Linear Regression : MLR)

La MLR, est la plus simple des méthodes mathématiques, utilisées dans les études
QSAR. Elle, repose sur I’hypothése qu’il existe une relation linéaire, entre une variable
dépendante Y (activité biologique) et une série de n variables indépendantes notés Xi
(Descripteurs moléculaires) [62].

En effet, le nombre de variables doit étre inférieur, ou égal au nombre de molécules,

pour décrire le systeme par la formule suivante :

Y=ap+ aX;+ aX; + az X3+ ..+ @, X, .o (24)
Oou:
ai(i=0,1,............ n) : Sont les coefficients de régression
X1, ... ,Xn: Sont des descripteurs moléculaires, relatifs aux coefficients ag,....an.
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Cependant, I’application de la régression multiple linéaire est limitée, vu qu’elle
nécessite 1’utilisation d’une base de données complete et idéale, contenant des informations

fiables issues de I’expérimentation [62-63].

111.3.3.2 La régression en composantes principales (Principal Component Regression :
PCR)

La PCR, est une méthode statistique trés puissante, qui permet d’analyser, de
visualiser et d’explorer la structure des données, afin de déterminer les corrélations entre la

variable indépendante et les variables quantitatives d’entrée [64].

111.3.3.3 Méthodes des moindres carrés partiels (partial least squares : PLS)

La régression PLS, est une méthode rapide, efficace et optimale pour une parfaite
minimisation des covariances. Cette méthode est trés utilisée lorsqu’il y’a un grand nombre de
variables prédictives, ou lorsqu'il y a de fortes colinéarités entre ces derniéres [65].

En premier temps, la PLS réduit les variables prédictives, a un plus petit ensemble de
composantes non corrélées. Ensuite, elle effectue la régression par les moindres carrés, sur ces
composantes plutdt que sur les données initiales [66].

Contrairement a la régression linéaire multiple (MLR), la PLS ne suppose pas, que les
variables predictives sont fixes. Ainsi, les mesures de ces variables tolérent des erreurs, en

incluant des incertitudes des mesures [67].

111.3.4 Méthodes de validation des modéles QSAR
111.3.4.1 Validation non-croisée

La validation non-croisée (Non-Cross Validation), est appliquée sur le lot
d’entrainement, afin de vérifier et de déterminer la stabilité du modéle QSAR et de tester
I’impact et I’influence de chaque molécule sur I’ensemble d’essai, en utilisant la technique

Leave-n-out [68-70], suivante :

111.3.4.1.1 Leave-n-out

Cette méthode, consiste a extraire a chaque fois, un certain nombre « n » de molécules
de lot d’essai initial a « k » molécules et a construire un nouveau modele, avec les « k-n »
molécules restantes, en utilisant les mémes descripteurs moléculaires, choisis initialement
pour construire le modéle d’origine [68-70].

Ensuite, ce processus est répété « p » fois, pour retirer et prédire les valeurs de toutes

les molécules de lot d’essai, par le modéle généré [68-70].
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111.3.4.2 Validation croisée

La validation croisée, est utilisée afin de valider la fiabilité et la performance
predictive du modele, dans la détermination de la corrélation existante, entre les activités
prédites et celles expérimentales des molécules externes (lot de test).

En effet, plus cette corrélation est importante, plus le modele est performant et valide,
pour prédire les activités biologiques des molécules, qui n’appartiennent pas au lot d’essai
[71-75]. Les méthodes de validation croisee les plus populaires, sont les suivantes :

111.3.4.2.1 Leave-one-out (LOO)

Pour un nombre N de molécules de lot d’essai, une molécule 1 est retirée a chaque
itération, de lot d’essai initial. Donc, un nouvel ensemble d’essai est construit, pour les N-1
molécules restantes, et par conséquent la molécule retirée est prédite par le modéle formé
[71].

111.3.4.2.2 Leave-two-out (LTO)
La validation croisée en double (LTO), consiste a supprimer deux molécules, de la
base de données initiale (en deux étapes consecutives), sur lesquels I'interpolation doit étre

effectuée, afin de déterminer le meilleur parametre optimal [72-73].

111.3.4.2.3 Leave-many-out (LMO)

La validation croisée dite LMO « leave-n-out », est appliquée pour éviter une
surestimation de la capacité prédictive du modéle QSAR résultant, en excluant 50 % des
composés a chaque étape. Cette méthode, consiste a subdiviser le lot d’essai en « n » parties,
et de sélectionner un échantillon parmi les « n» échantillons générés, comme un lot de
validation.

En effet, les «n-1» échantillons restants, sont considérés comme un nouveau lot
d’essai (ensemble d’entrainement) et le coefficient de corrélation Q? (r’cv), entre les activités

biologiques et celles prédites est calculé systématiquement [74].

111.3.4.2.4 Parametres statistiques de la validation croisée
La performance et la fiabilit¢ des modéles de régression, sont évaluées par les

parametres statistiques [71-74], de la validation croisée suivants :

v’ L’écart type de la validation croisée Scv, est calculé par la formule suivante :

Sey = \/% YN (Vi = View) oo (25)
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v’ Coefficient de prédiction de la validation croisée QZ, , est calculé par la formule
suivante :

N 2
2 _q_ Yi=1(Ypredite—Yreelle) 26
Qz, B s Vrectte—TmagemnalE70 777700 (26)
OU : Ypredite, Yréelle €t Ymoyenne : sont les valeurs prédites, réelles et moyennes de 1’activité

biologique (pICso) de la molécule i, respectivement.

111.3.5 Paramétres de calculs
111.3.5.1 Coefficient de détermination (r?)

Le coefficient de détermination r?, est la mesure de degré de liaison entre la variante
dépendante (activité biologique) et la variante indépendante (Descripteur moléculaire). En
effet, une valeur de r? proche de 1, indique un bon ajustement du modgéle de régression [53-
54,75].

Le coefficient R?, est calculé selon 1’équation suivante :

2 _ ESS _ TSS—RSS _ RSS
T Tss . TSS TSS

A noter que :

TSS : Somme des carrées totaux
ESS : Somme des carrées exprimés par le modéle de régression
RSS : Somme des carrées résiduels.

111.3.5.2 Racine carrée de coefficient de détermination (R)

La racine carrée de coefficient de détermination R, appelée également le coefficient de
corrélation, est calculé entre les valeurs prédites et celles expérimentales, par le modéle de
régression, sa valeur variée entre -1 et 1 [53-54,73-75].

En effet, plus la valeur absolue du coefficient de corrélation R est proche de 1, plus la
régression linéaire est idéale et le modele linéaire est fiable et valide [75].

111.3.5.3 Test Fischer (F)
Le test Fischer, permet de justifier la liaison entre 1’activité biologique et le descripteur
moléculaire, en mesurant le rapport entre la variance de 1’activité biologique expliquée et non

expliquee par le modele de régression.

53



Chapitre 11 : Méthodes de la bio-informatique et de la modélisation moléculaire

En effet, le test de Fischer permet de tester I’hypothése nulle, lorsque la somme des

carrés expliquée par la régression est grande. En d'autres termes, si la valeur de F observée

dépasse le seuil (F > seuil) I'hypothese sera rejetée, et dans le cas contraire (F < seuil)

I’hypothése sera conservée [53-54,75]. Le parametre « F », est calculé comme suit :

Ou : ESS, est associé avec p degrés de liberté et RSS associé avec n-p-1 degrés de liberté.

111.3.5.4 Ecart type (s)

La valeur de I'écart type (s), indique dans quelle mesure la fonction de régression

prédit les données observées [53-54,75]. Ce paramétre est calculé par 1’équation suivante :

Ou : P : est le nombre de variables indépendants (descripteurs moléculaires).

111.3.5.5 Coefficient de prédiction (g?)

Le coefficient de prédiction g2, est une mesure de la justesse de la prédiction, puisqu’il

mesure la capacité prédictive d’un modéle de régression [53-54,75]. Ce parametre est exprimé

comme suit :

111.3.5.6 Coefficient de corrélation prédit Q

La racine carrée du coefficient de prédiction Q, appelée également le coefficient de

corrélation prédit, est calculé entre les valeurs prédites et celles expérimentales, lors de la

validation croisée du modéle de régression. En effet, plus la valeur absolue du coefficient de

corrélation prédit Q est proche de 1, plus la modele de régression est fiable et valide [53-

54,73-75].
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Chapitre 111 : Identification de nouveaux inhibiteurs de la CK2 par des approches in
silico

l. Introduction

L’objectif de ce chapitre est d’identifier de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la
protéine caseine kinase (CK2), protéine impliquée dans de nombreuses pathogenes
cancéreuses, en utilisant les approches de la modélisation moléculaire et de la bio-
informatique.

Dans la premiére étape de notre travail, nous avons utilisé les simulations de screening
virtuel basées sur la modélisation de pharmacophore, qui consistent a simuler I’affinité d’un
tres grand nombre de ligands pour une cible thérapeutique donnée, en vue d’identifier des
ligands potentiellement actifs pour la protéine étudiée [1-5] a I’aide de logiciel Ligand Scout
[6].Les composés retenus dans la premiére étape, sont soumis par la suite a une analyse de
propriétés « Drug likeness », afin d’éliminer les composés ayant les propriétés physico-
chimiques les moins similaires avec les médicaments disponibles sur le marché en utilisant le
logiciel DruLiTo[7].

Dans le but de sélectionner uniquement les composés prometteurs qui réagissent plus
favorablement avec la cible d’intérét, nous avons effectué des simulations de docking
moléculaire sur les composés obtenus avec le logiciel FlexX implémenté dans le programme
lead IT [8]. De plus, I’analyse de toxicité in silico effectuée a I’aide de serveur Web ProTox-11
[9], a montré 1’absence d’effets indésirables dangereux liés a la toxicité des COmMpPOSEs

proposeés par notre étude.

Dans la derniere étape de notre étude, nous avons réalisé des simulations de
dynamique moléculaire pour confirmer la stabilité des composés issus de la présente étude
dans le site actif de la protéine étudiée en moyen du logiciel NAMD [10]. L’ évaluation des
résultats a été effectuée en calculant les valeurs des métriques suivantes: Déviation
quadratique moyenne (RMSD), le nombre de liaisons hydrogene entre les ligands et la
protéine, la fluctuation quadratique moyenne (RMSF), les changements des surfaces
accessibles aux solvants (SASA) ainsi que le rayon de giration (rGyr). Les résultats de cette
étude doivent permettre de guider notre recherche de nouvelles molécules inhibitrices et

sélectives de la CK2.
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I1. Matériel et méthodes

I1.1 Génération du modéle pharmacophore baseé sur la structure de la cible « Structure-
Based »

Dans un premier temps, nous avons exploré le mode de liaison des flavonoides dans le
site actif de la CK2 pour identifier les interactions importantes pouvant expliquer 1’inhibition
de cette protéine par cette famille de composés. A cet effet, nous avons sélectionné, la
structure de la protéine cristallisée avec un inhibiteur dérivant de la famille des flavonoides.
Cette structure, codée 3AMY ayant une résolution égale a 2.30 A, correspond au complexe :
CK2a humaine / Apigenin (AGI). Le ligand AGI, dérivant de la famille des flavonoides, est
un inhibiteur sélectif de la CK2 (Figure Il1-1). La structure cristallographiqgue 3AMY est
constituée d’une seule chaine constituant le monomére. Le choix de la structure 3AMY
résulte d’'un compromis entre une bonne résolution et le fait de disposer d’informations
d’origine expérimentales quant au mode de liaison des flavonoides a la protéine CK2
humaine. Ainsi, les chaines latérales des acides aminés constituant la protéine ont été
optimisées avec le logiciel LigandScout [6], en utilisant le champ de force « MMFF94 ». Le
but de cette simulation est de supprimer les mauvais contactes et de relaxer la structure de la

protéine étudiée.

Le modéle pharmacophore basé sur la structure du récepteur (structure-based),
permettant d’avoir des informations directes sur les interactions s’établissant entre le ligand et
la protéine CK2, a été construit par le logiciel LigandScout [6]. La visualisation en 3D du
modele ainsi généré nous a permis d’identifier et de sélectionner les points
pharmacophoriques favorables. Les interactions entre le ligand et la protéine sont definies
comme des points pharmacophoriques qui peuvent étre du type donneurs et accepteurs de
liaison hydrogene (HBD et HBA), les zones chargées positivement et les zones chargees
négativement (Pl et NI, respectivement) réalisant des interactions ioniques, les groupements
aromatiques conduisant a du z-stacking (Ar) et les groupements hydrophobes donnant des
interactions hydrophobes (Hy). Pour optimiser davantage le modele pharmacophorique ainsi
généré (modele 1), nous avons ajouté des sphéeres de volume d’exclusion représentant ainsi la
forme du site actif. Il est bien de noter que, pour les liaisons hydrogéne, la distance est
comprise entre 2.5 et 3.8 A par défaut et ’angle entre les donneurs et les accepteurs est de
180° + 34° [6]. De plus, la flexibilité entre les atomes sp? et sp® et les atomes d’hydrogénes

adjacents est prise en compte.
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Figure I11-1 : Structure chimique de I’ Apigenine (AGI)

I1.2 Génération du modéle pharmacophore « Ligand-Based »

La construction des modéles pharmacophoriques ligand-based a été effectuée a ’aide

du logiciel LigandScout [6]. En effet, nous avons sélectionné dans la littérature, quatre

composés potentiellement actifs pour la CK2, dérivant de la famille des flavonoides. Dans le

Tableau 1, nous y reportons les noms chimiques et les structures 2D de ces composés, que

nous avons utilis¢ dans le lot d’entrainement (Training-Set) et qui nous ont servi dans la

génération du modele pharmacophore ligand-based.

Tableau I11-1: Les noms chimiques et les structures 2D des ligands utilisés dans le lot

d’entrainement

Ligand Nom chimique

o 5,7-dihydroxy-2-(4-
Apigenin hydroxyphenyl) -
4Hchromen- 4-one)

) 5,7-dihydroxy-2-(4-
Luteolin hydroxyphenyl) 4H
chromen-4-one)

Structure
O OH
@] l OH

HO ‘
HO
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(4-[6,8-bis(chloranyl)-3-
FLC21 oxidanyl-4-
oxidanylidenechromen-2-yl]
benzoicacid)

(4-(6,8-dibromo-3-hydroxy-
FLC26 4-oxo0-4Hchromen-2-yl)
benzoicacid)

Ainsi, nous avons généré un set composé de 200 conformations pour chaque ligand du
lot d’entrainement en utilisant les meilleurs parametres du programme « iCon » implémenté
dans le logiciel LigandScout [6]. Chaque conformation est analysée et les points
pharmacophoriques sont placés dans toutes les conformations. Par la suite, les différentes
conformations obtenues pour ces composes sont alignées et les propriétés pharmacophoriques
présentant des caractéristiques chimiques identiques et géométriques similaires sont
identifiées formant ainsi des modéles pharmacophoriques intermédiaires. Ces derniers sont
ensuite ordonnés par rapport & une fonction score appelée « pharmacophore fit», qui
considere uniquement les propriétés pharmacophoriques et le RMSD (root mean-square
deviation) de ces propriétés. Le modele présentant le meilleur score correspondant a
I’alignement ayant le plus grand nombre de points pharmacophoriques présents dans toutes
les molécules, sont sélectionnées pour construire le modéle pharmacophorique ligand-based

final, que nous avons noté modele 2.

11.3 Validation et optimisation des modeles pharmacophoriques

Les modeles développés ont été testés sur une série constituée de 26 inhibiteurs
sélectifs de la CK2, présentant des activités inhibitrices « ICso » inférieures a 10 pM, comme

illustré dans le tableau 2 [11].
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Pour tester le pouvoir de notre modele pharmacophore a discriminer les composeés
actifs des non actifs, nous avons inséré dans le lot d’essai un ensemble de 1000 composés non
actifs sélectionnés dans la base de données ZINC [12].

En effet, les vingt-six composés actifs ont été importés dans la partie « Decoy Finder
2.0 » et les identifiants « IDs ZINC » des 1000 composés non actifs « Decoys » ont été
obtenus. Le but de cette étape est de veérifier la fiabilité des modeles pharmacophore que nous
avons développé.

Nous avons obtenu les valeurs « pICso » par la conversion en logarithme négatif des
valeurs d’activités « ICso» des composés constituant le lot d’entrainement [11]. En effet, la
valeur 1Cso correspond a la concentration du composé nécessaire pour une inhiber a 50 % in
vitro I’activité de 1a cible biologique.

Les structures 2D des composés actifs ont été dessinées avec Marvin Sketch [13] et le
lot de composés non actifs « Decoys set » a été construit a 1’aide du logiciel Decoy Finder 2.0
[14].

La validation des modeles pharmacophoriques générés, a été effectuée sur la base de
plusieurs paramétres comme le « ROC » (Receiver Operating Characteristic curve), ’aire
sous la courbe ROC (AUC : Area Under the Curve) [15-16], la précision de la classification,
la sensibilité, la spécificité et le facteur d’enrichissement (EF). Il est bien de noter que nous

avons detaillé tous ces parametres dans le chapitre 2.

Il est bien de noter que la précision de la classification, la sensibilité, la spécificité et le

facteur d’enrichissement (EF), ont été calculés en utilisant les équations suivantes :

Précision = VP‘TFN ........................................ (1)
Sensibilité = —.....ccoooii, (2)
Spécificté = —. . oo (3)
EF100-(n/n)% = ‘;"/;1 ................................... (4)

Ou:
« A »: Nombre de composés actifs, « N »: Nombre total de composés, « n» : molécules
sélectionnées, « VP » : Les vrais positifs, « FN » : Les faux négatifs, « FP » : Les faux positifs

et « VN » : Les vrais négatifs.
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Dans ce processus, la fonction d’énergie « Scoring Function » a été considérée comme

I’énergie de D’alignement du pharmacophore « pharmacophore fit score » sans aucune

omission de points pharmacophorique.

Tableau 111-2 : Fragment commun des flavonoides, IC50 (uM), pIC50 = -log (IC50), fit
score, énergies du Docking (kJ/mol), et les structures 2D des composés actifs utilisés comme

échantillon de test « test set »

Molécule

24

R3’
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe

OEt

OEt

OH

NO2

Br
H
H

IITIIITIISSIIIIIIIIIIIIIIIIIN

H
H
Me
Me
Me

OMe

Et
Cl
Cl
Cl
Cl
Br
Br
NACc
OH

Cl

Me
Me
Me
Me
Me
Me

Me
CsHs
H

<
)

D

D

ITIIIIIISSIITIISIIIIC

$:z3

(¢]

ITITITIIrIPrxsSOIrrxrx s T

$:55%

I1Cs0 (LM)
0.800
0.090
0.300
0.028
0.100
0.320
3.000
0.200
0.120
0.240
0.010
0.040
0.790
0.120
0.004
0.150
0.250
0.030
2.000
7.500
8.000
0.450
0.012
0.050
8.000
1.600

plCso
-0.10
-1.05
-0.52
-1.55
-1.00
-0.49
-0.48
-0.70
-0.92
-0.62
2.00
-1.40
-0.10
-0.92
2.40
-0.82
-0.60
-1.52
-0.30
-0.88
-0.90
-0.35
1.92
-1.30
0.90
-0.20

Fit score
58.60
58.39
58.60
58.48
59.61
58.59
58,59
58.61
58.59
58.60
58,30
58.21
58.53
58.59
58,21
58.53
58.61
58.28
58,56
58,59
58.59
58.52
58,15
58.20
58.76
58.72

Docking energy
-16.84
-23.24
-15.75
-24.91
-16.60
-17.28
-13.31
-18.80
-20.38
-18.66
-19.32
-18.52
-15.58
-18.70
-19.98
-19.97
-17.14
-18.75
-13.50
-12.97
-11.02
-17.03
-22.10
-18.57
-11.98
-16.22
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11.4 Criblage virtuel

Dans cette partie de notre travail, nous avons exploité le meilleur modele
pharmacophorique validé, pour cribler une grande chimiotheque de molécules, construite
manuellement, afin d’obtenir de nouveaux inhibiteurs puissants pour la CK2. En effet,
plusieurs centaines de milliers de composés ont été télécharges a partir de la base de données
Pubchem Drug Bank. Ces composés dérivent de différentes familles chimiques, telles que les
flavonoides, les coumarines, les benzimidazoles et les pyrazolo-triazines.

Au début du processus du criblage virtuel, une chimiothéque de 737 920 composes a
été générée, en utilisant le programme LigandScout [6]. Cette derniére a été criblée par la
suite avec notre meilleur modéle pharmacophorique validé. De la méme maniére que lors des
étapes de construction des pharmacophores, la flexibilité des molécules de la chimiotheque a
été prise en considération par la génération de 200 conformations pour chaque compose. Les
valeurs du score d’ajustement du pharmacophore « Fit Score », ont été calculées pour chaque
composé, en superposant leurs structures chimiques sur le modele pharmacophorique. En
effet, les composés ayant les valeurs de Fit Score les plus élevées indiquant une bonne

superposition, ont été sélectionnés et soumis a un autre filtre qui est le « Drug-Likeness ».

I1.5 Calcul et analyse des propriétés « Drug-Likeness »

Dans le but de déterminer les molécules dont les propriétés sont le plus ‘drug-like’
possible, nous avons soumis les composés obtenus par le screening virtuel a d’autres filtres
basés sur des propriétés physico-chimiques. Parmi les régles utilisées dans ces filtres nous
citons les regles de : Lipinski [17], Veber [18], Ghose filter [19], Quantitative Estimate of
Drug-likeness (QED) [20], MACCS-1I Drug Data Report (MDDR)-like, Comprehensive
Medicinal Chemistry (CMC)-50-like, et Blood-Brain Barrier (BBB) likeness [21],

implémentés dans le logiciel DruLiTo [7].

Nous avons choisi I’application du filtre « BBB likeness » pour I’analyse « Drug-
Likeness », afin de déterminer les composés ayant de bons profils de perméabilité pour
franchir la barriére hémato-encéphalique (blood-brain barrier, en anglais). Cette derniére
protége le milieu cérébral des agents pathogénes et des toxines exogénes et endogeénes [21]. 1l
est bien de noter que, des études récentes ont démontré que la protéine CK2 est surexprimée
dans certains types de cancer du cerveau et que son inhibition devrait diminuer la taille de la

tumeur ainsi que le taux de mortalité animale [22].
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De plus, selon les regles de Lipinski (regle de 5) [17], un médicament ayant une bonne
absorption orale, ne compte pas plus de 5 liaisons hydrogene donneur, moins de 10 liaisons
hydrogéne accepteur, moins de 500 Dalton (Da) du poids moléculaire et le coefficient de
partage dans 1’octanol-eau (log P) ne doit pas depasser 5 [17].

En effet, tous les composeés satisfaisant a ces régles, ont été sélectionnées pour la suite de

notre investigation.
11.6 Etude de docking moléculaire

Pour analyser les interactions ligand-récepteur, nous avons soumis tous les composes
retenus par 1’analyse « Drug-Likeness » a une simulation du docking moléculaire, en utilisant
le logiciel « FlexX » implémenté dans le programme LeadlT [8]. Comme structure du
récepteur de départ, nous avons recherché des structures de la CK2 co-cristalisée avec un
ligand dérivant de la famille des flavonoides dont la structure est similaire a celle de
I’apigenine (AGI). En effet, la structure cristallographique codee 4DGM, correspondant a la
protéine CK2 co-cristallisée avec son ligand AGI ayant une résolution égale a 1.65 A a été

sélectionnée.

La protéine 4DGM, est composée d’une seule chaine protéique contenant 326 résidus,
et ayant un nombre total de 5435 d’atomes. Son site actif, a été identifié a une distance de 8 A
du centre de liaison du ligand (AGI), qui a été défini comme ligand de référence pour 1’étude
du docking moléculaire. Les résidus englobant le site sont : Val45, Met163, Vall74, Lys68,
Aspl75, Val95, 11e66 et Vall16.

FlexX, nous a permis de réaliser un docking semi-flexible (flexibilité totale pour le ligand, et
une rigidité pour le récepteur), en appliquant les parametres par défaut pour toutes les
simulations de docking. En effet, dix conformations résultantes ont été générées pour chaque
composé. Cependant, les conformations ayant les plus faibles énergies de docking
correspondant aux conformations stables ou bioactives, ont été comparés au ligand de
référence « AGI ». Seuls, les composés ayant des énergies de docking inférieures a celle du
ligand de référence, ont été retenus pour la suite de notre étude.

11.7 Analyse in silico de la toxicité

Afin de prédire la toxicité des composés obtenus par la simulation du docking

moléculaire, nous avons évalué leurs éventuels effets néfastes sur le corps, en utilisant le
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serveur Web « ProTox-11 » [9]. Ce dernier est consideré comme un laboratoire virtuel pour la
prédiction de la toxicité de petits composés moléculaire. Il est bien de noter que, ProTox-
Il utilise des descripteurs moléculaires et des indices de similarité pour la prediction de divers
paramétres de toxicité tels que la toxicité aigué, I’hépatotoxicité, la cancérogénicité... Il
convient de noter que, la dose létale moyenne (DL50) est un indicateur quantitatif de la
toxicité d’une substance a laquelle 50% des sujets testés meurent lors d’exposition.
Cependant, les résultats des calculs de LD50, obtenus pour les composés issus des
simulations de docking moléculaire, sont comparés a ceux obtenus pour deux autres
inhibiteurs potentiels de la CK2, a savoir : Silmitasertib (CX-4945) et Apigenin (AGI).

11.8 Simulation de dynamique moléculaire

Dans le but de vérifier la stabilité des composeés retenus dans le site actif de la protéine
CK2, nous avons réalisé des simulations de dynamique moléculaire (DM), sur le complexe
(protéine CK2 + hit) et sur la structure cristallographique 4ADGM (CK2 + AGI). Comme
structures de départ, nous avons utilisé la structure du complexe (protéine CK2 + hit) issue du
docking et la structure expérimentale dépourvue de molécules d’eau issues de la RX. Les
deux types de systemes (hit+CK2 et AGI+CK2) ont été immergés dans des boites cubiques de
coté 7 A, en ajoutant 9261 molécules d’eau. Ensuite, les deux systémes sont neutralisés, en
ajoutant un contre ion « Cl- », pour compenser la charge nette positive de la protéine. Nous
avons fixé la concentration de NaCl a la valeur physiologique (0.15 mol/L) et protonés (PH =
7) [23] pour se mimer au mieux les caractéristiques expérimentales et physiologiques d’un
systeme biologique.

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées en utilisant le
logiciel Nano Molecular Dynamics software (NAMD version 2.12) [10] avec le champ de
force CHARMM 36. Les parameétres topologiques des ligands (hit et AGI), ont été générées a
’aide du serveur Web CHARMM General Force Field (CGenFF).

Afin de parfaire encore le calcul des interactions entre les particules non-liées de
courte et longue distance, nous avons utilisé 1’algorithm Particle Mesh Ewald (PME) [24],
basée sur la somme d’Ewald [25] avec une distance de troncature (cut-off, en Anglais) de 12
A et une distance séparant les points constituant la grille de 1 A.

Pour maintenir les propriétés biophysiques du systeme, nous avons appliqué des
conditions aux limites (Periodic Boundary Conditions notée PBC) [26], qui consiste a copier

le systéme étudié dans les trois directions de 1’espace. Ainsi, une particule qui sortirait par un
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coté de la boite arriverait directement par le c6té opposé. En utilisant cette approche, le
systéme simulé parait avoir des bornes infinies et garde une densité constante.

Afin de réguler les fluctuations de pression et de température, nous avons utilisé un
thermostat (température constante) et barostat (pression constante) réglés a 1 atm et 310 K,
respectivement, en effectuant une dynamique de Langevin, avec un coefficient
d’amortissement égale a 1,0 picosecondes.

Les deux systemes ont subi 100000 étapes de minimisation d’énergic en utilisant
I’algorithme de minimisation steepest-descent, pour éliminer les mauvais contactes et relaxer
les géométries des deux systemes étudiés. Ensuite, les deux systemes ont été équilibrés pour
50000 itérations en 100 picosecondes, en maintenant le nombre de particules, de pression et
de température constant (NPT).

Enfin, les deux systémes obtenus ont été soumis a 100 nanosecondes de dynamique,
en utilisant un pas de temps égale a 2 femtoseconde. Les énergies de Van der Waals ont été
calculées, en utilisant un rayon de switch de 10 A et un rayon de troncature de 13,5 A.
L’analyse des résultats a été réalisé a 1’aide du logiciel VMD [27] et le programme Ligplus
[28].

I11. Résultats et discussion
111.1 Génération du modele pharmacophore 1 « Structure-Based »

Dans cette étape, nous avons utilisé la technique de modélisation du pharmacophore,
pour identifier les régions favorables aux interactions CK2-Inhibiteurs. Cette méthode, prend
en considération les structures 3D et les modes de liaisons d’inhibiteurs dans le site actif de la
CK2.

La figure 1lI-2-a, représente le premier modele pharmacophore Structure-Based
(modele 1), que nous avons géneré.

Comme indiqué dans le tableau I11-3, et rapporté sur la figure Ill-2-a, le modéle
pharmacophore généré pour la structure 3AMY (Modele 1), est composé d’une combinaison
de deux liaisons hydrogéne donneur (HBD), situées sur les atomes d’oxygene des
groupements hydroxyle en positions 3” et 7 (Tableau 111-2). Une liaison hydrogene accepteur
(HBA) sur I’atome d’oxygene du groupement hydroxyle en position 3°. Et une surface
hydrophobe (Hy) situee sur le cycle phényle C.
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Il est a noter que, plusieurs modeles pharmacophore ont été développés pour les
inhibiteurs de la CK2, et la plupart d’entre eux sont composes des mémes types interactions et

caractéristiques, a savoir : HBA, HBD et Hy [1-3].

I11.2 Génération du modele pharmacophore 2 « ligand-Based »

Le deuxiéme modele pharmacophore Ligand-based (modéle 2), a été généré a partir
des quatre ligands: Apigenine, lutéoline, FLC21 et FLC26, en utilisant le logiciel
LigandScout [6].

Le modéle 2, se compose de deux liaisons HBA, une surface hydrophobe (Hy) et deux
noyaux aromatiques (Ar) (Figure I11-2-b). Cependant, la superposition des structures 2D des
composés actifs sur le modeéle pharmacophore 2, a révélé que : les deux liaisons HBA sont
assurées par les groupements en positions 4 et 3°, la surface hydrophobe positionnée sur le

phényle C et les deux cycles aromatiques (Ar) sur les noyaux A et B, respectivement.

Des études antérieures ont reporté I’importance des cycles aromatiques « Ar », dans la
conception des inhibiteurs de CK2 [2,29-31].

111.3 Génération du modéle pharmacophore 3

Toutes les caractéristiques des deux modeéles 1 et 2 obtenues précédemment, ont été
combinées et fusionnées dans un troisieme modéle pharmacophore que nous avons noté
modele 3, cela afin d’améliorer les capacités et les caractéristiques pharmacophoriques
prédites dans les deux modeles 1 et 2, pour la reconnaissance des composés actifs.

En effet, le modéle 3 (Figure 1l1-2-c), est constitué de sept caractéristiques : une
surface hydrophobe (Hy), deux cycles aromatiques (Ar), deux HBA et deux HBD. Il convient
de noter que I’interaction HBD, assurée par le groupement en position 7, a été définie comme

optionnelle.
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Figure 111-2: Représentation 3D des -caractéristiques pharmacophoriques des trois
modeles générés par LigandScout, a- Modeéle 1, b- Modele 2, et c- Modele 3. Les interactions
HBA, sont représentées en spheres Rouge, HY en sphéres jaunes, HBD en vert, les noyaux
aromatiques (Ar) en bleu et les longueurs des liaisons sont données en A.
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Tableau 111-3: position des -caractéristiques pharmacophoriques des trois Modeles
pharmacophores générés par notre étude (1,2 et 3).
Model HBD HBA Hydrophobic Ar
Nber Position Nber Position Nber  Position

Model 1 2 7,3 1 3 1 Ring C 0

Model 2 0 - 2 4,3 1 RingC  Ring A
Ring B

Model 3 2 3, 7(Optional) 2 4,3 1 RingC  Ring A
Ring B

111.4 Validation des modeles pharmacophores

Pour évaluer la robustesse des trois modeles pharmacophoriques que nous avons
développé, nous les avons soumis a plusieurs métriques de performance. Dans un premier
temps la validation a été effectuée en utilisant un lot d’essai contenant 26 composés actifs
sélectionneés de la littérature [11] et de 1000 composés non actifs « Decoys », collectés a partir
de la base de données ZINC [12]. Par la suite les courbes de ROC (Receiver Operating
Characteristics), permettant de visualiser les fractions de vrais positifs et de faux positifs, ont
été générées pour chaque modeéle pharmacophoriques. Les trois modeles sont évalués aussi
sur la base de I’aire sous la courbe de ROC (Area Under the Curve ou AUC), résumant la
capacité de discrimination globale d’un modéle. Beaucoup d’autres métriques de validation
ont été au coeur de ce travail notamment les facteurs d’enrichissement, la sensibilité, la

spécificité, la précision, le nombre de faux positifs et le nombre de faux négatifs.

111.4.1 Cas du modeéle 1 :

La courbe de ROC calculée pour le modéle 1 est représentée sur la figure 111-3-a.
L’analyse de cette figure montre que cette courbe tend vers la classification aléatoire (la
diagonale tracée entre les points (0,0) et (1,1) du graphique). Cela signifie que le modéle 1

n’est capable de distinguer les vrais positifs des faux positifs.

D’un autre coté, les facteurs d’enrichissement calculés pour les fractions de la
chimiotheque classée 1%, 5%, 10% et 100%, par rapport a une sélection aléatoire des
composés, sont 7.9 ; 6.6 ; 6.6 et 6.6, respectivement. De plus, 1’aire sous la courbe de ROC
(Area Under the Curve : AUC), calculé pour ce modéle est égale a 0.53 (figure 3-a et tableau
4), une valeur proche de la classification aléatoire. De ce fait, les performances du modeéle 1

sont mauvaises puisqu’il ne permet pas d’obtenir une discrimination entre les actifs et les
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decoys. Il est bien de noter que plus la valeur de AUC est proche de 1 plus la classification
réalisée est discriminante et plus cette valeur est proche ou inférieure a 0.5 plus les

performances de ce modele sont mauvaises.

En effet, parmi les 26 composés actifs, le modéle 1 a pu distinguer seulement deux
composés comme actifs (vrai positif, VP). Tandis que le reste de composés actifs (24), sont
prédits comme inactifs (faux négatifs, FN). Par conséquent les classifications obtenues sont
comme suit :

v Lasensibilité obtenue pour ce modele, déterminant la fraction des vrais positifs (FVP), est
faible du moment que sa valeur avoisine les 8%.

v’ La spécificité calculée pour ce modéle, déterminant la fraction des vrais négatifs (FVN),
est de 99% sachant que le nombre de faux positifs est de 10. Il est bien de noter que ce
pourcentage est en rapport avec le nombre de composes inactifs utilisés dans la validation
(1000 composes)

v’ La précision, qui représente la part des vrais positifs parmi tous les composés hits, est de

17%, ce qui est tres insuffisant.

111.4.2 Cas du Modéle 2

La courbe de ROC calculée pour le modele 2 est représentée sur la figure I11-3-b.
L’analyse des résultats montre que cette courbe atteint directement le point (0,1) avant de
rejoindre le point (1,1) du graphique. Cela signifie que le modele 2 permet de discriminer

parfaitement les ligands actifs des inactifs (decoys).

D’un autre coté, les facteurs d’enrichissement calculés pour les fractions de la
chimiothéque classée 1%, 5%, 10% et 100%, par rapport a une sélection aléatoire des
composés, sont 39.5; 33.1; 33.1 et 33.1, respectivement. De plus, 1’aire sous la courbe de
ROC (AUC : Area Under the Curve), calculé pour ce modéle est égale a 1.00 (figure 111-3-b et

tableau 4), une valeur qui caractérise une discrimination parfaite.

L’analyse visuelle des résultats obtenus pour le modele 2, montre que ce modele a pu
distinguer tous les 26 composes actifs (VP). En effet, les calculs statistiques obtenues sont :
v'Lasensibilité, est de 100%.

v La spécificité, est de 99,5%, sachant que le nombre de faux positifs est de 5.

v La précision de ce modele est de 84%.
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L’analyse des résultats de validation des deux modeles 1 et 2, a montré que
quatre Faux positifs (FP) selectionnés par le modele 2, ne sont pas prédits par le

modéle 1.

111.4.3 Cas du Modele 3

La combinaison des caractéristiques des deux modeles, 1 et 2, nous a permis d’obtenir un autre
modele, noté modele 3. En effet, la courbe de ROC calculée pour ce modele est représentée sur
la figure 111-3-c. La forme de cette courbe ressemble & celle obtenue pour le modéle 2, ¢’est-a-
dire qu’elle atteint directement le point (0,1) avant de rejoindre le point (1,1) du graphique.
Cela signifie que, le modele 3, tout comme le modéle 2, permet de discriminer parfaitement

les ligands actifs des inactifs (decoys).

D’un autre coté, nous observons une amélioration dans les facteurs d’enrichissement
calculés pour les fractions de la chimiothéque classée 1%, 5%, 10% et 100%, par rapport a
une sélection aléatoire des composés, qui sont égales a 39,5, 38,0, 38,0 et 38,0,
respectivement. De plus, 1’aire sous la courbe de ROC (Area Under the Curve : AUC), calculé
pour ce modele est égale a 1.00 (figure 3-c et tableau 4), une valeur qui caractérise une

discrimination parfaite.

Le modeéle 3 a pu distinguer tous les 26 composes actifs (VP). Par conséquent, nous
avons obtenu les valeurs de classifications suivantes :
v Lasensibilité calculée pour ce modéle est supérieure a 99%.
v’ La spécificité calculée pour le modéle 3 est de 99,9%, sachant qu’un seul composé faux
positif (FP) a été détecte.
v La précision du modéle 3 est supérieur a 96%.

73



Chapitre 111 : Identification de nouveaux inhibiteurs de la CK2 par des approches in
silico

A

100.0%
&= 80.0%
o
c
2]
=2
5 60.0%
5]
Q2
[<F)
v
X 40.0%
£
b=
5 =
c
S 200%
v

20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%
1 - Specificity (% selected decoys)
B

100.0%
& 80.0%
o
c
3°]
=
5 60.0%
]
)
<3}
(%2 ]
X 40.0%
£ 31 hits
=
c
S 200%
v

20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%

1 - Specificity (% selected decoys)

74



Chapitre 111 : Identification de nouveaux inhibiteurs de la CK2 par des approches in
silico

C
100.0%
-  80.0%
19
c
3¢}
D
5o 60.0%
LS
Q
[F)
wvi
X 400%
= 27 hits
"&; of 1026 total compounds
S 200% (26 actives, 1000 decoys)
v

20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%

1 - Specificity (% selected decoys)

Figure 111-3 : Représentation des courbes ROC, obtenues par le criblage de 26 composes
actifs et 1000 decoys, en utilisant les trois modeles : A- modéle 1, B- modele 2, C- modeéle 3.
La courbe en bleu représente la courbe de ROC obtenue pour chaque modele, celle en
pointillée noir est la classification aléatoire

Tableau 111-4 : Parameétres de validation calculés a 1’aide de 1’échantillon de test constitué de
26 composés actifs et de 1000 decoys, pour les trois modeles pharmacophore générés (1, 2 et

3)

Model TP TN FP  Précision Sensitivité Spécificitt AUC EF
Model 1 2 990 10 0.17 0.080 0.990 0.530 6.600
Model 2 26 995 5 0.84 1.000 0.995 1.000 33.100
Model 3 26 999 1 0.96 1.000 0.999 1.000 38.100

L’analyse des résultats de validation des trois modeles pharmacophoriques (1, 2 et 3),
montre bien que le « modele 3 » a plus de possibilités de distinguer un composé actif dans la
base de données avec moins de Faux Positifs. Par conséquent, ce dernier sera utilisé dans la

prochaine étude de criblage virtuel de la base de données Pubchem Drug Bank.

111.5 Criblage Virtuel

Apres avoir obtenu un pharmacophore suffisamment discriminant et sélectif de la
protéine CK2, ce modeéle peut étre utilisé pour la recherche de nouveaux hits par le criblage de
chimiothéques. Ainsi, le modéle 3 a été utilisé pour cribler 737 920 composés issus de la base
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de données Pubchem Drug Bank, vu son habilité a distinguer les ligands actifs des inactifs
(Decoys), ainsi que sa capacité de récupérer le plus grand nombre de composés actifs (VP)

avec moins de faux positifs (FP).

L’organigramme systématique suivi pendant les simulations du criblage virtuel est
représenté sur la figure I11-4. 1l est a noter qu’a la fin de la premiére étape, la comparaison du
nombre et du type des points pharmacophoriques entre chaque molécule et le pharmacophore
a permet de sélectionner 5984 composés avec une valeur de pharmacophore-fit supérieur a
57,0.

Ligand based

Preparation of
virtual library |
(NCBI database) | 7379

Pharmacophore
validation

Figure 111-4 : Organigramme systématique du criblage virtuel utilisée dans notre
étude.
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111.6 Analyse Drug-likeness

Dans le but de filtrer encore plus les 5984 hits obtenus dans 1’étape de criblage virtuel
et d’éliminer toutes les molécules posseédant des propriétés incompatibles avec celles de
composés d’intérét pharmaceutique (drug-like), nous les avons soumis a un filtrage
pharmacocinétique, chimique et de profil de médicament en utilisant le programme DruLiTO
[7]. En effet, pour qu’une molécule devient un medicament, elle doit satisfaire certaines
regles, notamment la regle de 5 de Lipinski [17], Veber [18], Ghose filter [19], QED
(quantitative estimate of drug-likeness) [20], BBB likeness (blood-brain barrier) [21], CMC-
50-like et MDDR-like, (voir I’annexe 02).

Le but de cette étape est d’éliminer toute molécule potentiellement toxique et celles
comportant des groupements jugés trop réactifs.

Au terme de cette étape, 14 composés, appartenant aux familles chimiques
des flavonoides et des benzimidazole, satisfont 1’ensembles des criteres constituant les
différentes regles utilisées. Ces composés ont été retenus pour la suite de notre investigation a
savoir les études de docking moléculaire.

111.7 Docking moléculaire

Dans le but de prévoir la capacité ou non des molécules obtenues, suite aux filtres

appliqués a notre chimiotheque a se lier au site actif de la protéine CK2, nous les avons

soumises aux études de docking moléculaire.

11.7.1 Génération des parametres du docking

Avant de docker les molécules étudiées dans le site actif de la CK2, il est nécessaire de
tester les performances de prédiction du modele de docking que nous avons développé avec le
logiciel FlexX [8]. Aussi, la structure du ligand de référence Apigenine (AGI), extraite du
complexe cristallographique 4DGM a été redockée dans le site actif de la CK2.

La figure 1l11-5 montre la superposition de la structure cristallographique et la
conformation du ligand AGI issue de Docking. Ainsi, la conformation dockée de I’AGI est
tres proche de celle de la structure expérimentale, puisque la déviation quadratiqgue moyenne
(root mean square deviation ou RMSD) obtenue entre les deux conformations n’était que de
0,75.
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Figure 111-5 : Comparaison entre la structure cristallographique X-ray (représentée en boules
et tiges vertes) et la structure issue du docking de ligand « AGI » (représentée en tiges grises)

111.7.2 Validation du modeéle de Docking

Pour confirmer I’efficacité du modele de docking moléculaire, nous avons procédé au
calcul de la corrélation entre les énergies de liaisons prédites, obtenues par le programme
FlexX pour les 26 composés de I’ensemble de test (tableau 2) et les activités expérimentales
correspondantes (valeurs pIC50 = - log (IC50)).

En effet, d’apres la figure 111-6, le coefficient de corrélation obtenu est R = 0,84). En
se basant sur les résultats, ainsi que les résultats des études de docking moléculaire
précédentes [32], nous pouvons confirmer que le modele de docking moléculaire proposé,
pourrait décrire de maniere satisfaisante les interactions pouvant avoir lieu entre les

inhibiteurs et les acides aminés du site actif de la CK2.
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Figure 111-6 : Représentation graphique des énergies prédites par le docking des composés de
I’ensemble de test, en fonction des valeurs expérimentales (pIC50).

111.7.3 Mode de liaison des composés criblés

Pour sélectionner les composés potentiellement actifs (drug-like), les 14 molécules
obtenues ont été dockées dans le site actif de la protéine CK2, en utilisant le logiciel LeadlT
[8]. En effet, le mode de liaison prédit, les énergies de docking moléculaire et les interactions
des molécules hits ont été comparés a celles du ligand de référence (AGI).

L’énergie de docking calculée pour le ligand de référence AGI est égale a -29,1
kJ/mol. Ainsi, tous les composés dont les énergies de docking inférieures a -30 kJ/mol ont été
sélectionnés et leurs interactions avec les résidus du site actif ont été analysées.

L’analyse des résultats a révélé qu’un seul composé, n’appartenant pas a la famille des
flavonoides, présente une énergie de docking inférieure a celle du ligand AGI. Ce composé
(hit), ayant un PubChem CID : 7250636, correspond a la structure chimique C20H17NsOS. Son
nom chimique selon la nomenclature ITUPAC est: 1-[(3S) -3-cyano-4-imino-2-oxopentyl]

sulfanyl-3-ethylpyrido[1,2-a] benzimidazole-4-carbonitrile.

En effet, le composé hit, est un dérivé de pyrido[1,2-a] benzimidazoles, contenant une
fonction nitrile et un groupement éthyle en positions 3 et 4 du cycle pyridine, respectivement,

et un groupement 3-cyano-4-imino-2-oxopentylsulfanyl en position 6, comme illustré dans le
Tableau I11-5.
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Tableau [111-5: Structure chimique, propriétés physicochimiques (drug-likeness),
pharmacophore fit (fit score) et les énergies du docking (Docking Score) obtenus pour le
composé hit, ainsi que pour I’AGI

Fit Docking

Composé Structure HBD  TPSA logP = HBA MW
Score Score

Hit

1 12940 143 6 37512 66.71 -36.41

AGI
4 9406 139 0 271.06 5851 -29.10

Il convient de noter que, I’analyse de la base de données ChEMBL

(https ://www.ebi.ac.uk/chembl/), a montré que ce composé n’a jamais été étudié (exploré)

pour I’inhibition de la CK2. De plus, les chercheurs du monde entier accordent une plus
grande attention aux dérivés de benzimidazole substituées, en raison de leurs activités
biologiques intéressantes vis-a-vis de nombreuses maladies [33].

En se basant sur 1’énergie de docking calculée pour le composeé criblé hit, qui est de —
36,03 kJ/mol, nous avons estimé que ce composé prédit par notre étude, montre une affinité
plus élevée pour la protéine CK2, que celle du ligand expérimental « AGI ». Par conséquent,

ce composé a été sélectionné pour la suite de notre investigation.

La conformation du composé prédit avec la meilleure énergie de docking, est illustrée
avec I’AGI sur la Figure I11-7. Ce composg, se lie a la protéine CK2 dans le site de fixation
d’ATP (Adénosine Triphosphate), de ce fait il a une disposition similaire & celle du ligand

expérimental.
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Figure 111-7: Superposition de la conformation dockée du composé prédit (boules et
batonnets grises) et de la structure cristallographique de 1I’AGI (batonnets vertes). Les acides
aminés Val116, Glul14 et Lys68 du site actif de la CK2, sont représentés en batonnets grises.

La figure 111-8 illustre les interactions entre le composé prédit, hit, et la protéine CK2.
En effet, quatre résidus clés sont impliqués dans des interactions de type liaisons hydrogéne
dont : I’arginine (Arg47), I’acide aspartique (Aspl75), deux asparagines (Asnl161 et Asn118).
De plus, huit acides aminés sont impliqués dans des interactions hydrophobes dont deux
isoleucines (1le66, llel74), deux valines (Val45, Val53), phénylalanine (Phell3), glycine
(Gly46), méthionine (Met163) et I’asparagine (Asn118).

Il convient de noter que, des études antérieures théoriques et expérimentales sur la
recherche d’inhibiteurs de la CK2, ont également montrés que la plupart des résidus d’acides
aminés cités ci-dessus, contribuent a la formation de liaisons hydrogene et aux interactions

hydrophobes entre la CK2 et ses inhibiteurs potentiels [34-36].

En effet, Le groupement nitrile (—CN) en position meta du cycle pyridine du hit, forme
deux liaisons hydrogéne avec I’amine terminale du backbone de 1’Asn118 et la molécule
d’ecau  HOH581. Le groupement protoné imine (C=NH2+) du groupement « 0x0
pentylsulfanyl » est engagé dans deux liaisons hydrogenes avec les résidus Asnl6l et
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Aspl75. De plus, le groupement fonctionnel cyano (—CN) du groupement « o0xo0
pentylsulfanyl » forme une liaison hydrogéne avec le résidu Arg47.

Ajouter a cela, I’atome de soufre du résidu Met163, est situé a une distance de 3.47 A
du cycle pyridine du composé hit. Ceci, cette disposition 3D peut conduire a des interactions
favorables du type « z-soufre ». D’autre part, le cycle « phényle » du composé hit est entouré
par les résidus Val53, Phell3, lle66, et lle174, conduisant a la formation d’interactions
hydrophobes favorables.
En effet, les interactions hydrophobes formées avec le résidu Phell3, jouent un réle
important dans la fixation des inhibiteurs dans le site de liaison d’ATP [3,37]. Ajouter a cela,

il a été démontré que I’Argd7 et Aspl75, sont aussi tres importants pour la fixation, dans le
site actif, de certains inhibiteurs de la protéine CK2 [38].
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Figure 111-8 : Vue bidimensionnelle du mode de liaison du composé prédit hit dans le site
actif de la CK2.

La superposition du hit sur le meilleur modéle pharmacophore (modéle 3) montre une

parfaite adéquation entre la position des caractéristiques pharmacophoriques et les
groupements fonctionnels de ce composé (Figure 111-9).
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Figure 111-9 : Représentation tridimensionnelle de la superposition de la molécule prédite sur
le modele pharmacophore (modele 3).

La figure 111-9 montre que le composé hit correspond parfaitement a toutes les
caractéristiques du pharmacophore 3, a savoir : deux HBA (en position 4 et 3), une HBD (3),
une HY (phényle cycle C) et deux caractéristiques Ar, a I’exception de la HBD (en position 7)
qui a été définie initialement comme caractéristique facultative.

Il a été démontré qu’un modéle pharmacophorique d’inhibiteurs de la CK2, doit
contenir des groupements appropriés pour former des liaisons hydrogéne, entre les chaines
latérales des résidus du site actif de la CK2, correspondant au site de liaison de I’ATP, et
I’inhibiteur [39].

111.8 Analyse in silico de la toxicité

La toxicité d’un composé drug-like est I’un des parametres les plus redoutés par les
développeurs de médicaments. En effet, un composé drug-like présentant des effets
indésirables graves lors des essais cliniques sera immédiatement abandonné de maniere
définitive. Il est donc important de prédire sa toxicité a partir de sa structure lors de la phase
de recherche et développement. Dans ce contexte, nous avons réalisé une analyse in silico de
la toxicité a 1’aide du serveur Web ProTox-11 [9], afin de démontrer I’absence d’effets
secondaires (toxiques) dangereux du composé prédit par notre étude.

En effet, les valeurs de la toxiciteé calculée en termes de la dose létale moyenne (DL50)

ainsi que leurs classifications, sont résumées dans le tableau I11-6.
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Tableau 111-6 : Resultats de toxicité (DL50) des composés étudiés et classifications
correspondantes.
Composé DL50 Classe de toxicité
Hit 900 mg/kg 4
CX-4945 729 mg/kg 4
AGI 2500 mg/kg 5

Il convient de noter que plus la valeur DL50 est élevée, plus la toxicité est faible. En
revanche, aucun événement indésirable lié a la toxicité du composé prédit par notre étude ou a

I’un de ses dérivés, n’a été rapporté a ce jour dans la littérature scientifique.

111.9 Simulation de Dynamique Moléculaire

La dynamique moléculaire permet d’identifier les régions de la protéine influencées
par la présence du ligand. Ces méthodes considérent explicitement I’ensemble du systéme
protéine-ligand comme flexible et peuvent donc étre utilisées pour la validation des poses
obtenues par le docking. A cet effet, nous avons réalisé des simulations de dynamique
moléculaire, pour confirmer le mode de liaison prédit par nos simulations de docking pour le
compose hit dans le site actif de la CK2 et comparer les résultats ainsi obtenus a ceux du
ligand AGI dans la structure cristallographique 4DGM. Ainsi, nous avons évalué la stabilité
des systemes par : les variations des valeurs de RMSD, le nombre de liaisons hydrogene entre
les ligands et la protéine, la fluctuation quadratique moyenne (RMSF), les changements des
surfaces accessibles aux solvants (SASA) ainsi que le rayon de giration (rGyr).

La figure 111-10 montre la superposition de la conformation issue du docking du
complexe (hit-CK2) avant la dynamique moléculaire (DM) et celle aprés les 100 ns de DM.
L’analyse des résultats montre que le ligand hit a conservé le méme site de liaison (avant et
apres les simulations de dynamique moléculaire). De plus, les liaisons hydrogéne avec les
résidus Arg47 et Hisl60, ainsi que les interactions hydrophobes avec les résidus Gly46,
Val53, llel74, Val45, Met163, Asn118 et Val116, sont également conservées.
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Figure 111-10 : Superposition de la conformation issue du docking (boules et batonnéts
grises) et celle obtenue apres 100 ns de dynamique molécualire (boules et batonnéts colorés
selon la nature des atomes) du complexe prédit (hit-CK2).

111.9.1 Analyse des liaisons Hydrogene

Le nombre de liaisons Hydrogéne formées entre les ligands hit, AGI et la protéine
CK2 durant les 100 ns de dynamique moléculaire, sont représentées sur les figures I11-11 et
I11-12 respectivement.

L’analyse des résultats, montre que le ligand hit a formé 3 a 5 liaisons hydrogene en
moyenne, avec les résidus du site actif de la protéine CK2 durant les 100 ns de DM. Ce
résultat confirme la forte inhibition de la protéine CK2, par le composé criblé appuyant ainsi
les résultats déja obtenus par les simulations de docking, ayant prédit quatre liaisons
hydrogenes avec les résidus du site actif de la CK2.

D’autre part, le ligand AGI forme 2 a 4 liaisons hydrogéne en moyenne avec les
résidus du site actif de la CK2, le long des 100 ns de DM.
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Figure 111-11 : Nombre de liaisons hydrogéne entre le ligand « hit » et la protéine CK2.
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Figure 111-12 : Nombre de liaisons hydrogéne entre le ligand AGI et la protéine CK2.

111.9.2 Analyse RMSD

Les diagrammes RMSD calculés pour les atomes Ca du backbone de la protéine CK2,
pour les complexes, hit-CK2 et cristallographiqgue AGI-CK2, le long des 100 ns de la
dynamique moléculaire, sont reportés sur la figure 13.
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Figure 111-13 : RMSD des atomes Ca du backbone des complexes hit — CK2 (rouge) et AGI
— CK2 (bleu).

Le complexe hit-CK2 a atteint la stabilité, autour de 10 ns. Au-dela de ce point aucune
déviation significative n’a été observée, pour les atomes Ca jusqu’a la fin de la simulation. La
valeur de RMSD résultante varie entre 1,4 A et 1,6 A.

Cela signifie que, la structure du complexe hit-CK2, adopte une conformation plus
stable que celle de départ. En revanche, certaines fluctuations ont été observées pour le
complexe cristallographique « AGI-CK2 » jusqu’a 80 ns, ou le systéme commence a Se
stabiliser autour d’une valeur de RMSD de 2 A.

La figure I11-14, illustre les valeurs de RMSD calculées pour les ligands hit et AGI
dans les deux complexes étudiés, par rapport a la conformation de référence de chaque
systeme, au cours du temps de simulation. On voit bien, qu’il existe une différence entre les
deux courbes, ce qui indique la présence de mouvements modérés des deux ligands dans le

site actif de la protéine CK2.
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Figure 111-14 : RMSD du ligand prédit « hit » (rouge) et expérimental « AGI » (bleu) durant
les 100 ns de dynamique moléculaire.

Cette figure montre également, que le ligand prédit « hit » est caractérisé par de
faibles fluctuations de ’ordre de 0,5 + 0,3 A, jusqu’a 70 ns. De ce point jusqu’a la fin du
temps de simulation, le systéme a atteint une stabilité a une valeur de RMSD avoisinant de 0,8
+ 0,1 A. Ce résultat montre que le ligand hit oscille entre plusieurs conformations dans le site
actif de la CK2 jusqu’au 70 ns, apres lesquelles il commence a se stabiliser.

En revanche, les valeurs de RMSD du ligand expérimental AGI étaient plut6t élevées,
conduisant a des changements conformationnels et des écarts par rapport a la conformation de
référence. Ceci se traduit par des fluctuations importantes de RMSD, dans les 40 premieres
nanosecondes (RMSD =~ 1,1 = 0,4 A). En effet, a partir de 70 ns le systéme a atteint une
stabilité¢ autour de RMSD = 1 + 0,2 ns jusqu’a 95 ns, ou le RMSD a de nouveau augmenté.

La comparaison des valeurs de RMSD calculées, pour les deux systéemes étudiés,

montre que le complexe prédit « hit-CK2 » est plus stable que le systéme expérimental.

111.9.3 Analyse RMSF

Le RMSF, est un outil indispensable pour mesurer 1’écart par rapport a une position de
référence d’un atome de ligand pendant le temps de simulation. Ce paramétre represente la
moyenne de la déviation pour chaque résidu comparativement aux mémes atomes de la
structure de reférence. En effet, la figure I11-15 montre le diagramme RMSF des acides
aminés de la protéine CK2 dans les deux systemes étudiés hit-CK2 et AGI-CK2 (4DGM). Les
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résultats obtenus, ont été comparés au facteur de déplacement atomique « B factor » des
atomes Ca de chaque résidu de la protéine étudiée.
La figure I111-15, montre de grandes fluctuations des résidus, qui se produisent

principalement dans le complexe cristallographique « AGI-CK2 ».

— Hit-CK2 — AGI-CK2 B-factor

3,5

0 50 100 150 200 250 300
Residue

Figure 111-15: Courbes de RMSF des complexes étudiés : complexe prédit « hit-CK2 »
(rouge), complexe cristallographique « AGI-CK2 » (vert) et le B factor (bleu).

En effet, les résidus : Ala28 (1,98 A), Lys49 (2,08 A), Asn61 (2,32 A), His105 (3,20
A), His166 (2,2 A), Asp210 (1,85 A), Leu282 (2,34 A) et Asn286 (2,60 A), ont des valeurs de
RMSF des carbones alpha (Ca) plus élevées dans le complexe « AGI-CK2 » en les comparant
a ceux dans le complexe prédit « hit — CK2 ». Dans ce dernier, les valeurs de RMSF des
résidus cités plus haut sont : Alal8 (1,77 A), Lys49 (1,84 A), Asn61 (2,07 A), His105 (2,76
A), His166 (1,42 A), Asp210 (1,11 A), Leu282 (1,61 A) et Asn286 (1,49 A). Cette différence
dans les valeurs de RMSF est provoquée par une grande mobilité de ces résidus au cours de la

simulation de dynamique moléculaire.

Cependant, les valeurs de RMSF des carbones alpha (Ca) des résidus Pro72, Gly185,
His236 et GIn268, dans le complexe prédit hit — CK2 sont 1,88 A, 1,98 A, 1,89 A et 2,09 A,
respectivement. Les valeurs des mémes résidus dans le complexe cristallographique AGI-
CK2sont 1,68 A, 1,50 A, 1,59 A et 2,04 A), respectivement. Ainsi, ces acides aminés ont des

valeurs de RMSF plus élevées dans le complexe prédit comparativement a ceux dans le
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complexe cristallographique. Par conséquent, la comparaison des deux courbes de RMSF des
carbones alpha (Ca) des deux complexes avec la courbe du facteur de déplacement atomique
« B-factor », indique une bonne simulation, puisque les deux courbes sont paralléles a celle de

« B-factor », tout au long de la simulation de dynamique moléculaire.

111.9.4 Analyse des propriétés du ligand

Pour décrire la surface des deux complexes étudiés « AGI — CK2 » et « hit — CK2 » et
leurs interactions potentielles avec les molécules d’eau au cours du temps, nous avons calculé
la surface accessible aux solvants (SASA), SASA hydrophobes et SASA hydrophiles pendant
les 100 ns de dynamique moléculaire. Un autre critere que nous avons utilisé pour évaluer la
stabilité des complexes étudias est le rayon de giration (radius of giration ou rGyr). Ce
parametre permet de donner une idée sur 1’extension spatiale d’une molécule a partir de son
centre de masse.

Comme nous pouvons voir sur les figures 111-16 et 111-17, les deux systemes montrent
des fluctuations (augmentation /diminution en fonction du temps de simulation) pour les
surfaces « SASA hydrophile » et « SASA totale ».

— Hit-CK2 — AGI-CK2
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Figure 111-16 : Courbe de propriétés « SASA total » calculées, pour les complexes prédit «
hit-CK2 » (rouge) et « AGI-CK2 » (bleu), pendant les 100 ns de simulations de dynamique
moléculaire
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Figure 111-17 : courbe des propriétés « SASA Hydrophiles » calculées, pour les complexes
prédit « hit-CK2 » (rouge) et « AGI-CK2 » (bleu), pendant les 100 ns de simulations de
dynamique moléculaire.

Il est a noter que, les valeurs moyennes de SASA hydrophile pour les complexes « hit-
CK2 » et « AGI-CK2 » sont : 13 165,60 A2 et 13 109,59 A2, respectivement, et celles de la
SASA totale, sont : 17 740,50 A? et 17 749,09 A?, respectivement. D’aprés ces résultats, on

peut déduire que I’interaction hydrophile a augmenté dans le complexe prédit « hit-CK2 ».

En revanche, la SASA hydrophobe est restée relativement constante jusqu’a 52 ns
pour « AGI — CK2 ») et 82 ns pour « hit — CK2 »). A ces deux moments de simulation, on a
observé une légére augmentation de la surface « SASA hydrophobe » des deux complexes

(Figure 111-18).
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Figure 111-18 : Diagramme des propriétés « SASA Hydrophobes » calculées, pour les
complexes prédit « hit-CK2 » (rouge) et « AGI-CK2 » (bleu), pendant 100 ns de simulations
de dynamique moléculaire.

La figure 111-19 illustre les valeurs de rGyr calculées pour les deux complexes,
cristallographique et prédit. En effet, la valeur moyenne obtenue pour ces deux derniers, sont :
21,08 A et 21,12 A, respectivement.

Il est bien de noter qu’aucune élévation substantielle (> 5 A) n’a été repérée au cours
de toutes les simulations de dynamique et cela dans les deux cas. Cela indique I’absence de
repliement de la protéine et de désorganisation des structures secondaires des complexes
étudiés.

L’analyse des résultats montre que le complexe prédit « hit-CK2 », est stabilisé a 25 ns
et a atteint I’équilibre aprés 60 ns a environ 21,10 A. Tandis que le complexe
cristallographique « AGI-CK2 » est passé de 20,5 A & 20,9 A & 7 ns, pour atteindre un
équilibre a 29 ns. Aprés cet instant, les valeurs de rGyr ont de nouveau augmenté pour

atteindre 1’équilibre autour de 21,3 + 0,2 A apres 60 ns.
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Figure 111-19 : Courbe des valeurs de (rGyr) calculées pour les complexes étudiés « hit —
CK2 » (rouge) et « AGI-CK2 » (bleu) pendant les 100 ns de simulation de dynamique
moléculaire.

D’aprés les résultats reportés plus haut, nous pouvons alors conclure que les
complexes étudiés, expérimental « CK2-AGI » et prédit « CK2-hit », sont stables, puisque les
valeurs de rGyr obtenues varient entre 20,4 et 21,5 A (<5 A).

IV. Conclusion

Dans cette étude, nous avons généré des modeles pharmacophores, en utilisant et en
combinant les caractéristiques des pharmacophores « Structure-based » et « Ligand-based ».

En effet, les trois modéles pharmacophore générés, ont été évalués et validés pour
leurs qualités de pouvoir identifier et de discriminer des composés chimiques actifs des
inactifs, en utilisant plusieurs paramétres, notamment ROC, AUC et un lot d’essai.

Le meilleur modéle pharmacophore, obtenu en fusionnant les caractéristiques
pharmacophoriques basees sur la structure du ligand « ligand-based » et celle basées sur la
structure de la protéine « structure-based », consiste en sept caractéristiques, a savoir : deux
liaison HBA, deux HBD, une hydrophobe (Hy) et deux caractéristiques aromatiques (Ars). Ce
modele a été alors utilisé pour cribler virtuellement une chimiothéque issue de la banque de

données Pubchem Drug Bank dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs de la CK2.
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Les 5984 composés retenus dans 1’étape précédente, ont €té analysés, testés et criblés a
I’aide de plusieurs techniques et filtres, telles que la régle de Lipinski et la simulation du
docking moléculaire.

Les modes de liaison favorable et 1’énergie de docking des quatorze composés soumis
a la simulation de docking, ont été comparés a celui du ligand expérimental « AGI » et
analyses par la suite, pour identifier les interactions essentielles dans le site actif de la CK2.

L’analyse des résultats de docking montre que les groupements «oxo pentyl
sulfanyle » et « cyano » (CN) du composé criblé (hit), forment des interactions favorables
avec les acides aminés Aspl175, Asn161, Arg47 et Asn118 du site actif de la CK2.

De plus, le cycle phényle et le groupement éthyle en position meta du cycle pyridine
sont entourés des résidus : Val53, Phell3, 1le66, et llel74 et Val45, Gly46, Metl63 et
Asn118, engendrant des interactions hydrophobes favorables.

Les 100 ns de simulation de dynamique moléculaire, nous ont fourni un apercu sur la
stabilité moléculaire du ligand prédit « hit » dans le site actif de la CK2. Ces résultats ont été
analysés et validés a ’aide de plusieurs paramétres tels que les RMSD (du ligand et des
carbone Ca), les liaisons hydrogene formées entre le ligand et la protéine, la fluctuation
quadratique moyenne des carbone Co (RMSF), la surface accessible aux solvants (SASA
totale, SASA hydrophobe et SASA hydrophile) et le rayon de giration du complexe (rGyr).
Ainsi, les résultats des simulations de dynamique moléculaire sont en parfait accord avec les
résultats du docking moléculaire. Par conséquent, un nouvel candidat potentiel « candidat
médicament », a été découvert, qui appartient a la famille des pyrido [1,2-a] benzimidazoles,
et qui n’a pas encore été caractérisé dans la littérature scientifique comme inhibiteur de la

CK2.
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Chapitre IV : Etude des relations quantitatives structure-activité d’une série de
Flavonoides

l. Introduction

Comme nous 1’avons noté dans le chapitre I, les flavonoides constituent une nouvelle
classe d’inhibiteurs de la protéine Caséine Kinase 2 (CK2). Ainsi, la liaison produite entre
cette protéine et ces composes naturels est gouvernée par les structures moléculaires de ces

derniers.

L’objectif principale de ce travail, est de développer des inhibiteurs sélectifs de la CK2
mieux tolérés par ’organisme. A cet égard, nous avons élaboré des modéles OSAR
(Quantitatives Structure Activity Relationships) en se basant sur les champs d’interaction
moléculaire (molecular interaction field ou MIFs). Par la suite, nous avons testé le pouvoir
prédictif de ces modeles en utilisant plusieurs paramétres statistiques tel qu’un lot d’essai (test
set), une validation non croisée (Non-Cross Validation) et une validation croisée : CV-LOO
(Leave-One-Out Cross validation) [1], CV-LTO (Leave-Two-Out Cross Validation) [2-3] et
CV-LMO (Leave-Many-Out-Cross Validation) [4].

Il. Matériel et Méthodes
11.1 Docking Moléculaire

Nous avons débuté notre travail par une étude de docking moléculaire, afin d'exploiter
aussi efficacement possible, les propriétés moléculaires des structures cristallographiques de
dérivés de flavonoides, et leurs modes de fixation sur le site actif de la protéine CK2, en se

basant sur I'approche "Structure-based".

11.1.1 Préparation de la protéine (récepteur)
Dans cette étape, nous avons choisi la structure cristallographique de code PDB ID :

4DGM, cristallisée avec son ligand expérimental AGI (Apigenine) et résolue a 1.65 A [5].

En utilisant le programme « Autodock1.5.4 » [6], nous avons sélectionné tous les
acides aminés du site actif de cette protéine se trouvant a une distance inférieure a 3.5A du
centre de ligand AGI.

11.1.2 Préparation des ligands

Nous avons sélectionné une série de 83 molécules dérivées des flavonoides et
présentant des activités inhibitrices pour la CK2 [7-8]. Nous avons optimisé les géométries de
ces molécules, dessinées a 1’aide du logiciel ISIS Draw 2.3 [9], en utilisant la méthode
steepest-descent implémentée dans le logiciel Chimera UCSF [10].
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11.1.3 Protocol du docking moléculaire

Afin de déterminer les modes de liaison ainsi que les interactions pertinentes entre les
molécules étudiées et la protéine CK2, nous avons realisé des simulations de docking
moléculaire en utilisant le programme AutoDock [6], avec son algorithme génétique

Lamarckien (Algorithm-Lamarckian-Genetic : AGL) [6].

En effet, nous avons opté pour un docking semi-flexible [11], en séparant le systéme
en une partie flexible, contenant les résidus flexibles du site actif a savoir : Asp175, Asn 118,
Phe 113, lle 174, Val 53, Val 45, 1le66, Lys 68, Glul1l4 et Metl63, ainsi que le ligand
expérimental AGI, et une partie rigide contenant le reste de la protéine CK2.

11.1.4 Evaluations des résultats de Docking

Dans cette étape nous avons évalué les énergies prédites, par le docking moléculaire
des complexes obtenus par le docking (Flavonoide,-CK2), en se basant sur leurs meilleures
énergies libres de docking (Ag binding) [12], et leurs superpositions avec le ligand
cristallographique expérimental "AGI".

Il est bien de rappeler que les énergies prédites par le docking moléculaire, sont
calculées par I'équation suivante [12] :
AGbinding = AGO + AGpolar + AGa;tml‘.ar + AGsm‘.“.': + AGfl‘.eﬂlci """"" (1)

A noter que :

AGo : La perte d'entropie de translation et de rotation du ligand lors de sa liaison.

AG polaire €t AG apolaire : L€S interactions polaires et apolaires, respectivement.

AG solv €t AG fiexi : Sont les énergies de solvatation et de flexibilité de la structure du ligand.

En effet, toutes les conformations bioactives résultantes, ont été sélectionnées et
utilisées dans 1’étude QSAR.

11.2 Etude QSAR

Afin de déterminer les éléments structuraux responsables de 1’activité des composés
étudiés pour la protéine CK2, nous avons effectué une étude QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship). Cette étude résulte d’une analyse statistique reliant d’une maniere
quantitative, entre les propriétés physico-chimiques des structures moléculaires (descripteurs

moléculaires) et les activités biologiques des molécules organiques. Ceci revient a développer
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des modéles mathématiques prédictifs, qui traduisent la relation entre la structure et I’activité,

sous la forme suivante :
Activité = f (Descripteurs moléculaire) [13-17].

11.2.1 Creéation de la base de données « structure - activité »

Dans un premier temps, nous avons généré notre base de données, a partir des 83
molécules actives et de leurs activités inhibitrices expérimentales 1Cso (comprises entre 0.1 et
30 uM) [7-8], Tableau IV-1.

11.2.2 Alignement des molécules

Dans cette étape, nous avons appliqué I’approche « atom-based alignment method »,
implémenté dans le logiciel Open3dallig tools [18], pour aligner les fragments communs, des
83 molécules dans une boite cubique de c6té 1A (Grid box 1A3). Le but de cette étape est
d’obtenir un profil d’alignement multiple de la conformation bioactive, en se basant sur la

structure commune des derivés des flavonoides, représentée sur la figure 1.

Par la suite, toutes les molécules ont été réalignées encore une fois, selon leurs
énergies de docking minimales, par rapport au ligand expérimental de référence AGI
(Apigenine) et visualisées a l'aide de logiciel PyMOL [19].

Figure 1V-1 : Structure commune de dérivés de flavonoides [7].
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Tableau V-1 : Structures moléculaires, activités expérimentales ICso (UM) / pICso = -log ICso et énergies prédites par le docking moléculaire

Substitution en positions (R2’ R3’ R4’ R5’ R3 R5 R6 R7 R8) Activites Energie

Flv expérimentales  predite
Nbr par le

Rl’” RY R3’ R4’ R5’ R3 R5 R6 R7 R8  IC50 (uM)  PIC50 .

docking
1 H H OMe H H OAc H H H H >30 -1,48 -11.50
2 H H OMe H H H H Me H H >30 -1,48 -14.81
3 H H OMe H H H H OH H H 30 -1,48 -13.61
4 H H OMe H H H H OAc H H >30 -1,48 -14.93
5 H H Br H H OH H Me H H >30 -1,48 -14.39
6 H OMe OMe OMe H H H Me H H >30 -1,48 -14.28
7 H H NMe; H H H Me H Me H >30 -1,48 -14.58
8 H H NMe; H H OH H H H H >30 -1,48 -12.93
9 H H OMe H H OH H H H H >30 -1,48 -13.98
10 H OMe OMe H H OH H H H H >30 -1,48 -15.46
11 H H F H H H H H H H >30 -1,48 -13.93
12 H OMe OH H H H H H H H 0.8 +0,10  -14.37
13 H Ot OH H H H H H H H 7.5 -0,88 -14.48
14 H H H H H OH H Me H H >30 -1,48 -13.34
15 H OMe OMe H H H H Me H H >30 -1,48 -14.31
16 H Ot OH H H H H Me H H 8 -0,90 -14.48
17 H H cl H H OH H Me H H 23 -1,36 -14.13
18 H H F H H OH H Me H H >30 -1,48 -13.88
19 H H Me H H OH H Me H H >30 -1,48 -14.43
20 H H i-Pr H H OH H Me H H 26 -1,41 -14.37
21 OH H H H H OH H Me H H 28 -1,45 -14.92
22 H H OMe H H OH H Me H H 28 -1,45 -14.62
23 H OMe H H H OH H Me H H 25 -1,40 -13.55
24 H H OEt H H OH H Me H H >30 -1,48 -14.74
25 H OMe OMe H H OH H Me H H >30 -1,48 -15.70
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I1.2.3 Génération des champs d’interactions moléculaires (MIFs)

Dans cette étape nous avons créé et choisi les descripteurs moléculaires, qui sont les
champs d'interactions moléculaires notés : MIFs (Molecular Interaction fields, en anglais), en
utilisant I’outii COMFA (Comparative molecular field approach), implémenté dans le
logiciel Open 3D QSAR [18].

En effet, les MIFs sont calculés en déplacant un atome de chaque molécule alignée,
appelé atome sonde (probe atome, en anglais) a travers tous les nceuds de la boite cubique
(1A3), en évaluant par conséquent son énergie d'interaction avec sa molécule.

Ensuite, nous avons fixé des seuils d'alerte, par des rayons de switch minimal et
maximal (cutoffs, en anglais), réglés a des valeurs d'énergies -30,0 kcal / mol et +30,0 kcal /
mol, respectivement. Cela, afin de protéger les modeles QSAR des valeurs élevées, qui
peuvent fortement détruire leurs matrices PLS (partial least squares) correspondantes.

Toutes les interactions interatomiques, des structures tridimensionnelles des molécules

étudiées, sont utilisées pour établir les équations QSAR.

En effet, les énergies d'interaction stérique Evdaw (van der Waals), électrostatique Eele
(coulomb), ont été calculées également pour chaque molécule de la base de données, a chaque
nceud de la boite cubique (Grid box, en anglais), en utilisant les champs de force MMFF94 et
MMFF94s [20] de I'outil COMFA [18], par les équations suivantes :

Ai _ B;
Ede = Z?=1 (rﬁ - F) .......................... (2)
Qq;
Eofe = X i e, (3)

A noter que :

n: le nombre d'atomes ; ri: la distance entre I'atome sonde et I'atome i
Ai et Bi: sont les paramétres de Van der Waals pour I'atome i

Q :la charge de I'atome sonde ; gi: la charge de I'atome i

d: la distance diélectrique (d = 1, constant et d = 2, distance dépendante)

11.2.4 Répartition de la base de donneées
Nous avons divisé notre base de données, composée initialement de 83 dérivés de

flavonoides, en deux ensembles :
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e Un lot d’entrainement : appelé¢ aussi lot d’apprentissage (training set, en anglais),
contenant 61 molécules de flavonoides, utilisées afin de générer les modéles QSAR.

e Un lot de test : appelé aussi lot d’essai (test set, en anglais), contenant les 22 molécules
restantes, pour évaluer et valider les capacités et les performances prédictives des modéles

QSAR résultants, sur des molécules externes.

11.2.5 Méthode de régression linéaire par les moindres carrées partiels (PLS)
Nous avons utilisé la méthode de régression linéaire par les moindres carrés partiels

PLS (partial least squares) pour 1’analyse des modeles QSAR obtenus [21-24].

En effet, la corrélation statistique entre les valeurs d'énergie des MIFs a chaque nceud
de la boite cubique (x) avec les activités biologiques inhibitrice (y), est exprimée par la

matrice des pseudo-coefficients de PLS, suivante :

Y=XA+B.iiiiieeiennn, 4)
(Y-u) (X‘11 - Xw)
Y.N X-N Xnk
Ou:
Y : le vecteur de l'activité biologique (variable dépendante), a savoir: Y = 1,2, ....... ,n, N

X : la matrice des attributs ou descripteurs moléculaires (variables indépendantes), a savoir :
X=1234, ... , N, N
A : la matrice des pseudo-coefficients

B : la matrice des erreurs de régression

En outre, les paramétres optimaux de I’algorithme PLS implémenté dans le logiciel
Open 3D QSAR, ont été réglés a extraire jusqu’a 5 composantes principales (Principal
components : PCs, en anglais) des descripteurs MIFs [18].

11.2.6 Validation des modeles QSAR
11.2.6.1 Validation non-Croisée (non-Cross Validation)
En premier temps, nous avons réalisé une validation non croisée, par la méthode de

régression linéaire PLS, afin de déterminer :

v" Le nombre optimal de composantes principales (PCs) de logarithme PLS, a extraire des

descripteurs MIFs.
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v Les coefficients de détermination (r?) entre les activités biologiques et les descripteurs
moléculaires [25].

v Les coefficients de corrélation (R), ou les racines carrées des coefficients de détermination
(r?), issues de la validation non croisée [25].

v' Les coefficients de pondération BUW (Block Unscaled Weighting) attribués pour
équilibrer la répartition des champs stérique et électrostatique lors du calcul des matrices
PLS des modéles QSAR.

v' Le standard déviation de I’erreur d’estimation calculée (SDEC : Standard deviation of

Error Calculated, en anglais), exprimé par la formule suivante :

P 7 A ¥
SDEC = \/E(Y“‘“mﬁ'v' Yoainingl)” e (5)

n

Avec :

Y'training,i - C'eSt la valeur de I'activité biologique de la molécule i (composante de I'ensemble

d'essai), pour les différentes pc=1,2,....5.

?tmmmg,f: C'est la valeur moyenne de I'activité biologique de la molécule i (composante de

I'ensemble d'essai) pour les différentes pc=1, 2, ....5.
n : C'est nombre de molécules de I'ensemble d'essai.

11.2.6.2 Validation Croisée (CV)
11.2.6.2.1 Validation croisée LOO

En premier temps, nous avons réalisé une validation croisée interne, sur le lot
d’entrainement, afin de déterminer la stabilit¢ du modele QSAR, et de tester I’impact et
I’influence de chaque molécule de I’ensemble d’entrainement. Cela, en utilisant la technique

de validation croisée Leave one out (CV-LOO) [1], détaillée dans le chapitre 2 de cette these.

11.2.6.2.2 Validations croisées LTO, LMO

Par la suite, nous avons réalisé une validation croisée externe, en appliquant les
modeéles QSAR obtenus sur les 22 molécules du lot de test, en utilisant les méthodes de
validation croisée Leave-two-out (LTO) [2-3] et leave-many-out (LMO) [4].

Cela, afin de valider la fiabilité et la performance prédictive des modeles QSAR, pour

mesurer la robustesse de prédiction des activités pour des molécules externes.
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Selon Bravais-Pearson [25], plus le coefficient de corrélation est supérieur a 0.75 et
proche de 1, plus la corrélation est idéale, et notre modele QSAR est performant et fiable,
pour prédire les activités biologiques des molécules, qui n’appartiennent pas au lot

d’entrainement.

En derniére étape, nous avons évalué la performance et la fiabilité des modeles QSAR
obtenus, en comparant entre les coefficients de prédiction g2, les coefficients de corrélation
prédite Q, et les standards déviation de I’erreur prédite (SDEP) des modéles QSAR, obtenus
par les trois méthodes décrites ci-dessus: LOO, LMO et LTO, a savoir les paramétres

statistiques suivants :

v g%cv-Loo, G%cv-LTo et gPcv-Lmo
v" Qcv-Loo, Qcv-LTo et Qev-Lmo
v SDEP cv-Lo0, SDEP cv-L1o et SDEP cv-imo

Il convient de noter que :

v Le standard déviation de I’erreur prédite (SDEP: Standard Deviation Error

Predected, en anglais), est calculé par la formule suivante :

- 2
SDEP,,,, = J EilluestiVoestd) @)

n
Avec :

Yiesti - C'est la valeur de I'activité biologique de la molécule i (composante de I'ensemble de

test), pour les différentes pc=1,2,....5.

Viesti: C'est la valeur moyenne de I'activité biologique de la molécule i (composante de

I'ensemble de test) pour les différents pc=1, 2, ....5.
n : C'est nombre de molécules de I'ensemble de test.

v Le Coefficient de prédiction g?, est calculé par la formule suivante :

2
2 1 _ Z?:l(yprédite_ rée]]e) (8)

q- = z
Z?: 1 (Yrée]]e _Ymoyenne)

v Le coefficient de corrélation prédit Q, est la racine carrée du coefficient de prédiction g?.
Ou:
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Ypredite, Yréelle €1 Ymoyenne, SONt les valeurs prédites, réelles et moyennes de ’activité

biologique (pICso) de la molécule i, respectivement.

I11. Résultats et discusion
I11.1 Docking moléculaire

Pour chaque complexe obtenu par le docking : « Flavonoide- CK2 », nous avons
généré 50 conformations de I’inhibiteur (dérivé de flavonoide) dans le site actif de la protéine
CK2.

En se basant sur les trois critéres d'évaluation : (meilleure énergie d’interaction,
meilleure énergie libre de docking et meilleure superposition avec le ligand cristallographique
experimental "AGI"), nous avons choisi pour chaque complexe, une meilleure conformation
dite : "bioactive”, que nous avons enuméré dans le tableau 1. En effet, nous avons reporté
dans le tableau IV-1, les énergies prédites par le docking moléculaire, qui correspondent aux
conformations bioactives des 83 derivés de flavonoides étudiées.

En outre, la figure V-2 montre un exemple de la parfaite superposition, entre la

quercitrine (FIv26) et le ligand expérimentale Apigenine (AGI).

Nous avons conclu par I’analyse de tous les complexes "Flavonoide-CK2", que leurs
conformations bioactives relatives, sont stabilisées dans le site actif de la CK2, par
I'intermédiaires de liaisons hydrogeénes et d'interactions hydrophobes avec les résidus du site
actif, notamment : Aspl175, Asn 118, Phe 113, lle 174, Val 53, Val 45, 11e66, Lys 68, Glu114
et Met163.

~
) S /
—

%s{’.}z —\\fﬁ-’S( %\-ﬂlll

Figure 1V-2 : La superposition entre la conformation de la quercitrine (FIv26) issue du docking
moléculaire (en vert) et celle du ligand expérimental AGI (en rouge) dans le site actif de la CK2.
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La figure 1V-3 représente les interactions moléculaire clés, du complexe obtenu par le
docking "quercitrine-CK2" dans le site actif de la CK2.

Nous avons observé, que la molécule d'eau Hoh581 et l'acide aminé Asn118, forment
des liaisons hydrogenes avec le groupement carbonyle (C=0) de la quercitrine. Aussi, la
molécule d'eau Hoh501 et les acides aminés : Lys 68, Asn118 et Val 116, forment des liaisons

hydrogéne avec le groupement OH de la quercitrine (FIv26).

Ajouter a cela, le groupement OH en position R's de la quercitrine, forme une liaison
hydrogeéne avec le groupement NHs" chargé positivement, de la fonction "Amine" (NHz) de la
chaine latérale de I'acide aminé Lys 68.

En outre, nous avons constaté lors de l'analyse des résultats, que les acides
aminés :"Lys68, Val45, Asnll8, Valll6, et Aspl75, Phell3, lle 174, val 53, lle 66 et
Met163", sont les principaux résidus clés, impliqués dans la formation de liaisons hydrogénes

avec les flavonoides ayant de basses activités inhibitrices IC50 envers la CK2.

q P Asn118 _‘-\f'{ﬂ\llﬂ R
H Hoh531 J\(Hh
, .-{:I R

RH—H'\- I::I

¢

H o H e Ayalas

- : - - H
D{
H ASP175
H EMH Phe 113

0
|.'1 HohS0 1

ll=174, val 53 ilegs, Bat 163

Figure IVV-3 : Interactions moléculaires clés entre la Quercitrine et les résidus du site actif de
la CK2.
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111.2 Etude QSAR
111.2.1 Alignement des molécules

La figure IV-4, illustre la superposition des 83 molécules dérivés de flavonoides,
alignées dans la boite cubique de 1 A3, en utilisant la méthode d'alignement "atom-based", du

logiciel Open3dallig [18].

—/\

Figure 1V-4 : Alignement des 83 molécules des dérivés des flavonoides dans la boite cubique de
1A%,

111.2.2 Analyse des MIFs
Nous avons effectué I'analyse des descripteurs moléculaires MIFs (Molecular
Interaction Fields) par l'outil COMFIA implémenté dans le logiciel Open3DQSAR, en

appliquant la méthode de régression linéaire des moindre carrés partiels (PLS).

La répartition des valeurs des énergies des descripteurs MIFs dans les matrices PLS, a
été équilibrée par Dattribution des coefficients de pondération, nommés: BUW (Block
Unscaled Weighting) [18], qui était de I'ordre de 1.0656 et 0.9344, pour les champs stérique et

électrostatique, respectivement.

Les recouvrements des champs stériques et électrostatiques, calculés pour les divers
emplacements des atomes sondes (probe atome) a travers la boite cubique de 1 A3, pour les 83

molécules alignées sont représentés sur les figures 1V-5 et 1V-6, respectivement.

Il est bien de noter que la charge du groupement carbone alkyle "Alkyl Carbon : R-

AC", a éte appliquée par défaut lors du calcul des énergies des champs sterique et

110



Chapitre IV : Etude des relations quantitatives structure-activité d’une série de
Flavonoides

électrostatique, en utilisant les rayons de switch (cutoffs) minimal et maximal, réglés a -30

et+30 kcal/mol, respectivement.

Figure 1V-5 : Visualisation du recouvrement Figure IV-6 : Visualisation du recouvrement
du champ électrostatique, les régions du champ stérique, les régions favorables et
favorables et défavorables du champ défavorables du champ stérique, sont
électrostatique, sont illustrées en bleu et en illustrées en vert et en jaune, respectivement.
rouge, respectivement.

111.2.3 Analyse des matrices PLS des descripteurs moléculaires MIFs
Les matrices PLS résultantes, ont été analysées par la méthode de régression linéaire
des moindres carrés partiels (PLS), en combinant les champs stérique et électrostatique

uniquement.

Afin d’améliorer considérablement les performances de calcul, nous avons réduit le
nombre de variables actives des matrices PLS, par I’extraction jusqu’a 5 composantes
principales (Principal components : PCs, en anglais) de l'algorithme PLS, en recherchant les
paramétres optimaux. En effet, nous avons obtenus cing modéles QSAR, générées pour les
différents paramétres optimaux de composantes principales PCs, a savoir : (PC = 1, PC = 2,
PC=3,PC=4etPC=5).

111.2.4 Validation non Croisée (non-Cross Validation)
En premier temps, nous avons vérifié ’aptitude prédictive des cing modéles QSAR,
générés pour les différents paramétres optimaux de composantes principales (PCSs), en

réalisant une validation non croisée par la méthode PLS.
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Les figures IV-7, 1V-8, IV-9, IV-10 et IV-11, représentent les courbes de régression
linéaire des moindres carrées partiels (PLS) de la validation non croisée des modéles QSAR,

génerés pour les : pc=1, jusqu’a pc=5, respectivement.

15

12 = 0.4400 (R = 0.6633)

@ Training set

@ Testset

Predicted activities

— Linear (Trainisg et}

15 -1 05 0 05 1 1,5 i 15 ]
Experimental activities (PIC50)

Figure 1V-7 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
1), en fonction des activités expérimentales PI1C50.

12 = 0.6694 (R=0.8181)

@ Traiming set

@ Tet et

Predicted activities

—Linear (Training sef)

TS 1 03 0 05 1 18 2 15 3
Experimental activities (PIC50)

Figure 1V-8 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
2), en fonction des activités expérimentales PI1C50.
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15

[
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Figure 1V-9 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (pc=3),
en fonction des activités expérimentales PIC50.

(5]

r2 = 0.8500 (R = 0.9220) .

@ Traiming set
@ Testze

Predicted activities

= Linmear (Training sef)

-15 -1 .5 ] 0,5 1 15 1 L5 k]
Experimental activities (PIC50)

Figure 1V-10 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (pc=4),
en fonction des activités expérimentales PIC50.
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r2=0.9087 (R = 0.9533)

@ Training set
@ Testsel

——Linear (Training set)

Predicted activities

-‘.15 Bl 105 0 0 1 L5 2 18 3
Experimental activities (PICS0)

Figure 1V-11 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (pc=5),
en fonction des activités expérimentales PIC50.

En effet, nous avons résumé dans le tableau V-2, les valeurs des parameétres
statistiques obtenues pour les cing modeles QSAR généres, a savoir : le standard déviation de
’erreur d’estimation calculée (SDEC), le coefficient de détermination r?, la racine carrée du
coefficient de détermination R (Coefficient de corrélation) et les coefficients de pondération

attribués pour les champs stérique et électrostatique.

Tableau V-2 : Résultats de la validation non croisée des cing modéles QSAR générés, PC =
1, jusqu’a PC = 5.

Coefficient de pondération (BUW)
Coefficient de Coefficient de

PC  SDEC%  qctermination (r?) corrélation (R) Champstérique ~ Champ électrostatique
(Vdw) (Coulomb)
1 0.9256 0.4400 0.6633 1.0656 0.9344
2 0.7112 0.6694 0.8181 1.0657 0.9345
3 0.5517 0.8011 0.8950 1.0658 0.9346
4 0.4790 0.8500 0.9220 1.0659 0.9347
5 0.3737 0.9087 0.9533 1.0660 0.9348

L’analyse des résultats portés dans le tableau 1V-2, et illustrés sur les figures 1V-7, V-
8, V-9, IV-10 et IV-11, montre que quatre sur cinq (4/5) modeles QSAR, sont trés
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satisfaisants et acceptables par rapport aux limites de spécifications requises definies par
Bravais-Pearson [25].

En outre, les modeles PLS retenus correspondent aux modeles générés avec les

parametres optimaux suivants : PC=2,PC =3, PC=4¢etPC =5.

En effet, nous avons obtenus des valeurs de coefficients de corrélation R pour les
modeles PC = 2, PC =3, PC =4 et PC = 5, largement supérieures a la limite de spécification
0.75, a savoir 0.8181, 0.8950, 0.9220 et 0.9533, respectivement.

Ajouter a cela, les valeurs de standard déviation de I’erreur calculée (SDEC), relatives
aux quatre modeles, sont largement inférieures a la valeur de SEDC maximale tolérée, qui est
égale a 5%, a savoir : SDEC=0.7112 % (PC = 2), 0.5517 % (PC = 3), 0.4790 % (PC = 4) et
0.3737 % (PC =5).

Nous concluons que les parameétres optimaux calculés par la méthode de validation
PLS non croisée (Non-Cross Validation) pour les quatre modéles générés, PC =2, PC =3, PC
= 4 et PC = 5 sont acceptables et peuvent étre soumis aux tests de validation croisée (Cross
Validation).

111.2.5 Validation Croisée (Cross Validation)
Par la suite de notre étude QSAR, nous avons validé les quatre modéles QSAR Vérifiés
précedament, par la validation non croisée, en utilisant les trois méthodes de validation

croisée LOO, LTO et LMO, détailées dans le chapitre 2 de ce manuscrit.

111.2.5.1 Validation croisée CV-LOO

Nous représentons sur les figures 1V-12, 1V-13, IV-14 et IV-15 les courbes de
régression linéaire des moindres carrées partiels (PLS) de la validation croisée Leave-One-
Out (CV-LOO), des quatre modeles QSAR, générés, PC =2, PC=3,PC=4¢etPC =5.
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Figure 1V-12 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =

2) de la validation croisée CV-LOO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-13 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC

= 3) de la validation croisée CV-LOO, en fonction des activites experimentales PIC50.
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Figure 1V-14 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
4) de la validation croisée CV-LOO, en fonction des activités expérimentales PI1C50.
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Figure 1V-15 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
5) de la validation croisée CV-LOO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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111.2.5.2 Validation croisée CV-LTO
Les figures IV-16, 1V-17, 1V-18 et 1V-19 , représentent les courbes de régression
linéaire des moindres carrées partiels (PLS) de la validation croisée Leave-Two-Out (CV-

LTO), des quatre modeéles QSAR, notés PC =2, PC=3,PC=4et PC =5.

q2 = 0.7462 (Q = 0.8638)

@ Training set
@ Teat o

——Linear (T raining set)

Predicted activities

Tag 1 03 0 05 1 18 2 15 3
Experimental activities (P1IC50)

Figure 1V-16 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS
(PC = 2) de la validation croisee CV-LTO, en fonction des activités expérimentales
PIC50.

» g2 =0.7907 (Q = 0.8892)
L5 e
E
= 1
=
v 08
E . ¢ Training set
= @ Testset
E 0,5 — Linear (T raining sef)
By

I
Tt
=

15 1 25 0 05 1 Ls 2
Experimental activities (PICS50)

Figure 1V-17 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
3) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-18 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
4) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-19 : Représentation graphique des activites inhibitrices predites par la PLS (PC =
5) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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111.2.5.3 Validation croisée CV-LMO

Les figures 1V-20, 1V-21, 1V-22 et 1V-23 , représentent les courbes de régression
linéaire des moindres carrées partiels (PLS) de la validation croisée Leave-Many-Out (CV-
LMO), des quatre modeles QSAR notés PC =2, PC=3,PC=4¢et PC =5.

q2 = 0.8347 (Q = 0.9136)
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Figure 1V-20 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
2) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-21 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
3) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-22 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
4) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.
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Figure 1V-23 : Représentation graphique des activités inhibitrices prédites par la PLS (PC =
5) de la validation croisée CV-LTO, en fonction des activités expérimentales PIC50.

111.2.5.4 Comparaison des résultats des trois méthodes de Validation croisée
Les résultats obtenus, par les trois méthodes de validations croisée décrites ci-dessus
(LOO, LTO et LMO), sont regroupés dans le tableau V-3 suivant :
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Tableau 1V-3: Résultats de validation croisée par les méthodes statistiques LOO,
LTO et LMO, pour les quatre modéle QSAR, PC = 2, PC = 3, PC = 4 et PC = 5, genérés par
COMFA du logiciel Open 3D QSAR

LOO LTO LMO
be g? Q SDEP % g? Q SDEP % g? Q SDEP %
2 07471 0.8643 (220 @ 0.7462 0.8638 (e232 @ 0.7343 0.8569 0.0168
3 07912 08895 (5651 @ 0.7907 0.8892 o560 @ 0.7791 0.8827 0.0223
4 08195 0.9053 (5256 @ 0.8182 0.9045 (5274 0.8029 0.8960 (.0271
5 08359 09143 (5011 @ 0.8347 09136 5029 @ 0.8168 0.9038 0.0320

Nous constatons par 1’analyse des résultats résumes dans le tableau 3, que les résultats
obtenus par les trois méthodes de validations croisée (LOO, LTO et LMO), sont similaires et

sur la méme concordance avec les activités expérimentales PIC50.

En effet, nous avons obtenu des coefficients de prédiction g? trés satisfaisants pour les
quatre modeles QSAR validé avec les trois méthodes de validation croisée (LOO, LTO et
LMO), puisque tous les coefficients de corrélation prédit Q, sont largement supérieurs a limite
de spécification 0.75 et tres proches de 1 [25], & savoir :

e CV-LOO: (0.75< Q =0.8643, 0.8895, 0.9053 et 0.9143 <1).
e CV-LTO:(0.75< Q =0.8638, 0.8892, 0.9045 et 0.9136 <1).
e CV-LMO: (0.75< Q = 0.8569, 0.8827, 0.8960 et 0.9038 <1).
De plus, les valeurs de standard déviation de I’erreur prédite (SDEP) relatives aux
quatre modeéles QSAR, générés avec les trois méthodes de validation croisée, sont largement

inférieures a la valeur de SDEP maximale tolérée, qui est égale a 5%, a savoir :

e CV-LOO : (SDEP =0.6220% ; 0.5651% ; 0.5256% et 0.5011% << 5%)
e CV-LTO : (SDEP =0.6232% ; 0.5660% ; 0.5274% et 0.5029% << 5%)
e CV-LMO : (SDEP =0.0168% ; 0.0223% ; 0.0271% et 0.0320% << 5%)

111.2.5.5 Sélection du meilleur modéle QSAR

Nous avons observeé, au cours des précédentes analyses des résultats, que la meilleure
méthode de validation croisée, ayant le meilleur coefficient de corrélation, et un plus faible
standard déviation de I’erreur prédire SDEP, est la méthode LMO (Leave-Many-Out). Cette

méthode est appliquée aux parametres optimaux pc=5 ; C’est-a-dire avec I’extraction de cinq
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composantes principales (PCs), des descripteurs moléculaires MIFs de la matrice PLS

résultante.

En effet, nous avons obtenu un coefficient de prédiction g?= 0.8168, qui correspond a
un meilleur coefficient de corrélation prédit Q=0.9038, avec le plus faible SDEP, qui est égale
a:0.0320%.

V1. Conclusion

Au cours de cette présente étude, nous avons générés des modeles QSAR, entre la
structure et I’activité inhibitrice de 83 dérivés de flavonoides envers la protéine CK2. Le
docking moléculaire a été utilisé dans un premier temps, pour préparer les molécules de
flavonoides, constituants la base de données QSAR. Cette base est répartie en deux
ensembles : un lot d’entrainement pour générer les modeles QSAR et un lot de test pour

valider les modeles QSAR résultants.

Ensuite, les conformations bioactives des flavonoides, issues du docking, ont été
alignées dans une boite cubique de 1A%, en utilisant I’approche « atom-based » alignement
method’, implémenté dans le logiciel Open3dallig. Par conséquent, les champs d’interactions
moléculaires MIFs, combinant les champs stérique et électrostatique, ont été créés et calculés
par I’outil COMFA implémenté dans le logiciel Open 3D QSAR.

Tous les modeles QSAR générés pour les différents parameétres optimaux, ont été

analysés par la méthode de régression linéaire des moindres carrées partiels PLS.

En effet, une Vérification initiale de la fiabilité des modéles QSAR, a été menée par
une validation non croisée (Non-cross Validation). Cette étape est effectuée par comparaison
des paramétres statistiques (r2, R et SDEC) avec les critéres d’acceptation définis par Pavais-
Pearson. Cette validation conduit a des résultats acceptables pour quatre modeles parmi les

cing prédit par notre étude.

Ensuite, les quatre modéles retenus, ont été soumis aux tests de validation croisée, en
utilisant plusieurs méthodes statistiques comme LOO (Leave-One-Out), LTO (Leave-Two-
Out) et LMO (Leave-Many-Out). De la méme maniére que la validation non croisee, la
validation croisée est effectuée en comparant les paramétres statistiques g?, Q et SDEP

calculés avec les limites de spécifications requises. Les trois méthodes ont démontré une
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bonne concordance, des modeles QSAR, avec les activités biologiques expérimentales des

dérivés de flavonoides.

La comparaison des résultats obtenus par les difféerentes méthodes de validation
utilisées nous a permis de choisir le meilleur modéle QSAR prédictif obtenu avec le plus
faible taux d’erreur. Il s’agit du modeéle genéré par 1’extraction de 5 composantes principales
de descripteurs moléculaires MIFs (PC = 5), ayant un coefficient de corrélation de prédiction
g?= 0.8168 (Q=0.9038).

Finalement, les résultats encourageants obtenus au cours de cette étude nous
permettent de dire que les modeéles QSAR générés peuvent étre utilises dans des calculs de

screening virtuel a haut débit pour I’identification de nouveaux inhibiteurs potentiels de la
CK2.
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Conclusion générale et perspectives

Les travaux de recherches présentés dans ce manuscrit sont orientés vers la conception
de nouvelles molécules bioactives dans le domaine du cancer, en utilisant les approches de la
modélisation moléculaire et de la bio-informatique. Ils sont réalisés en deux étapes distinctes.
La premiere est orientée vers la conception de nouveaux composés anticancéreux. La deuxieme
consiste en une étude quantitative des relations structure-activité (QSAR), pour déterminer les
¢léments structuraux responsables de 1’activité anticancéreuse.

Le cancer est une maladie mortelle caractérisée par une prolifération incontrolée de
cellules au sein de I’organisme. Des études récentes ont démontré le role déterminant d’une
enzyme nommeée la caséine kinase 2 (CK2) dans I’apparition de cette maladie. Cette protéine
joue un réle dans la plasticité cellulaire épithéliale. En effet, une altération de son activité
multifonctionnelle, implique des variations importantes dans la transformation des cellules

épithéliales en cellules cancéreuses plus actives a 1’origine des meétastases.

Cette protéine se produit principalement en tant qu’hétéro-tétramérique holoenzyme,
formé par 1’association de deux sous-unités catalytiques (CK2a et CK2a') et un dimeére
composé de deux sous-unités de normalisation ou régulatrices identiques (non catalytiques :
CK2p et CK2p'). Les sous-unités catalytiques CK2a et CK2a', ne sont pas liées et elles se
différent par leurs tailles de séquences peptidiques.

Actuellement, la majorité des inhibiteurs développés de la protéine CK2 sont des
compétitifs de 1’un des substrats de I’enzyme : I'adénosine triphosphate (ATP). Ces inhibiteurs
se fixent dans le site catalytique de I’ ATP, situé entre les sous unités CK2a et CK2p, empéchant

ainsi la protéine de progresser dans son activité catalytique.

D’aprés la littérature, plusieurs classes d’inhibiteurs puissants de la CK2 ont été
développés ces derniéres années. Parmi ces inhibiteurs nous pouvons citer 1I’Apigenin et le
lutéoline, le tétrabromobenzotriazole (TBB), les dérives du pyrazolotriazine (IQA), ainsi que la
nouvelle molécule CX-4945. Parmi tous ces inhibiteurs, seulement un compose, le CX-4945,
est arrivé en phase des études cliniques.

Apres avoir résumé les résultats de notre recherche bibliographique concernant 1’état
actuel des connaissances sur les protéines caséines kinases 2 (CK2), leur ligand endogéne ainsi
que les différentes classes d’inhibiteurs, nous avons présenté les méthodes de la modélisation

moléculaire et de bioinformatique.

Ce travail de thése s’est divisé en deux grande parties distinctes. La premiere, consiste
en I’identification de nouvelles molécules anticancéreuses au moyen d’un criblage virtuel d’une

chimiothéque issue d’une base de données Pubchem, afin d’identifier des composés pouvant
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étre des inhibiteurs puissants de la protéine CK2. Pour cela, nous avons généré des modeéles
pharmacophore, en fusionnant et en combinant les caractéristiqgues des pharmacophores
« Structure-based » et « Ligand-based ». En effet, les trois modeles pharmacophore générés,
ont été évalués et validés pour leurs qualités de pouvoir identifier et de discriminer des
composes chimiques actifs des inactifs, en utilisant plusieurs paramétres, notamment ROC,
AUC et un lot d’essai.

Le meilleur modele pharmacophore, obtenu en fusionnant les caractéristiques
pharmacophoriques basées sur la structure du ligand « ligand-based » et celles basées sur la
structure de la protéine « structure-based », consiste en sept caractéristiques, a savoir : deux
liaison HBA, deux HBD, une hydrophobe (Hy) et deux caractéristiques aromatiques (Ars). Ce
modele a été alors utilisé pour cribler virtuellement une chimiothéque issue de la banque de
données Pubchem dans le but de rechercher de nouveaux inhibiteurs de la CK2.

Les 5984 composés retenus dans 1’étape précédente, ont été analysés, testés et criblés a
I’aide de plusieurs techniques et filtres, telles que la régle de Lipinski et la simulation du
docking moléculaire. Les modes de liaison favorable et 1’énergie de docking des quatorze
composés soumis a la simulation de docking, ont été comparés a celui du ligand expérimental
« AGI » et analysés par la suite, pour identifier les interactions essentielles dans le site actif de
la CK2.

L’analyse des résultats de docking montre que les groupements « oxo pentylsulfanyle »
et « cyano » (CN) du composé criblé (hit), forment des interactions favorables avec les acides
aminés Aspl175, Asnl161, Arg47 et Asn118 du site actif de la CK2. De plus, le cycle phényle et
le groupement éthyle en position meta du cycle pyridine sont entourés des résidus : Val53,
Phell3, 1le66, et llel74 et Val45, Gly46, Metl63 et Asnll8, engendrant des interactions
hydrophobes favorables.

Afin de confirmer la stabilité des complexes ligand-CK2 obtenus par le docking
moléculaire, nous les avons soumis a des simulations de dynamique moléculaire pour prendre
en considération la flexibilité de ces systemes. Les 100 ns de simulation de dynamique
moléculaire, nous ont fourni un apercu sur la stabilité moléculaire du ligand prédit « hit » dans
le site actif de la CK2.

Ces résultats ont été analysés et validés a I’aide de plusieurs parameétres tels que les
RMSD (du ligand et des carbones Ca), les liaisons hydrogéne formées entre le ligand et la
protéine, la fluctuation quadratique moyenne des carbone Ca (RMSF), la surface accessible aux
solvants (SASA totale, SASA hydrophobe et SASA hydrophile) et le rayon de giration (rGyr)

des complexes étudiés.
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Ainsi, les résultats des simulations de dynamique moléculaire sont en parfait accord
avec les résultats du docking moléculaire. En résumé, nous pouvons dire que dans cette partie
de notre travail, deux objectifs ont été atteints. Le premier, était le développement d’un nouvel
modele pharmacophorique capable de discriminer les composés actifs des inactifs. Le
deuxieme, était de proposer un nouvel candidat potentiel « candidat médicament », qui
appartient a la famille des pyrido [1,2-a] benzimidazoles, et qui n’a pas encore été caractérisé
dans la littérature scientifique comme inhibiteur de la CK2.

La deuxieme partie de ce travail, consiste en une étude quantitative de relation structure
activité (QSAR). Pour cela, nous avons générés des modéles QSAR, entre la structure et
I’activité inhibitrice de 83 dérivés de flavonoides envers la protéine CK2. Dans un premier
temps, nous avons docke les molécules étudiées dans le site actif de la CK2, pour générer les
conformations bioactives constituants la base de données QSAR. Cette base est répartie en deux
ensembles : un lot d’entrainement pour générer les modeles QSAR et un lot de test pour valider
les modéles QSAR résultants. Les conformations bioactives ont été alignées dans une boite
cubique de 1A3, puis utilisées pour générer les champs d’interactions moléculaires MIFs,

combinant les champs stérique et électrostatique.

Par la suite, les modeles QSAR ont été genérés par la méthode de régression linéaire des
moindres carrées partiels PLS puis validé, dans un premier temps, par une validation non
croisée (Non-cross Validation). Cette validation conduit a des résultats acceptables pour quatre
modéles parmi les cinq prédit par notre étude. Ensuite, les quatre modéles retenus, ont été
soumis aux tests de validation croisée, en utilisant plusieurs méthodes statistiques comme
LOO (Leave-One-Out), LTO (Leave-Two-Out) et LMO (Leave-Many-Out). Les trois
méthodes ont démontré une bonne concordance, des modeles QSAR, avec les activités

biologiques expérimentales des dérivés de flavonoides.

La comparaison des résultats obtenus par les différentes méthodes de validation utilisées
nous a permis de choisir le meilleur modéle QSAR preédictif obtenu avec le plus faible taux
d’erreur. Il s’agit du modele généré par ’extraction de 5 composantes principales de
descripteurs moléculaires MIFs (PC = 5), ayant un coefficient de corrélation de prédiction g>=
0.8168 (Q=0.9038).

En conclusion les recherches réalisés au cours de la premiere étape de notre travail, ont
permis I’identification d’un nouveau candidat médicament ayant une grande affinité pour la
CK2 et un profil de toxicité plus faible. Ainsi, nous comptons poursuivre ce travail en

développant des analogues structuraux du nouveau candidat médicament obtenu (pyrido [1,2-
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a] benzimidazoles), et les proposer aux expérimentateurs pour des synthéses organiques et des
tests biologiques.

D’un autre coté, les études de dynamique moléculaire effectuées sur les complexes
obtenus par le docking nous ont permis de confirmer leurs stabilités en prenant en considération
la flexibilité de la protéine. Néanmoins, ces études ne nous permettent pas d’étudier la réaction

qui peut avoir lieu entre le ligand et les acides aminés du site actif.

Cependant, nous souhaitons poursuivre ce travail au moyen de méthodes hybrides
mixtes QM/MM qui consistent a traiter, de maniere quantique, le ligand et les résidus du site

actif de ’enzyme et, de maniére classique, le reste de I’enzyme voire son environnement.

De plus, nous comptons améliorer la robustesse des modeles QSAR que nous avons
développé dans la deuxieme partie de ce travail en enrichissant notre base de données par la
recherche, dans la littérature, de nouvelles molécules de la famille des flavonoides ayant une

activité inhibitrice pour la CK2.
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Annexe 01 du chapitre 11

I. Principales interactions Ligand-Récepteur

1.1 Forces, liaisons ou interactions de Van der Waals (VdW)

Les forces de Van der Waals, est la combinaison de trois termes distincts : Effets
d’orientation (forces de Keeson), d’induction (forces de Debye) et de dispersion (forces de
London), qui correspondent aux différentes forces interactions électriques, entre les atomes
et/ou les molécules. En effet, la caractéristique commune de ces trois termes est que leur énergie

est proportionnelle & -1/r8 [77], comme suit :

1
EVdW = Ekeeson + EDebye + ELondon (o8 TTILE ceeeeecessecessecaciicaitacatanae 27

Les forces de Van der Waals, ont été nommeées en I'hnonneur du physicien néerlandais,
Johannes Diderik van der Waals (1837-1923), lauréat du prix Nobel de physique en 1910, qui
fut le premier a introduire leurs effets, dans les équations d'état des gaz en 1873, permettant
d’aller au-dela de la description simpliste du gaz parfait [77].

1.2 Liaisons hydrogene

C’est une interaction intermoléculaire ou intramoléculaire, de type dipdle-dipdle, qui se
forme entre un atome d’hydrogene, portant une forte charge partielle positive et un autre atome
tres electronégatif (O, N, F). Cette liaison est stabilisée, en présence de groupements donneurs
« D » qui sont généralement : F-H, O-H, N-H, CI-H, P-H, et parfois C-H et de groupements
accepteurs « A », qui doivent obligatoirement porter un doublet d'électrons libre : F, O, N (Voir
aussi : Cl, S et P et les entités chargées telles que 1’anion carboxylate) [78].

Les liaisons hydrogene peuvent étre classées dans les trois catégories suivantes :
1.2.1 Liaisons hydrogéne fortes (Enthalpies situées entre 15 et 40 kJ-mol™)

Elles sont formées, quand il y'a déficience en électrons au niveau du donneur, ou exces
d'électrons au niveau de l'accepteur [78-79].

1.2.2 Liaisons hydrogéne modérées (Enthalpies situées entre 4 et 15 kJ-mol™)

Ce sont les liaisons les plus communes en chimie, elles sont formées entre un donneur
et un accepteur généralement neutre. L'atome donneur est relativement plus électronégatif, que
I'atome d'hydrogene et I'atome accepteur posséde un doublet libre d'électrons [78-79].

1.2.3 Liaisons hydrogéne faibles (Enthalpies de liaison situées entre 1 et 4 kJ-mol™)

Elles sont comparables aux interactions de Van Der Waals, et distinguées par

I’électronégativité de I’atome donneur, par rapport a celle de I’hydrogéne engagé dans la liaison

covalente avec ce dernier, tel que la liaison (C-H) [78-79].
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1.3 Interactions hydrophobes

Une molécule hydrophobe, est une chaine organique qui ne se dissout pas dans I'eau et
qui n'a pas d'affinité polaire avec elle. L’interaction de type hydrophobe, résulte des forces
d’attraction et de répulsion entre les molécules polaires et les molécules apolaires, qui forment
entre elles des interactions de Van der Waals du type dipdle-dipble. Cette interaction est a
I’origine de la séparation des phases aqueuses et lipidiques d’une émulsion acide gras/eau.

Les acides aminés, possédant un radical hydrophobe et apolaire (aliphatiques,
aromatiques), ont la propriété d’empécher la formation de liaisons hydrogéne, entre les
molécules d’eau, en formant dans la structure des protéines des « zones hydrophobes », ou les
molécules d’eau ne peuvent échanger aucune liaison, avec les radicaux libres d’acides aminés

[78-79].

1.4 Interactions hydrophiles

Une molécule hydrophile, est un composé ionique qui a tendance a se dissoudre dans
I’eau (hydrosoluble) et les solvants polaires. En effet, la polarité des composés hydrophiles leurs
permet, de créer des liaisons hydrogéne avec les molécules d'eau et celles des solvants polaires,
en incluant les groupements fonctionnels tel que, la fonction amine, un alcool ou une cétone
[78-79].

1.5 Interactions Lipophiles

La lipophilie, est I'affinité d'une substance pour les solvants apolaires (lipides). En effet,
une substance lipophile (ou hydrophobe) est soluble dans un milieu gras, mais insoluble dans
les solvants polaires (eau). Cette caractéristique, interpréte les propriétés biologiques d’une
molécule (solubilité, métabolisme, distribution dans les tissus, liaison avec le site récepteur...,
etc.) et elle constitue une variable importante (descripteur moléculaire), dans les équations de
corrélation utilisées pour prédire l'activité biologique (QSAR) [78-79].

1.6 Liaisons ioniques (liaison électrovalence ou pont salin)

Une liaison ionique, se forme entre des atomes possédant une grande différence
d'électronégativité, a l'aide des attractions électrostatique dans une protéine, entre les résidus
chargés positivement et ceux chargés négativement. Cette liaison, joue un réle primordial dans
les liaisons entre la protéine et d'autres molécules [78-81].

1.7 lonisation / Protonation des acides aminés
Les acides aminés, sont des molécules amphotéres qui peuvent agir comme des acides

et comme des bases, grace a leurs fonctions carboxyle « COOH » et amine « NH2 » ionisables,
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qui peuvent étre a la fois donneur ou accepteur d'électrons. En effet, selon le pH de la solution,

un acide aminé peut exister, sous une de ces trois formes suivantes [78-81] :

v Zone de pH tres acide : NH3*-C,—~COOQOH (cation)
v" Milieu Tampon (Zwitterion) : NHz*~C,~COO" (lon dipolaire)
v Zone de pH trés alcalin : NH>-C,—~COO" (anion)
En générale, 1’énergie d'ionisation fournie a un atome neutre, ou a une molécule pour
arracher un électron, forme un ion positif (zone ionisable positive), et 1’énergie dégagée

lorsqu’un atome neutre capte un électron, forme un ion négatif (zone ionisable négative) [78-

81].

1.8 Liaisons aromatique

L'aromaticité, est essentiellement liée a la délocalisation des électrons, sur toute la
molécule sous forme d’un nuage électronique. En effet, les composés aromatiques sont
impliqués dans des réactions de substitution électrophile, qui préservent leurs cycles
aromatiques et permettent d’introduire les groupes fonctionnels sur les cycles benzéniques.

Les acides aminés aromatiques (I'histidine, la phénylalanine, le tryptophane et la
tyrosine), sont caractérisés par 1’hydrophobie de leurs radicaux, qui forment des liaisons
hydrophobes faibles avec d'autres acides aminés hydrophobes (lle, Leu, etc.) qui contribuent a

la structure tertiaire et quaternaire des protéines [79-82].

1.9 Interactions électrostatique (polarisabilité)

La polarisabilité, se définit par la facilité avec laquelle un nuage électronique, se
déforme sous I’influence d’un champ électrique E. Par conséquent, la molécule subit certaines
déformations et acquiert un moment électrique dipolaire induit, proportionnel au champ

électrique E [81-83], comme exprimé par 1’équation suivante :

A noter que : P : Coefficient de polarisabilité, g0: Constante diélectrique et o : Moment

électrique dipolaire induit.
Il existe, des acides aminés chargés positivement ou négativement, ce qui donne lieu a

des interactions électrostatiques, qui agissent a longues distances (autour de 10 A), avec des

groupes d’atomes ¢électriquement charges [83].
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Annexe 02 du chapitre 111

I. Notions et terminologie

1.1 La régle de Lipinski

La regle de Lipinski (appelée aussi régle de 5), est appliquée en analyse chimio-
informatique, pour estimer la biodisponibilit¢ d’un composé par voie orale a partir de sa
structure bidimensionnelle, selon les criteres suivants [7,17] :

- Un poids moléculaire inférieur a 500 Dalton

- Logarithme décimale LogP calculé inférieur a 5

- Nombre de liaison hydrogene accepteur inférieur ou égal a 10

- Nombre de liaisons hydrogéne donneur inférieur ou égal a 5

- Nombre de liaisons de rotables inférieur & 15

1.2 La régle de veber

En plus des propriétés moléculaires definies par Lipinski, d'autres propriétés ont été
étudiées par veber, en ce qui concerne la biodisponibilité orale [7,18], a savoir :

- La surface spécifique polaire inférieure & 140 A2

- Le nombre de liaisons de rotation (rotatable bonds en anglais) inférieur a 10.

1.3 Le filtre de Ghose

Le filtre Ghose, définit les critéres d’acceptation de 1’analyse « Drug-Likness » comme
suit [7,19] :

- Logarithme décimale Log P calculé est compris entre - 0.4 et 5.6

- Le poids moléculaire est compris entre 160 et 480

- Laréfractivité molaire est comprise entre 40 et 130

- Le nombre total d'atomes est compris entre 20 et 70

- La surface spécifique polaire inférieure & 140 A2
1.4 Estimation quantitative de la similarité au médicament (QED)

L’estimation quantitative de la similarit¢é au médicament (Quantitative Estimate of
Drug-likeness : QED, en anglais), est une analyse intuitive, transparente et simple a mettre en
ceuvre, basée sur des mesures empiriques et explicites qui refletent la distribution des propriétés

moléculaires implicites de composes bioactifs, permettant leurs classements relatifs [7,20].
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1.5 La perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (BBB)

Le systeme nerveux central est bien protégé par la barriere hémato-encéphalique
(Blood- Brain Barrier : BBB, en anglais) qui maintient son homeéostasie. En raison de cette
barriéere, de nombreux médicaments potentiels, ne peuvent pas atteindre le cerveau a des

concentrations suffisantes [7,21].

De ce fait, la simulation in silico a travers le filtre BBB Likeness, est utilisée en premiére
phase de découverte de médicament « drug design » pour calculer quelques propriétés physico-
chimiques, tels que la perméabilité, la solubilité, la charge, la masse molaire et le nombre de
liaisons hydrogeéne [7,21].

1.5 La régle CMC-50-like

La régle CMC-50-like, définit les critéres d’acceptation de 1’analyse « Drug-Likness »
comme suit [7] :

- Logarithme décimale Log P calculé est compris entre 1.3 et 4.1

- Le poids moléculaire est compris entre 230 et 390

- Laréfractivité molaire est comprise entre 70 et 110

- Le nombre total d'atomes est compris entre 30 et 55

1.6 MDDR-like

Le regle MDDR-like, définit les critéres d’acceptation de 1’analyse « Drug-Likness »
comme suit [7] :

- Nombre de cycles aromatiques supérieur ou égale a 3

- Nombre de liaisons rigides supérieur ou égale a 18

- Nombre de liaisons de rotables supérieur ou égale a 6

I1. Liaisons hydrogéne au sein d’une macromolécule biologique

Une liaison hydrogeéne est une conséquence fondamentale de la polarité de la molécule
d'eau, exercant une force d'attraction sur les molécules d'eau avoisinantes. En outre, I'atome
d'hydrogene d'une molécule subit l'attraction de I'atome d'oxygene d'une autre molécule ; Et
reste lié par covalence a son atome d'oxygene, et une distance presque double le sépare de

I'atome d'oxygeéne accepteur [41].

La figure 20, représente les premiers clichés de liaisons hydrogenes obtenus au sein
d’une macromolécule biologique (8-hydroxyquinoléine), au moyen de la microscopie a force

atomique sans contact (Non-Contact Atomic Force Microscopy : NC-AFM) [41].
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Figure 20 : Visualisation de I'espace réel de la formation de liaisons hydrogene au

sein d’une macromolécule biologique (8-hydroxyquinoléine) [41].

Il est bien de noter que la stabilité de la liaison hydrogéne dépend de sa géométrie ; En
effet, elle sera d'autant plus stable lorsque I'oxygene et I'nydrogene de la liaison « O-H », ainsi
que l'oxygeéne accepteur seront colinéaires [41-42].

Cependant, dans certains cas une molécule d'eau peut former jusqu’a 4 liaisons

hydrogéne, en formant des structures complexes [42] comme le montre la figure 21.

H H

ll‘\ _.-"‘

O

H

Figure 21 : Formation de quatre liaisons hydrogéne d’une molécule d’eau avec les

molécules voisines [42]
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v' L'atome d'oxygéne d'une molécule d’eau, accepte deux hydrogénes d’autres molécules
(HBA) et chague groupe « O-H » sert de donneur d'hydrogene (HBD) [41-42].
v' Généralement, environ 15% de molécules d’eau a 37°C (température du corps humain),
forment quatre liaisons intermoléculaires dont la durée de vie est trés courte [42].
I11. Propriétés des acides aminés
La constante d’équilibre isoélectrique (pl) est la valeur a laquelle la charge nette sur une
molécule est égale a zéro, ce qui correspond a la forme zwitterionic d’une protéine. En effet,
un acide aminé zwitterionic se compose d'un ion négatif de carboxylate et d'un ion ammonium

positif sur leur chaine latérale, qui varie d’un acide aminé a un autre.

Le PKa d’un acide aminé est une constante de dissociation acide, qui se résulte de
1'équilibre entre les formes protonées (ajout d’'un H+) et déprotonées (enlévement d’un H+) de
la fonction amine (-NH2), la fonction carboxylique acide (-COOH) de la chaine latérale, et
n'importe quelle composante potentielle du radical variable (-R). Par conséquent, la charge nette
de la protéine est déterminée en additionnant la charge de différents acides aminés qui la

constituent [43].

Les acides aminés sont des molécules amphoteres, vu qu’ils peuvent agir comme des

acides et comme des bases selon leurs valeurs de « pka » et « pl » relatives [43].

H

. ) . -H"* —H'
"HyM = CH — COOH = "H;N — CH — CO0~ — H;N <~ CH — C00O~
| +H* | +H* |
E. R K
{cation) lon dipolaine {anion)
vers |3 zone { Zwitterion) vers b rone
de pH trés acide de pH trés alcalin

Les acides aminés peuvent étre classés en fonction de la nature de leurs chaines

latérales comme suit [43] :

Aliphatiques : Glycine, Alanine, Valine, Leucine, Isoleucine
Hydroxylés/soufrés : Sérine, Cystéine, Thréonine, Méthionine
Cycliques : Proline

Aromatiques : Phénylalanine, Tyrosine, Tryptophane

Basiques : Histidine, Lysine, Arginine

LN X X X X

Acides: Acide Aspartique, Acide Glutamique
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IV. Apercu général sur les logiciels et programmes utilisés

IV.1 FlexX version 2.3.2 du programme LeadlT

Un logiciel congu pour la réalisation, des simulations de docking moléculaire. 1l se base
principalement sur les interactions "protéine-ligand™, ainsi que la fonction d'énergie de Bohm
(Scoring Function), utilisée dans le classement et 1’analyse des conformations issues de docking
moléculaire. En effet, FlexX est capable de simuler la présence de molécules d’eau, dans les
cavités des protéines et de site actif, qui sont primordiales pour assurer les interactions entre le

ligand et les résidus de site actif de la protéine [8,44].

La fonction d’énergie résultante, pour chaque conformation, est calculée selon les
propriétés physico-chimiques du ligand, ainsi que la géométrie de son interaction dans le site
actif. En d’autres termes, cette fonction considére la baisse d’entropie, lors de la fixation du
ligand dans le site actif, en tenant compte de toutes les interactions (liaisons hydrogene,

ioniques, aromatiques, etc.) lors du calcul.

En effet, lors de la premiere itération, le ligand est placé dans toutes ses conformations
possibles dans le site actif, et seules les meilleures conformations sont prises, en considération

dans I’itération suivante [8,44].

IV.2 Logiciel LigandScout

Un logiciel informatique, qui permet de créer des modéles pharmacophores
tridimensionnels, pour la prédiction des activités biologiques de nouveaux médicaments, a
partir des données structurelles de complexes « macromolécule-ligand », ou a partir de

molécules organiques, réparties en un lot d'entrainement (training set) et un lot de test (test set).

LigandScout, integre une définition compléte des caractéristiques chimiques (liaisons
hydrogéne donneurs et accepteurs, zones lipophiles, groupements chimiques ionisables
positivement et négativement) décrivant l'interaction du ligand dans le site actif de la

macromolécule (protéine).

En effet, les pharmacophores peuvent étre superposés, en utilisant un algorithme
d'alignement, basé sur la correspondance des caractéristiques communes, qui peuvent étre
interpolées, pour créer un modele pharmacophore dit a caractéristiques fusionnées, ayant toutes

les caractéristiques et interactions communes de plusieurs sites de liaison du ligand [6].
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IVV.3 NAMD (Nano Molecular Dynamics software)

NAMD 2.12, est un code de dynamique moléculaire paralléle, congu pour la simulation
haute performance de grands systemes biomoléculaires. NAMD s'adapte & des processeurs sur
les plates-formes de haut-gamme, ainsi que sur les simples ordinateurs, en utilisant les formats
de fichier AMBER et CHARMM. Les méthodes utilisées par le programme NAMD, décrivent
le champ de force de la dynamique moléculaire classique, les équations de mouvement et les
méthodes d'intégration, ainsi que les algorithmes d'évaluation électrostatique, utilisés pour le
contréle de température et de pression. Ces fonctionnalités permettent de diriger la simulation
de dynamique moléculaire, a travers des barrieres énergétiques et de calculer les différences

d'énergie libre alchimique et conformationnelle [10].
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Résumé

L’objectif principal de cette thése est de concevoir de nouveaux inhibiteurs de la protéine
caséine kinase 2 (CK2), identifiée comme une cible pathologique pertinente dans le traitement
du cancer. Pour se faire, nous avons envisagé d’utiliser plusicurs méthodes de modélisation
moléculaire et de bio-informatique pour développer des modéles mathématiques nous
permettant la prédiction des structures de nouveaux inhibiteurs de la CK2 et de prédire les
éléments structuraux responsables de 1’activité biologique envers cette protéine. Ainsi, ce

travail a été réalisé en deux parties distinctes :

La premiére partie, a ¢ét¢ dédiée a la conception et a la validation d’un mode¢le
pharmacophorique basé sur les approches structure-based et ligand-based. Par la suite, ce
modele a été utilisé comme filtre d’une chimiothéque issue de base de données NCBI. Plusieurs
autres méthodes ont été utilisées pour affiner les résultats et obtenir la structure du meilleur
inhibiteur, parmi lesquelles nous pouvons citer : 1’analyse in silico des propriétés druglikeness,
le docking moléculaire, 1’analyse in silico de la toxicité et la dynamique moléculaire. Par
conséquent, cette étude nous a permis de proposer un nouvel candidat potentiel « candidat
médicament », qui appartient a la famille des pyrido [1,2-a] benzimidazoles, et qui n’a pas

encore été caractérisé dans la littérature scientifigue comme inhibiteur de la CK2.

La deuxieme partie, a été consacrée a une étude QSAR, afin de déterminer la relation
quantitative structure-activité d’une série de quatre-vingt-trois flavonoides, présentant une
activité inhibitrice envers la protéine CK2. L’objectif de cette partie est de développer un
modele QSAR capable de prédire la propriété physico-chimique et géométrique responsable de
I’activité biologique des molécules étudiées. En effet, le meilleur modéle généré par I’extraction
de cinq composantes principales de descripteurs moléculaires MIFs ayant un coefficient de

corrélation de prédiction Q = 0.9038.

En conclusion, les résultats encourageants obtenus au cours de cette étude nous
permettent de dire que le modéle QSAR généré peut étre utilisé dans des calculs de screening
virtuel a haut débit pour 1’identification de nouveaux inhibiteurs potentiels de la CK2. De plus,
la visualisation des champs MIFs peuvent aider dans la proposition de modifications

structurelles pouvant améliorer I’activité biologique.

Mots clés : Modélisation moléculaire, Bio-informatique, CK2, Cancer, Flavonoides,
Inhibiteurs, Pharmacophore, Docking, Criblage virtuel, Dynamique moléculaire, QSAR
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Abstract

The main objective of this thesis is to develop new inhibitors of the casein kinase 2
(CK2) protein, considered an interesting target for cancer treatments. For this, Different
molecular modeling such as pharmacophore modeling, molecular docking and molecular
dynamics simulations approaches have been used to develop new CK2 inhibitors. Thus, this
work was carried out in two distinct but complementary parts:

The first part was devoted to presents a pharmacophore model that was generated by
combining and merging the structure-based and ligand-based pharmacophore features and
validated using Receiver Operating Characteristic (ROC). Based on validation results revealing
good predictive ability, this pharmacophore model was used as a three-dimensional query in a
virtual screening simulation. Several compounds with different chemical scaffold were
retrieved as hits, which were further analyzed and refined using several molecular property
filters. The obtained compounds were then filtered and compared to the crystallographic ligand
on the basis of their predicted docking energies, binding mode and interactions with CK2 active
site residues. This step resulted in a compound with a high pharmacophore fit value and better
docking energy. Molecular dynamics simulation indicated a stable binding of the predicted
compound to CK2 protein, characterized by Root Mean Square Deviation (RMSD) and Root
Mean Square Fluctuation (RMSF) and hydrogen bond.The second part was dedicated to QSAR
study to determine the quantitative structure-activity relationship of a series of eighty-three
inhibitors belonging to flavonoids family. The objective of this part is to develop a QSAR model
able to predict the physico-chemical and geometric property’s responsible for the biological
activity of the studied molecules. However, the best QSAR model, obtained by extraction of
five component analysis of molecular interaction fields (MIFs) descriptors, was validated by an
external set and several statistical parameters. Thus, the statistical results show a predicted

correlation coefficient of Q = 0.9038 indicating a satisfied predictive ability.

The developed QSAR model can be used as three-dimensional query in a virtual
screening simulation to identify new CK2 inhibitors. In addition, the analysis of QSAR model,
through the MIFs field helped in understanding the possible structural modifications of

molecules to improve the inhibitory potency.

Keywords: Molecular Modeling, Bioinformatics, CK2, Cancer, Flavonoides, Inhibitors,

Pharmacophore, Docking, Virtual screening, Molecular Dynamics, QSAR
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