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Résumé

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne caractérisée par une
translocation chromosomique qui conduit a I’apparition de la protéine chimérique Bcr/Abl 1, a
activité tyrosine kinase dérégulée provoquant ainsi une différenciation cellulaire inadéquate,
une réplication illimitée et une résistance a I'apoptose. La détermination de la protéine kinase
Ber-Abl chez les patients atteint de LMC a permis le développement de la thérapie moléculaire
cibleée, par les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK). Ce travail a pour objectif de rechercher
in silico de potentiels ITK a partir de substances naturelles. Pour cela nous avons réalisé un
amarrage moléculaire a I’aide du logiciel UCSF Chimera 1.15, avec 12 similaires structuraux
dérivés de berbérine et d’émodine. L’analyse de nos résultats montre que sur 1’ensemble des
composés testés, seuls le Columbamine et le 13-methylberberine dérivés de la plante Berberis
vulgaris, sont considérés comme de puissants inhibiteurs de la Ber-Abl 1 dans la LMC avec des
AG® (Kcal/mol) de -9.3 et -10.5. Ils sont aussi en raison de la présence des parametres
pharmacologiques dans la gamme acceptable. Ensuite, 1’analyse des propriétés
pharmacologiques par SwisSADME a permis de prédire la Columbamine et le 13-
methylberberine comme des inhibiteurs biodisponibles par voie orale.

Mots clés: LMC, tyrosine kinase, inhibiteur, Docking moléculaire



Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematological malignancy characterized by a visible
cytogenetic chromosomal translocation leading to the appearance of the chimeric protein
Ber/Ab11. The oncoprotein Ber-Abl1 which carries deregulated tyrosine kinase activity causes
inadequate cell differentiation, unlimited replication and resistance to apoptosis. The study of
Ber-Abl protein kinase and its central role in the pathogenesis of CML has enabled the
development of molecular targeted therapy, which include Ber-Abl tyrosine kinase (TKI)
inhibitors or clinical trials of novel therapies. In this work we focused on the study by molecular
docking in order to search for new tyrosine kinase inhibitors using the UCSF Chimera
software. The results obtained after the molecular docking of a collection of two inhibitors of
natural origin. Only Columbamine and 13-methylberberine, derived from the Berberis vulgaris
plant are considered potent inhibitors against chronic myeloid leukemia with AG® (Kcal/mol) -
9.3 and -10.5, due to the presence of pharmacological parameters within the acceptable range.
The analysis of the pharmacological properties by SwissADME made it possible to predect
columbamine and 13-methyleberberine as inhibitors orally bioavailable.

Key words: Chronic myeloid leukemia, tyrosine Kinase inhibitor, molecular docking.
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Kinase mitogene activator protein kinase
Electron transport system
Fibrous Organelles
Myélocytomatose cellulaire
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Phosphoinositide-3-kinase
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Signal transducers and activators of transcription
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Breakpoint Cluster Region
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Introduction

Les protéines kinases (PK) sont des transférases qui jouent un réle crucial dans les
processus de transduction du signal, elles peuvent étre regroupées en tyrosine, serine et
thréonine kinase (Azevedo et al., 2019; De Santis et al., 2022).Les tyrosine kinases est une
famille qui modifient de maniére covalente les groupes hydroxyle des résidus tyrosine par le
transfert du y-phosphate de I'ATP sur des substrats protéiques(Kim et al., 2017; Solouki et al.,
2019). Cependant, la dérégulation ou la perte de leurs activités sont souvent lié souvent liée a
des anomalies génétiques est a 1’origine du développement de divers types de cancers

notamment les hémopathies malignes (K. Bhanumathy et al., 2021).

Parmi ces pathologies, la leucémie myéloide chronique (LMC), est un syndrome
myéloprolifératif caractérisé par une prolifération clonale de la lignée myéloide granulocytaire
(Druker et al., 2006; Jabbour & Kantarjian, 2020; K. Bhanumathy et al., 2021). Cette maladie
résulte d’un réarrangement chromosomique récurrent appelé chromosome de Philadelphie (Ph)
due a une translocation réciproque équilibrée entre le gene Abl du chromosome 9 (g34) et le
géne BCR localisé du chromosome 22 (ql11). Le gene Bcr-Abl qui en résultent code pour une
protéine de fusion dont I’activité tyrosine kinase non contrdlée, dérégule la prolifération
cellulaire et protege les cellules leucémiques de 1’apoptose (Deininger et al., 2020). La
découverte de ce marqueur moléculaire a révolutionne le traitement de la LMC en prenant

comme cible thérapeutique 1’oncoprotiéne Ber-Abl.

En effet, les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) ont nettement amélioré la prise en
charge de la leucémie myéloide chronique. Bien que les patients atteints de la maladie se portent
généralement bien sous traitement par les ITK, des stratégies supplémentaires sont nécessaires
pour ceux qui présentent des résistances au traitement, en raison des mutations ponctuelles
principalement le mutant T315l (Yurttas & Eskazan, 2020). De ce fait, la recherche de

nouveaux inhibiteurs de tyrosine kinase est en plein essor.

Par ailleurs, les produits naturels sont a l'origine du développement de la majorité des
molécules thérapeutiques grace a leur mode d'action unique et la diversité de leur structure
moléculaire. L'obtention de nouvelles entités chimiques ayant une activité inhibitrice de la
tyrosine kinase a partir de produits actifs naturels apportera des percées dans la recherche de

nouveaux médicaments anticancéreux (Yin et al., 2019).

D’autre part, les outils informatiques jouent un réle central dans la rationalisation du
chemin vers la découverte de médicaments. Le docking moléculaire est la premiére méthode in

silico qui vise a prédire la structure d'un complexe a partir des molécules isolées, ce qui est
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considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation des
méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de I’amarrage moléculaire sont donc des

moyens trés utiles en biologie, pharmacie et médecine (BOUCHERIT et al., 2013).

L’objectif de notre travail est de contribuer a la recherche de nouveaux inhibiteurs de
tyrosine kinase BCR-ABL a partir de substances naturelles en utilisant les méthodes d’amarrage
moléculaire. Ces derniéres consistent a rechercher in silico le mode d’interaction le plus
favorable entre une protéine cible et son ligand afin de sélectionner les structures

potentiellement actives sur la protéine cible.
Ce manuscrit commence par une introduction, suivi de deux parties :

La premiere partie ; est une étude bibliographique réunie en deux chapitres. Le premier
chapitre commence par une généralité sur les protéines tyrosine kinases avec leurs principales
caractéristiques structurelles et fonctionnels, la physiopathologie et leurs inhibiteurs. Le

deuxiéme chapitre aborde la notion de I’amarrage moléculaire et des logiciels utilisés.

La deuxiéme partie expérimentale ; se divise en deux chapitres ; le premier explique le
matériel et les méthodes bio-informatiques appliquées dans ce travail. Le deuxiéme chapitre

présente les résultats et discussion des différents tests réalisés.

Enfin, cette étude se termine par une conclusion générale.



CHAPITRE |
Les tyrosine Kinases




Etude Bibliographique Chapitre | : les tyrosine Kinases

1. Géneralité
Les protéines kinases constituent un grand groupe d'enzyme qui contrélent plusieurs voies de
signalisation (K. Bhanumathy et al., 2021). La superfamille des protéines kinases humaines se
compose de 518 membres dont 90 sont des protéines tyrosine kinases, ces enzymes font partie
des transférases qui catalysent la phosphorylation par le transfert d’un groupement phosphate
issu de 1’adénosine tri-phosphate (ATP) vers le groupe hydroxyle d’un acide aminé tyrosine

dans un substrat protéique ,selon la réaction (Yin et al., 2022). :

Substrat (résidu tyrosine) + ATP > substrat phosphorylé + ADP

Tyrosine Kinase

Les protéines tyrosine kinases (PTK) sont trouvées uniquement chez les métazoaires et
localisées soit au niveau des membranes cellulaires soit a I’intérieur de cytoplasme (Allain,
2007). lls agissent comme des médiateurs fondamentaux de tous les processus de transduction
du signal, contribuant a une variété de mécanismes biologiques en réponse a des messagers
internes et externes, modulant la croissance cellulaire, la différenciation, la migration, le

métabolisme, I’apoptose, et la survie (Azevedo et al., 2019 ; K. Bhanumathy et al., 2021).

2. Structure
L’étude structurale des protéines tyrosine kinases a considérablement progressé au cours des
années. En 1991, Knighton a résolu pour la premiere fois la structure aux rayons X de la protéine
kinase dépendante de I'AMP cyclique (Knighton et al., 1991).

La structure globale des domaines kinases consiste en un lobe N-terminal contenant un feuillet
B a5 brins et une hélice a (appelée aC), ainsi qu’un lobe C-terminal, principalement en hélice
hélicoidale (figurel) (Gagic et al., 2020). Les deux lobes sont reliés par une région charniere
flexible formant le site de liaison a I’ ATP au milieu de la protéine (Modi & Dunbrack Jr, 2019).

Le site actif comprend plusieurs éléments structurels essentiels a 1’activité enzymatique, le lobe
N contient un motif GxGxxG flexible conservé riche en glycine entre B1 et B2 (également
appelé boucle P), qui stabilise les phosphates de la molécule d’ATP liée pendant la catalyse. Le
lobe C est important a la fois pour la liaison protéine-substrat et pour la liaison nucléotidique.
Il contient une boucle d'activation mobile de 20 a 30 résidus qui commence par le motif DFG
(Asp-Phe-Gly) et se prolonge jusqu'a un motif APE (Ala-Pro-Glu). Un autre motif sur le lobe
C, est le HRD (His-Arg-Asp) qui joue un r6le important pendant la catalyse (figure 1) (Gagic
et al., 2020; Modi & Dunbrack Jr, 2019).
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Les domaines kinase sont hautement conservés dans les PTK. En plus du domaine catalytique,
la structure de PTK contient d'autres domaines protéiques bien caractérises, tels que : les
partenaires de liaison protéique (SH2, SH3, domaines d'adhérence focale/domaines de ciblage
d'adhérence focale), domaine d’homologie Pleekstrin (PH), domaine de liaison a 1'ADN,
d’autres multi domaines de type soit immunoglobuline (IgD), fibronectine 111 (FNIII), riche en
cystéine (CRD) et de type facteur de croissance épidermique (EGFD) (Hubbard & Till, 2000;
Tsygankov, 2003).

C-helix
DFGmotif
\ Activation
p - T N loop
_Dmotif
N Catalytic
loop

Figure 1: Structure d’un domaine protéique kinase typique avec un site de liaison a

I’ATP et des éléments conservés (Modi & Dunbrack Jr, 2019)

3. Familles de protéines tyrosine kinase :
Les tyrosine kinases sont définies comme des médiateurs fondamentaux de presque tous les
processus de transduction du signal (Siveen et al., 2018). Ils sont divisés en deux groupes selon
la présence des domaines transmembranaires et extracellulaires ; les PTK réceptrices et PTK
non réceptrices (NRTK) (Yin et al., 2022).

3.1 Récepteurs tyrosines kinases
Les RTK sont des glycoprotéines transmembranaires constitués d’une région extracellulaire,

comportant le site de liaison pour son ligand. C’est une région transmembranaire de 20 acides
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aminés qui permet 1’attachement a la membrane plasmique et une région cytoplasmique
comprenant un domaine catalytique & activité tyrosine kinase (Hubbard, 1999; Soumana,
2007). Lors de la transduction d'un signal extracellulaire, les RTK peuvent soit
autophosphoryler les résidus de tyrosine intracellulaires localisées sur leur propre récepteur,
ou sur un récepteur adjacent, soit phosphoryler les protéines du substrat, créant des sites de

liaison pour les molécules de signalisation en aval (Solouki et al., 2019).

Actuellement, il existe prés de 60 récepteurs a activité tyrosine kinase réunis selon leur
organisation structurale en 20 familles (figure 2) (Robinson et al., 2000). Les RTK
agissent comme récepteurs d'un large éventail de facteurs de croissance, Yy compris le
facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance nerveuse (NGF), facteur de
croissance dériveé des plaquettes (PDGF), facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF),
fibroblaste facteur de croissance (FGF), insuline et insuline-like facteurs de croissance (IGF),

ainsi que les éphrines et les angiopoiétines (Du & Lovly, 2018).
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Figure 2: Disposition des domaines des divers sous-familles RTK (Dricu et al., 2012)

3.2.Les tyrosine kinases non réceptrices

Contrairement aux RTK, les NRTK sont dépourvus de caractéristiques de types récepteurs
marqués par I’absence du domaine extracellulaire et le domaine transmembranaire. La plupart
des NRTK sont situés dans le cytoplasme, alors que certains d’autres sont attachés a la
membrane cellulaire par une modification amino-terminale, telle que la myristoylation ou la
palmitoylation (Neet & Hunter, 1996). En plus d’un domaine tyrosine kinase commun entre
toutes les NTRK, elles possédent des domaines homologues Src homologies : SH2 et SH3
(Phillippe et al., 2009). Les domaines SH2 sont responsables de la liaison des phosphotyrosines
sur les protéines alors que les domaines SH3 se lient aux régions riches en proline des
protéines. Ces deux domaines interviennent dans la transduction du signal en interagissant avec
leurs protéines cibles, et sont susceptibles de réguler négativement I'activité kinase (Solouki et
al., 2019).

Les NRTK sont séparées en neuf grandes familles, selon leurs similitudes dans la structure du
domaine. Parmi ces différentes familles, on distingue les kinases d'adhésion focale (FAK), les
Janus kinases (Jak), Abelson tyrosine kinase (Abl), C-terminal Src kinase (Sck), et Src (figure
3) (Huang et al., 2015).
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Figure 3: Organisation structural des différentes sous-familles des tyrosine kinase non

réceptrices (Gocek et al., 2014)

4. Mécanisme d’activation des protéines tyrosine kinases
Dans le cas des tyrosine kinases réceptrices ou non réceptrices, I'activation de la tyrosine kinase
initie une cascade de phosphorylation qui comprend I'autophosphorylation, la phosphorylation
des substrats sous-cytoplasmiques et le recrutement de protéines contenant le domaine SH2 qui
se lient a des résidus phosphorylés spécifiques a la tyrosine. Ces événements entrainent
I'activation d'autres protéines, ainsi que la production de seconds messagers qui remplissent une
fonction régulatrice (Kolibaba & Druker, 1997). Fondamentalement, les protéines kinases
résident dans un état actif et plusieurs états inactifs, dont les deux se distinguent par la grande

variété de positions et de conformations des résidus du motif DFG (Gagic et al., 2020).

Dans la conformation active, un ion métalliqgue Mg 2* (ou parfois Mn 2*), interagit avec un
résidu d'acide aspartique hautement conservé du motif DFG, il se coordonne avec les
phosphates o et y de 'ATP et facilite la phosphorylation. A l'autre extrémité, l'acide glutamique
du motif APE est fixé par la formation d'un pont salin avec l'arginine du lobe C. Le résidu
aspartate de motif HRD (His-Arg-Asp) est requis pour l'orientation du groupe hydroxyle du
peptide substrat et le transfert du groupe phosphoryle. L’arginine interagit avec le segment
d'activation phosphorylé contribuant ainsi a sa bonne orientation, alors que I’histidine est
impliquée dans le maintien de I'organisation rigide du noyau catalytique. La boucle riche en
glycine du lobe N stabilise les phosphates de la molécule d'ATP liée pendant la catalyse(Gagic

et al., 2020; Modi & Dunbrack Jr, 2019). Un état catalytiquement actif d’une kinase nécessite

9
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un assemblage unique de ces éléments qui créent un environnement favorable a la réaction de
transphosphorylation (Modi & Dunbrack Jr, 2019).

Les états inactifs d’une kinase n’ont pas les contraintes chimiques requises pour I’activité
catalytique. En regle générale, dans une conformation inactive, la boucle d’activation est
effondrée sur la surface de la protéine, bloquant la liaison du substrat rendant une kinase
catalytiqguement inactive (figure 4). En outre, de nombreuses conformations inactives ont des
positions du motif DFG incompatibles avec la liaison de I’ATP et de 1’ion Mg 2* nécessaires a
la catalyse. Dans la conformation DFG out (états inactif) la phénylalanine occupe la poche de
liaison d’ATP, alors que ’acide aspartique est hors du site actif (Modi & Dunbrack Jr, 2019).

Inactive conformation Active conformation Activation loop opened

Activation loop closed

Figure 4: Les conformations inactives et actives d'une kinase (Gagic et al., 2020).

5. ROole des tyrosine kinases dans les voies de signalisation
Les protéines kinases sont des médiateurs essentiels de la transduction du signal. En fait, la
phosphorylation des protéines par la tyrosine kinase joue un réle essentiel dans la plupart des
processus cellulaires et organiques telles que la régulation du métabolisme, la division
cellulaire, la différentiation, la prolifération, I’apoptose, I’inflammation, 1’expression des génes,
la transduction du signal et d’autres processus physiologiques importants (Ardito et al., 2017).

Parmi les voies de signalisation qui fonctionnent a travers la tyrosine kinases

» La voie des MAP kinases
La voie des MAP kinases est une des principales voies de prolifération cellulaire. Les MAP
kinases ont la propriét¢ de phosphoryler et d’activer de nombreux facteurs de transcription,

comme ETS, FOS, MYC et SP1, qui induisent 1I’expression de nombreux génes impliqués dans

10
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le cycle cellulaire et la prolifération ; la plupart étaient connus comme proto-oncogenes qui

peuvent subir une mutation et devenir un oncogéne (Robert, 2010).

» Lavoie de la phosphatidylinositol-3-kinase (P13K)
La voie de la phosphatidylinositol-3-kinase est une des voies de signalisation qui s’ouvre en
aval de I’interaction d’un facteur de croissance avec un récepteur a activité tyrosine kinase.
Cette voie est interconnectéee en particulier avec la voie des MAP kinases au niveau de RAS.
Elle a des effets multiples sur la transcription de genes impliqués dans la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaires (Robert, 2010)

» Lavoie des JAK-STAT
Les protéines JAK appartient & une famille de tyrosine kinases intracellulaire qui comporte : les
JAK1, JAK2, JAK3 et la tyrosines kinase 2. Les STAT sont des protéines transducteurs de

signal intracellulaire (Meunier et al., 2019).

Les génes cible de la voie JAK-STAT codent a la fois pour les protéines impliquées dans la
différenciation, la prolifération cellulaire, la synthése des cytokines et pour des protéines

régulatrices qui entraine un rétrocontréle négatif sur la voie elle-méme (Meunier et al., 2019).

6. Régulation des tyrosine kinases

La phosphorylation est le moyen de régulation cellulaire le plus abondant dans les processus
cellulaires (Kobe & Kemp, 2010). Il y a plusieurs mécanismes pour réguler les PTK tels que :
» Régulation intrastérique
Le terme régulation intrastérique a été introduit pour décrire 1’autorégulation des PTK par des
séquences interne (pseudosubstrat), qui agissent directement sur le site actif (Kobe & Kemp,
2010).
» Régulation allostérique
La liaison d’un modulateur allostérique aux sites de régulation distincts conduit a des
changements conformationnelles qui impliquent une réorganisation structurelle de la boucle
d’activation (Gagic et al., 2020; Kobe & Kemp, 2010).
Les effecteurs allostériques ne présentent aucune ressemblance structurelle avec leurs protéines
cibles, dont les produits finaux des voies métaboliques peuvent agir pour exercer un contréle

par rétroaction (Kobe & Kemp, 2010).

11
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> D’autres sites de régulation
11 existe d’autre sites de régulation dans les domaines des PTK ; au niveau de :
La boucle d’activation, la boucle p, I’hélice a, le site de liaison d’ATP et du substrat (Kobe &
Kemp, 2010).
Comme la phosphorylation des protéines est I'une des modifications post-traductionnelles les
plus courantes et les plus importantes, les protéines kinases sont impliquées dans de multiples
voies de régulation dans la cellule. La dérégulation ou la perte de leurs activités sont souvent
associees au développement de divers types de cancers parmi eux les hémopathies maligne (K.
Bhanumathy et al., 2021).

7. L’activité tyrosine kinase dans les hémopathies malignes : cas de la leucémie
myeéloide chronique
La survenue d’un certain type d’hémopathies malignes est associée a des mutations a un stade
précoce qui aboutit a une expansion clonale des cellules souches et progénitrices (Lee, 2000).
Il est ainsi en particulier pour la leucémie myéloide chronique (LMC) (Sawyers, 1999).

Cette maladie est un syndrome myéloprolifératif chronique due a une prolifération
monoclonale provenant d’une mutation de cellule souche hématopoiétique pluripotente sans
blocage de la maturation de la cellule (Minciacchi et al., 2021). Elle est traduite par une
hyperplasie médullaire de la lignée granulocytaire avec une augmentation considérable du
nombre de globules blancs (hyperleucocytose) dans le sang du patient (Kumar & Krause, 2021;
Nowell, 2007) . La LMC est lié a une anomalie chromosomique provenant d’une translocation
réciproque équilibrée générant un chromosome Philadelphie Ph1, qui permet I’apparition d’une
protéine Bcr- Abl anormale, a activité tyrosine kinase strictement dérégulée et suffisante pour
le développement de la maladie (Faderl et al., 1999; Jabbour & Kantarjian, 2020).

7.1. Protéine de fusion Bcr-Abl

Le gene de fusion Bcer-Abl, aussi appelé gene de Philadelphie ou chromosome Phl, est le
résultat d’une translocation acquise réciproque entre le chromosome 9 et le chromosome 22 t
(9 ;22) (934 ; gl11) créant ainsi un gene hybride Bcr-Abl (Dine et al., 2013; Tullett, 2017). Il
existe trois formes de la protéine Ber -Abl : p190, p230 et p210 (Chomel et al., 2009).

12
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La structure de la proteine cellulaire Abl est hautement conservé, les protéines Abl ont des
domaines d'homologie SH (SH3, SH2 et SH1). Dans la partie C-terminale de la protéine, il y a
une séquence de localisation nucléaire (NLS pour nuclear localization signal) ainsi que des
domaines de liaison a I’ADN et aux filaments d’actine FABD (F-actin binding domain). La
protéine Abl joue un réle a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme de la cellule (figure 5)
(Thijsen et al., 1999).

NH, COOH
1b
KINASE DOMAN DNA ACTIN
/\/\/\/\/\/\/\’ ! SH3 SH2 [$H1) NLS BINDING  BINDING
MYRISTOYL GROUP : —
_ B8 B--800
L] 4. LAST EXON REGION
la

Figure 5: Structure en domaine de la protéine Abl (Carofiglio et al., 2020).

La protéine Bcr est constituée de plusieurs domaines, le premier exon comprend un domaine
d'oligomérisation et d'activation de 1’activité tyrosine kinase BCR-ABL1 (domaine coiled coil).
Un domaine sérine/thréonine kinase, des sites d'interaction avec des protéine cytoplasmique et
deux domaines SH2. Un domaine central du facteur d'échange de nucléotides de guanine (GEF)
contenant les domaines Dbl Homology (DH) et Pleckstrin Homology (PH), suivi d'un domaine
RacGap (figure 6) (Peiris et al., 2019).
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Figure 6: Structure en domaine de la protéine Bcr (Peiris et al., 2019).
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La proteine de fusion Bcr-Abl p210 est la plus prédominante dans la LMC. Cette derniére garde
un domaine d'oligomérisation coil-coiled, un domaine sérine/thréonine kinase (STK) ; un
domaine Rho/GEF, des domaines d'homologie SRC (SH3, SH2 et SH1 qui le support de
I’activité tyrosine kinase), le signal de translocation nucléaire (NTS), un domaine de liaison a
I'ADN (DB) et un domaine de liaison a I'actine (AB) (figure 7) (Amarante-Mendes et al., 2022).
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Figure 7 :Structure en domaine de la protéine de fusion Bcr-Abl (Carofiglio et al., 2020).

7.2.Les vois de signalisation associée a Bcr-Abl
La Ber-Abl active une variété de voies de signalisation conduisant a la prolifération cellulaire,
la promotion de la survie, I'inhibition de I'apoptose, l'altération de I'adhésion cellulaire a la
matrice extracellulaire et la capacité d'auto-renouvellement des cellules leucémiques (Benchikh
et al., 2022).

Le mécanisme d’activation initié par la dimérisation puis I’autophosphorylation du récepteur
tyrosine kinase, la protéine de fusion a I’état active induit le recrutement des protéines
adaptatrice telles que GRB-2, protéine d'amarrage (DOK), CRKL, CRK et plusieurs molécules
intermédiaires et/ou effectrices nécessaires pour les interactions protéine-protéine et la
transduction de signal intracellulaire (figure 8). Les voies de signalisation les plus importantes
dépendant de la tyrosine kinase Bcr-Abl sont: RAS/MAPK, PI3SK/AKT et JAK2/STAT
(Amarante-Mendes et al., 2022; Benchikh et al., 2022).

8. Lathérapie ciblée : les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK)
Au cours des deux dernieres décennies, il y a eu une énorme évolution dans le traitement de la
LMC, passant des médicaments cytotoxiques a large spectre aux thérapies ciblés.
Contrairement a la chimiothérapie traditionnelle, les thérapies ciblés peuvent agir
spécifiqguement sur les cellules cancéreuses sans toucher aux cellules normales, ce qui leur
confére une efficacité élevée et une faible toxicité (Zhong et al., 2021). Plusieurs approches de

thérapie ciblée ont existé, dont les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK).

14



Etude Bibliographique Chapitre | : les tyrosine Kinases

Les ITK sont des petites molécules hétérocycliques de faible poids moléculaire (400-600
g/mol), qui se lient de maniere compétitive au site de liaison & I'ATP du domaine catalytique
des tyrosines kinases (Paludetto, 2015; Thomson et al., 2022). La grande majorité d'entre eux
sont administrés par voie orale. Ces molécules sont aujourd'hui a la base du traitement de la
LMC, qui doit cibler la fonction enzymatique de la protéine, avec une moindre toxicité, et
pénétrer a l'intérieur de la cellule, dont son activité doit étre restreinte aux cellules malignes
(Druker et al., 2006; Hantschel et al., 2012; Paludetto, 2015). Les ITK sont classés en quatre

types selon leur mode de liaison (Carofiglio et al., 2020) :

= Les ITK de type I qui interagissent avec le site de liaison de I'ATP dans la conformation
active appelé DFG-IN.

= Les ITK de type Il qui occupent la poche de liaison dans la conformation dite DFG-
OUT inactive.

= Les ITK de type Il qui se lient a une poche allostérique pres de la poche ATP.

= Les TKI de type IV qui peuvent étre biaisés vers une poche éloignée de celle de I'ATP,

mais toujours dans le domaine kinase (KD).

Cing ITK sont approuveés pour traiter la LMC a différents stades, a savoir (Massimino et
al., 2020) :

8.1. Les ITK de premiere génération : Imatinib mésylate ou ST1 571 (Glivec /Gleevec)

L’imatinib est le premier ITK indiqué dans le traitement des patients atteints de LMC, leur
interaction avec Bcr-Abl ne se fait que dans une conformation inactive et déphosphorylée de
I’oncogene, empéchant la liaison de I’ATP (inhibiteur de type II). Il Permet de stabiliser
I’oncogene sous sa forme inactive et de bloquer ainsi 1’autophosphorylation de 1’enzyme puis

la transmission du signal (Bennini, 2016; Nagar et al., 2002).

8.2.Les ITK de seconde génération : Nicotinb, Dasatinib et Bosutinib
Face aux résistances et aux échecs de I’imatinib, d’autres ITK plus puissants ou ayant un spectre

kinasique plus large ont été développés (Kantarjian et al., 2010).

» Nilotinib (Tasigna ®)
Le Nilotinib est un puissant inhibiteur hautement sélectif des tyrosine-kinases Bcr-Abl de
deuxiéme génération, qui empéche 1’activité de la plupart des mutants de Ber-Abl responsable

de la résistance a I’Imatinib a I’exception des mutations T3151 et E255V. Cet ITK ayant une
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forte affinité pour le site d'ATP capables d’associer a la conformation inactive de 1’oncogéne
(inhibiteur de type I1) (Ciaffaglione et al., 2022; Kantarjian et al., 2007).

» Dasatinib (Sprycel®)

Le dasatinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase Bcr-Abl qui présente un spectre d’action
plus large d’environ 300 fois plus puissant in vitro que I'imatinib (Khoury et al., 2009). Il est
développé sur la base d’une structure completement différente de celle de I’Imatinib, permettant
de lier a la forme active et inactive de I’oncoprotiéne Ber-Abl (Gagic et al., 2020). Comme le
Nilotinib, il est actif contre la plupart des mutants de Bcr-Abl sauf T315l, insensible au
Dasatinib constitue le mécanisme de résistance le plus fréquent. (Carofiglio et al., 2020;
Demarquet et al., 2011).

e Bosutinib (Bosulif ®)

Le Bosutinib (SKI-606) est une petite molécule, biodisponible par voie orale doté d’une
puissante activité inhibitrice préclinique de Bcr-Abl dans les lignées cellulaires de LMC
résistantes a I'imatinib (Puttini et al., 2006).1l affecte efficacement la majorité des mutations
Ber-Abl y compris les Y253F, E255K et D276G qui conférent une résistance a la Ml, a
I'exception des mutations hautement résistantes T315l.(Levinson & Boxer, 2012; Melo &
Chuah, 2008). Le Bosutinib présente un mécanisme d’action semblable au Dasatinib en se
fixant sur I’oncogene Ber-Abl en conformation active ou inactive (inhibiteur de type 1) (Voisin,
2019).

8.3.Les ITK de troisieme génération : Ponatinib AP24534
Le Ponatinib est un inhibiteur puissant du type Il de gene Bcr-Abl disponible par voie orale,
qui est actif contre I’ Abl natif et le mutant T3151. Son activité sur ce mutant peut étre due a la
présence de la liaison 1’acétyléne inflexible propre a cette molécule (Cortes & Lang, 2021; He
et al., 2020). Le Ponatinib devient extrémement efficace pour sauver les patients atteints de
LMC en différents stades de la maladie qui dévirent résistantes a plusieurs autres ITK (Breccia
et al., 2018; Zhao et al., 2014).

Plusieurs nouvelles ITK sont actuellement a I'étude dans différents essais cliniques et offrent
une activité plus élevée contre 1’oncogeéne Ber-Abl, plus précisément la mutation T315I tel
que (Carofiglio et al., 2020):
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e L’asciminib (ABLO001)
L’asciminib est un puissant inhibiteur allostérique Ber-Abl de type IV biodisponible par voie
orale (Manley et al., 2020). 1l se lie au site myristoyle normalement occupé par le N-terminal
myristoylé d'ABL1, qui joue le rdle de régulateur allostérique négatif. Cette inhibition
autorégulatrice est perdue lors de la fusion. L’asciminib fournit I’effet de régulateur négatif

perdu et restaure I'inhibition de I'activité kinase (De Santis et al., 2022; Massaro et al., 2018).

e Rebastinib (DCC-2036)
Le rebastinib est un puissant inhibiteur de contrdle conformationnel, congu pour surmonter les
mutations résistantes a Bcr-Abl1, principalement T3151 (Zhong et al., 2021). 1l se lie en tant
qu'inhibiteur de type 1l a la poche de contréle de commutation du domaine de la kinase ABL1,
qui interviennent dans le passage de la conformation inactive a la conformation active (Cortes
etal., 2017).

e Radotinib (1'Y5511HCL)
Le radotinib est un nouvel inhibiteur sélectif de la tyrosine kinase BCR-ABL1 qui présente une
analogie structurelle avec le nilotinib (Eskazan et al., 2017). Le radotinib a montré une activité
contre les mutations Ber-Abl les plus courantes, sauf le T3151 avec une efficacité supérieure a
celle de I'imatinib. In vitro, le radotinib se lie a Bcr-Abl1 et réduit la phosphorylation de CrkL,
une proteine cible de BCR-ABLL1 (Heo et al., 2021; Massaro et al., 2018).

e Olverembatinib (HQP1351)
L'olverembatinib est un puissant inhibiteur de la tyrosine kinase Bcr-Abl oral de troisieme
géneration. HQP1351 est un inhibiteur spécifique de site de liaison de I'ATP de la kinase Bcr-
Abl 1 de type sauvage et d'un large spectre de mutants Ber-Abl 1, notamment le mutant T315I
(Dhillon, 2022; Shoukier et al., 2021).

9. Les substances naturelles ciblant la protéine de fusion Bcr-Abl
Les produits naturels sont des composés chimiques ou des substances produites par des
organismes vivants jouent un réle important dans la découverte et le développement de
nouveaux médicaments contre le cancer en raison de leur faible toxicité et de leur rentabilité
(Khajapeer & Baskaran, 2016).

Parmi ces molécules, les alcaloides présentent une activité anti-tumoral importante dans la
LMC. Les alcaloides sont des composés organiques naturels contenant un cycle hétérocyclique

avec un atome d’azote. Ils possedent plusieurs activités physiologiques comme les activités
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antipaludiques, anti-asthmatiques, anticancereuses, antibactériennes et antivirales (Khajapeer

& Baskaran, 2016). Les alcaloides les plus importantes sont :

9.1. Berbérine (BBR)

La berbérine (7,8,13,13a-tetradehydro-9,10-dimetoxy-2,3-(metylenedioxyberberinium) est un
alcaloide isoquinoléine naturel dérivé de la plante Berberis vulgaris. C’est un composé
cliniqguement important grace a ces multiples activités pharmacologiques, y compris les effets
anticancéreux. Par conséquent, la BBR inhibe non seulement I’activité de la tyrosine kinase
Ber-Abl mais se lie également directement a I’Abl 1 qui induit a une dégradation autophagique

de Bcer-Abl pour surmonter la résistance a I’imatinib (Yin et al., 2022).

9.2.Emodine
Emodine (1, 3, 8-trihydroxy- 6-méthlanthraquinone) est un dérivé naturel de I'anthraquinone
isolé de Rheum palmatum L, Des études pharmacologiques ont montré que 1’émodine a une
variété d'activités biologiques, telles que : anti-bactérienne, anti-inflammatoire, anti- cancer, et
peut étre utilisé comme inhibiteur de la protéine tyrosine kinase. Pour les cellules de la LMC,
I'étude par RT-PCR et Western blot a montré que I'émodine peut réduire le niveau de Bcr-Abl

indépendamment de la dose et obtenir I'effet de controler la LMC (Yin et al., 2019).

En raison de la faible biodisponibilité de ces produits naturels, des analogues structurellement
similaires peuvent également avoir des actions et des activités biologiques nettement identiques
a celle des molécules naturelles sur I’oncogene Ber-Abl. Ces composés doivent respecter les 5

regles de Lipinski, a savoir (Kawakami et al., 2022; Li et al., 2020).

e Poids moléculaire inferieur ou égale 500 daltons

e Nombre d’accepteurs de liaisons H inferieur ou égale a10

e Nombre de liaison H donneurs inferieur ou égale a 5

e Le caractére lipophile mesurer par le logarithme du coefficient de partage p :

—2<logp <5

e La flexibilité de substrat inferieur ou égale a 5
Récemment, I’effet de la BBR et de ses 16 analogues ont été testés sur le microbiome intestinal
humain ex vivo (Wu et al., 2022). Par ailleurs, 1’étude d’amarrage moléculaire de Li et al.,
(2020), a montré que 1’émodine interagissait avec le site actif d’une tyrosine kinase (AURORA)
qui joue un réle essentiel dans la prolifération des cellules malignes notamment dans le cancer

de I’ovaire (Li et al., 2020). Dans ce travail nous allons évaluer I’effet des analogues de
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berbérine et d’émodine sur 1’oncoprotiéne de fusion Ber-Abl. Nous avons sélectionné 6
analogues provenant de la berbérine : Jatrorrhizine, Dihydroberberine, 13-methylberberine,
Columbamine, Chelerythrine chloride et Palmatrubine ; et six autres a partir de 1’émodine :

Chrysofanol-8-O-glucoside, 8L-902, Isorhapontigenine, Rhapontine, Desoxyrhaponticine,
Rhapontigenine 3’-O-glucosides (Bei et al., 2021; Li et al., 2020).
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1. Introduction
Les interactions entre les biomolécules sont fondamentales pour tous les processus biologiques.
De ce fait, il est important de mieux comprendre et d’écrire ces interactions qui peuvent étre
réalisés par cristallographie aux rayons X ou résonance magnétique nucléaire (RMN). Toute
fois chacune de ces méthodes a prouve ses limitations et présentent des difficultés pour mieux

comprendre ces interactions (Lavecchia & Di Giovanni, 2013).

Afin de résoudre ces problemes, de nombreuses méthodes de criblage in silico ont éte
développées, y compris le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage en francais).
C’est une technique informatique qui facilite la prédiction de 1'orientation de la liaison préférée
d’une molécule a une autre pour former un complexe protéine - protéine ou protéine-ligand
(Mukesh & Rakesh, 2011). En d'autres termes, ¢’est une procédure informatique qui anticipe
I'orientation, la conformation, et la position d'une petite molécule (ligand) dans le site de
fixation d'une macromolécule cible (récepteur), en estimant I’affinité et en déterminant les
diverses interactions entre le ligand et son récepteur (Azam & Abbasi, 2013; Kaapro & Ojanen,
2002). Ainsi, I’amarrage moléculaire joué un role central dans le processus de conception et de

découverte de médicaments (Azam & Abbasi, 2013).

2. Principe théorique
Le Docking moléculaire est I’une des méthodes in silico qui se base sur la structure 3D d'une
cible d’intérét en fonction de la complémentarité structurelle et électronique des ligands.
L’objectif étant de prédire les interactions se produisant entre les molécules et leurs cibles

moléculaires (Pinzi & Rastelli, 2019).

La méthode d'amarrage s'effectue en deux étapes complémentaires, tout d'abord, I'orientation
adoptée par le ligand lors de I'amarrage au récepteur est explorée a travers des algorithmes de
recherche. L'étape suivante consiste a évaluer ces conformations en calculant I'énergie libre
d'association, ou leur affinité pour leurs récepteurs, a l'aide d'une fonction mathématique
appelée fonction de score. Les résultats peuvent étre interprétés qualitativement en examinant
les interactions établies par les ligands avec les résidus du site actif, et quantitativement en
manipulant les valeurs numériques dans la fonction de notation (Kitchen et al., 2004; Merzoug
& Chikhi, 2018; Sethi et al., 2019).
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3. Les outils de Docking moléculaire
L’amarrage moléculaire est généralement effectué entre un (ou des) ligand(s) et un récepteur
qui est une macromolécule de nature protéique (cible). Le terme Docking seul est souvent utilisé

pour désigner un « Docking protéine-ligand » (Chaudhary & Mishra, 2016).

3.1. Récepteur

La sélection d'une conformation 3D appropriée de récepteur, est une étape critique dans la
réalisation d’un amarrage moléculaire. Ces structures 3D des protéines sont obtenues
principalement par des méthodes spectroscopiques telles que la cristallographie aux rayons X,
la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la Cryo-microscopie électronique. Elles sont par
la suite stockées dans une base de données accessibles librement nommée « Protein Data Bank
» (PDB) (Ferreira & Ricardo, 2015). Les techniques spectroscopiques ont été en mesure de
résoudre plus de 100 000 structures protéiques tridimensionnelles, fournissant des informations
structurelles vitales sur les principales cibles macromoléculaires (Spyrakis et al., 2003). La
modélisation par I'homologie permet de déterminer les structures provisoires (structure
inconnue) de ces protéines qui présentent une homologie de séquence élevée avec des structures
connues (Agarwal & Mehrotra, 2016; Berman et al., 2002).

3.2. Ligand
En Docking moléculaire, la structure chimique des composés actifs peut étre obtenues a partir
des bases de données, telle que ZINC, ChEMBL, DrugBank et PubChem (Naqgvi et al., 2018).
Des structures chimiques sont stockées dans les chimoithéques ou I’espace chimique qui
cataloguent des substances chimiques disponibles dans le commerce. Elles peuvent également
utiliser des ligands de PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans

différents formats (pdb, mol, mol2...etc.) par des logiciels de construction moléculaire (Boukli-

Hacene, 2016; Williams & Tkachenko, 2014).

3.3. Les programmes de Docking moléculaire
L’amarrage moléculaire peut étre divise en deux étapes distinctes : exploration de l'espace
conformationnel du ligand dans la cavité de la liaison et estimation de 1’énergie de liaison pour
chaque conformation prédite. Les algorithmes utilisés pour chaque étape dépendent du
programme de Docking utilisé (Lopez-Vallejo et al., 2011). Actuellement, il existe plus de 60
programmes d'amarrage différents, qui ont été développés pour une utilisation a la fois
académique et commerciale, tels que DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD, ICM, Glide,
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Cdocker, LigandFit, MCDock, FRED, MOE-Dock, LeDock, AutoDock Vina, rDock, UCSF
Chimera et bien d'autres (Pagadala et al., 2017).

4. Les algorithmes de recherche
Les applications d’amarrages peuvent étre classées selon leurs algorithmes de recherche en

deux grands groupes : ’amarrage a corp rigide et I’amarrage flexible (Dias et al., 2008)

4.1. L’amarrage a corp rigide

L'amarrage & corps rigide ne prend pas en considération la flexibilité des ligands ou des
récepteurs, par conséquence la précision des résultats obtenus va étre réduite. L’identification
des sites de liaison de ligand pour plusieurs protéines différentes est possible méme sans tenir
compte de la flexibilité (Dias et al., 2008).

La simulation d'amarrage a corps rigide a été utilisée comme le moyen le plus rapide pour
effectuer un criblage initial, Il a une précision relativement élevée pour les structures
cristallographiques. L’obtention des meilleurs résultats de simulations d'amarrage a corps rigide
avec une précision plus élevée est possible a l'aide d'une fonction de notation empirique.
Généralement, des fonctions d'amarrage ou/et de notation flexibles ont été utilisées pour
appliquer un raffinement plus spécifique et une optimisation des pistes apres la procédure
initiale d'amarrage a corps rigide. Toutes les simulations d'amarrage de corps rigides ont été
réalisées avec ZDOCK (Dias et al., 2008)

4.2. L’amarrage flexible
Les méthodes d'amarrage flexibles peuvent considérer plusieurs conformations possibles de
ligand ou de récepteur, ainsi que pour les deux molécules simultanément, avec un temps de
calcul plus élevé. Les applications d'amarrage utilisent généralement une ou plusieurs des
algorithmes de recherche suivants : Fast shape matching (SM), Incremental construction (IC),
Monte Carlo (MC), Simulated annealing (SA), Distance geometry (DG), Evolutionary
programming (EP), Genetic Algorithm (GA) et Tabu search (TS) (Brooijmans & Kuntz, 2003;
Dias et al., 2008).

5. Fonction de score
La distinction des modes de liaison observés expérimentalement associé avec les valeurs
d'énergie les plus faibles du paysage énergetique parmi tous les autres modes explorés par
I'algorithme de recherche (prédiction de mode) est une tache souvent colteuse du point du vue
informatique (Guedes, 2014). Les fonctions de score sont développées afin d'évaluer et

classifier les meilleurs complexes parmi ceux produits par un processus d’amarrage (Ain et al.,
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2015). Les fonctions de notation peuvent étre basées sur le champ de force, empirique et la

connaissance « Knowledge-based » (Gagic et al., 2020)

5.1. Les fonctions de score basées sur le champ de force

Les fonctions de notation basées sur le champ de force consistent d’une somme de termes
d'énergie dérivees d'un champ de force. Ils considerent généralement les énergies d'interaction
du complexe protéine-ligand (termes non liés) et I’énergie interne du ligand (termes liés et non
liés)(Ewing et al., 2001; Gagic et al., 2020) . Cependant, plusieurs variantes ont été développées
pour surmonter les problémes liés a l'utilisation de la fonction basée sur le champ de force, en
particulier les collisions atomiques. Des termes supplémentaires ont éteé également inclus pour
calculer d'autres propriétés telles que I'effet de solvatation/ désolvatation(Kulik, 2018; Thornton
etal., 2016). GOLD, AutoDock et DockThor sont des programmes basés sur le champ de force
(Santos et al., 2018).

5.2. Les fonctions de score empirique

Des fonctions de notation empirique sont développées pour reproduire les données
expéerimentales d'affinité de liaison avec une grande précision. lls sont basés sur les interactions
intermoléculaires comme la liaison hydrogeéne, I’interaction ionique, 1’effet hydrophobe et
I’entropie de liaison (Gagic et al., 2020; Kadukova & Grudinin, 2017). Les coefficients associés
aux termes fonctionnels peuvent étre obtenus par une analyse de régression en utilisant des
données d'affinité de liaison connues de structures déterminées expérimentalement (Li et al.,
2019). Les fonctions empiriques different principalement par le nombre et le type de termes
considérés et les complexes protéine-ligand(Liu & Wang, 2015) . ChemScore, ID-Score,
PLANTSCHEMPLP, GlideScore et LUDI sont des logiciels basés sur les fonctions empiriques
(Santos et al., 2018).

5.3. Les fonctions de score basées sur la connaissance « Knowledge-based »
Les fonctions basées sur la connaissance sont développées sur la base de I'analyse statistique
des paires d'atomes en interaction a partir de complexes protéine -ligands avec les structures
tridimensionnelles disponibles. Ces données atomiques appariées sont transformées en un
pseudo potentiel appelé potentiel de force moyenne, qui désigne les géométries préférées des
paires d’atomes protéine-ligand(Li et al., 2019). Cette stratégie utilise la complexité physico-
chimique de la liaison des effets plus spécifiques. Cependant, une fonction de score qui se base

sur la connaissance est fortement dépendante du nombre et de la diversité des structures
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experimentales utilisées (Guedes et al., 2014; Muegge, 2006) . Exemples des programmes

basées sur les connaissances : DrugScore, PMF, SMoG et Bleep (Santos et al., 2018)

6. Intérét de Docking moléculaire
Le but et I'application de I'amarrage ont changé depuis sa premiéere apparition. En fait, bien qu'il
ait été développé a [l'origine pour étudier la reconnaissance moléculaire entre les
macromolécules et les petites molécules, il est maintenant également largement utilisé pour
aider différentes tches dans les programmes de découverte de médicaments, telles que le
repositionnement de médicaments, l'identification de cibles, la conception et le
repositionnement de ligands multi-cibles. De plus, I'amarrage aide a comprendre la relation
entre différentes cibles moléculaires impliquées dans une maladie spécifique, ce qui est
également trés important pour la pharmacologie intégrative et la découverte de médicaments

modernes (figure 8) (Pinzi & Rastelli, 2019).
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Figure 8: Principales applications de I'amarrage moléculaire dans la découverte actuelle de

médicaments (Pinzi & Rastelli, 2019).
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CHAPITRE I
Matériel et méthodes
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

1. Matériel

1.1. Micro-ordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur Hardwares ayant un systeme

d’exploitation linux avec une mémoire vide de 504 Go. Ce microordinateur possede un

processeur Intel ® Core TM i5-7400 CPU @ 3.00 GHz*4.

1.2. Les programmes

Les différents logiciels utilisés dans ce travail sont :

> UCSF Chimera

UCSF Chimera version 1 .4 est un programme pour réaliser I’amarrage moléculaire, développé
par Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics (RBVI) de I’Université de
Californie & San Francisco. Il permet de visualiser et d’analyser les cartes de densité, la
microscopie 3D, les structures moléculaires et les données associées aux molécules étudiées
(figure 9) (Butt et al., 2020).

UCSF Chimera est disponible gratuitement pour une utilisation non commerciale sur :

http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/

ad

Command: [prep prot v]

Active models: I~ 0 T 1 23 B IS5 IE G = = 8 s o I_ Al Nextle\'i(
=2

Figure 9: Processus d'amarrage moléculaire par UCSF Chimera.
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» AutoDock Vina

AutoDock Vina version 1.1.2 est un logiciel open-source le plus largement utilisé pour la

simulation d'amarrage moléculaire, 1l a été concu par le Dr Oleg Trott de I'Institut de Recherche

Scripps aux Etats- Unis (laboratoire de graphisme moléculaire) (figure 10) AutoDock Vina
accessible librement sur : http://vina.scripps.edu

< UCSF Chimera P REE e |
File Select Actions Presets [Took ] Favorites  Help

Blc O 2 DlelelWs e |

Figure 10: L’interface d’accés au AutoDock vina dans UCSF chimera

» Discovery Studio Visualizer (DSV)

Le visualiseur Discovery Studio est un logiciel gratuit qui peut étre utilisé pour présenter des

données générées par d'autres logiciels. 1l est concu pour fournir un environnement interactif
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permettant de visualiser et d'établir des structures moléculaires, des séquences, des données de

réflexion des rayons X, des scripts et d'autres données (figure 11).

[ Macromotecutes [N

‘BaEees X

365 » W[5 a3 08 S e e E 5] “aycoacmernnimro g

Figure 11:Interface de logiciel Discovery Studio Visualizer

SwissADME

SwissADME est un outil web librement accessible sur http://www.swissadme.ch . Il permet de

calculer les principaux descripteurs physicochimiques et d’estimer les paramétres ADME, les
propriétés pharmacocinétiques des composés et la convivialité de la chimie médicinale d'une
ou plusieurs petites molécules pour faciliter la découverte de médicaments (figure 12) (Daina
etal., 2017).

« C A Not v 80 :

Enter a list of SMILES here
NC1=C(0)C2=C(C=CC=C2)C=C1

Figure 12: Interface de I'outil web SwissADME.
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1.3. Les banques de donnée
» « Protein Data Bank »

La protein data Bank (PDB) est le référencier mondiale unique en ligne des structures
moléculaires (https://www.rcsb.org/). L’archive est passée a plus de 180 000 structures
tridimensionnelles de macromolécules biologiques déterminées expérimentalement (figure 13)
(Burley et al., 2022).

RCSBAPB Verser - Recherche ~ Visualiser » Analyser ~ Télécharger ~ Apprendre ~ Suite ~ Documentation ~ Camiéres

19063 e
permett: les percées dans la

PROTEIN DATA BANK recherche et féducation T i A .
e 1aiicus - v
el 3PDE @ovces Rilimue (Y- m

Une vision structurelle de la biologie

Cette est all ée par les ions d'archives de la Protein Data
Bank sur les formes 3D des protéines, des acides nucléiques et des
assemblages complexes qui aident les étudiants et les chercheurs & comprendre
tous les aspects de |a biomédecine et de I'agriculture, de la synthése des
protéines  la santé et aux maladies

8 Verser

Q Recherche En tant que membre du wwPDB, le RCSB PDB conserve et annote les données
PDB.

ﬁ Visualiser Le RCSB PDB s'appuie sur les données en créant des outils et des ressources
pour la et €en biologie 2 ire, biologie
biologie computationnelle et au-dela

£ Analyser

# Télécharger coviD-19
CORONAVIRUS

Res( »og
Wl Apprendre Resources

Nicotine, cancer et dépendance

Figure 13: Interface de la base de données PDB le mois de mai 2022,

> « PubChem »

PubChem est une base de données tres vaste qui contient des structures de molécules chimiques
librement accessibles. Elle contient non seulement les petites molécules, mais aussi des
molécules plus grosses. Le service de recherche des produits chimiques est fourni par le nom,

la formule moléculaire, la structure et d’autres identifiants.
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Plusieurs mises a jouer ont été publiées en mars 2019 et qui sont nécessaires pour inclure
toujours une nouvelle apparence pour la plupart des pages de contenu PubChem telles que des
résumés de composes, des enregistrements de substances et d’essais biologiques, des vues de

brevets (figure 14) (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

m) Bibliothéque nationale de médecine

Centre national dinformation wr Iz b

Pu b@ hem Sur  Despostes Soumettre  Contacter

B Recherches enregistrées (7)

Explorez la chimie

Trouvez rapidement des informations chimiques provenant de sources faisant
autorité

EGFR  COH8O4 57-27-2

[ utilisez Entrez

55 >
r’._\l"j,
Dessiner la structure ~ Télécharger la liste d'ID Parcourir les données  Tableau périodique

Ccrr'pnsésh]/M 278 millions esusstances  295M  Boactitss  34M utemtre 42 Millions de  srevets 860 saurce dintormation

Voir plus Statistiques » Explorer les sources de données »

Figure 14 : Interface de la base de données PubChem avec les statistiques actuelles

2. Méthodes

» La préparation de la protéine cible pour ’amarrage

La protéine de fusion BCR-ABL sous sa forme tridimensionnelle été obtenue a partir de la base
de données PDB. Dans notre cas, il n’existe aucune structure 3D de ’oncogene compléete. De
ce fait, nous avons utilisé que la structure du domaine kinase d’un mutant ABL résistant a
I’imatinib en complexe avec I’inhibiteur de kinase Aurora VX-680. Enfin, le fichier du domaine

kinase d’un mutant ABL préparée a été enregistré (tableau 1).
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Tableau 1: Les données PDB de la protéine cible

ID PDB Le poids total Résolution (A) Méthode
(KDa)
2F4) 33,64 1,91 Diffraction des
rayons X

Apres le téléchargement, on observe que la protéine Abl 1, posséde uniquement une chaine A
monomérique. Cette dernicre doit étre modifiée par 1’élimination des molécules d’eau et de

I’inhibiteur (VX-680) pour obtenir une structure (2F4J) simplifiée.
Les étapes de la préparation du protéine cible :

Afin de montrer le site actif de la protéine cible, I’ihnibiteur doit etre identifier en respectant
les étapes suivants :

- Cliquer sur Select > Residue > all non standard > actions > atoms/bonds >
Delete.

- Pour traiter la proteine étudiée clique sur Tools > surface/Binding Analysis >
Dock Prep.

- Supprimer les molécules d’eau , ajouter les atomes d’hydrogénes ,attribuer des
charges partielles a la proteine et cliquer sur OK.

- Enregister le fichier sous forme PDB.

> Préparations des inhibiteurs

Les structures tridimensionnelles des inhibiteurs utilisés dans notre travail sont téléchargées a
partir de la base de données PubChem sous format SDF (tableau 2). Ils sont classes dans le

tableau suivant :
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Tableau 2: Représentation des structure 3Ddes inhibiteurs étudier dans ce travail

Noms Code Structure 3D
Jatrorrhizine
Dihydroberberine
(DHBBR) 10217
Berbérine
13-methylberberine | 148262
(13MBBR)
Columbamine
72310
(COBA)
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Chelerythrine chloride
(CLTR) 72311

Palmatrubine

(PMTB) 10547386

Emodine
8L -902 3352253
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Chrysofanol-8-O-

glucoside 44zrst
Isorhapontigenine 5318650
Rhapontine 637213
Desoxyrhaponticine 5316606
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Rhapontigenine 3’-

O-glucosides 45033632

3. Le Docking moléculaire

Le but d’amarrage moléculaire est de déterminer le mode d’interaction entre la tyrosine kinase
ABL 1 et ces inhibiteurs via UCSF Chemira et son champ de force AMBER ff03.r1 destiné
principalement a la visualisation et I’analyse des structures moléculaires, en association avec

I’interface AutoDock vina. Selon les étapes suivantes :

- Ouuvrir le fichier de la protéine qui a été préparée par USCF chemira. En cliquant sur
file » open » pour sélectionner le fichier contenant le ligand.

- Cliquer sur Tools > surface binding analysis » AutoDock Vina » une boite de dialogue
qui s’ouvre pour Sélectionner le nom de fichier, le récepteur, le ligand et remplir les

dimensions de la grille (tableau 3).

Tableau 3: Taille et position du centre de la grille.

Centre -0.045 -7.26 -23.2

Taille 18 18.7 22

Les résultats de 1’amarrage sont enregistrés dans un fichier PDB pour la visualisation
tridimensionnelle des interactions moléculaires entre la protéine cible et les ligands via le

logiciel « Discovery Studio Visualizer ».
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Résultats et discussion

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude des interactions moléculaires
entre la protéine tyrosine kinase ABL 1 et douze analogues par Docking moléculaire en utilisant
UCSF Chimera, pour mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de ces enzymes. Ensuite,
une analyse visuelle de ces composés naturels est réalisée a 1’aide de DSV. Enfin, nous avons

étudié les propriétés ADME pour sélectionner les meilleurs candidats.

1. Reésultats de docking moléculaire
Nous avons analysé les interactions moléculaires entre un domaine kinase d’un mutant ABL 1
résistant a I’imatinib (2F4J) pour chaque analogue d’origine naturel afin d’indiquer la meilleure
conformation générée par AutoDock Vina. Les résultats obtenus sont classés par ordre

d’énergie de liaison dans le tableau suivant (tableau 4) :

Tableau 4: Résultats de docking moléculaire pour les 12 analogues.

Nom AG® (Kcal/mol)
Chelerythrine chloride
-10.7
(CLTR)
13-methylberberine
-10.5
(13MBBR)
Dihydroberberine 99
Berbérine (DHBBR) '
Columbamine (COBA) -9.3
Palmatrubine (PMTB) -9.2
Jatrorrhizine (JATZ) 9.1
Chrysofanol-8-O-glucoside 99
Rhapontine '
Rhapontigenine 3’-O- o5
glucosides '
Rhapontine -9.1
Emodine Desoxyrhaponticine -8.9
Isorhapontigenine -8.5
8L-902 -8.2

39



Résultats et discussion

Plus I'énergie de liaison est réduite, plus la force de la liaison est élevée, conduisant en une
inhibition accrue. Les meilleurs composés dont le AG® est le plus élevé sont résumés dans les
tableaux 5 et 6.

Tableau 5: Les resultats de docking moléculaire pour les meilleurs analogues de la berbérine

Nom Formule Poids moléculaire AG° (Kcal/mol)
Chelerythrine chloride i
(CLTR) C21H1sCINO4 383.8 g/mol 10.7
13-methylberberine 350.4g/mol o
(13MBBR) C21H20NO4* -10.5
Columbamine .
C20H20NO4 338.4g/mol -9.3

(COBA)

Tableau 6: Les résultats de docking moléculaire pour les meilleurs analogues de I'émodine

Nom Formule Poids moléculaire AG?® (Kcal/mol)
Chrysofanol-8-O- 99
glucoside C21H2009 416.4g/mol
Rhapontigenine 3’-O- o5
glucosides C21H2409 420.4g/mol :
Rhapontine Ca1H200 420.4g/mol 9.1

D’apreés les valeurs de AG® obtenue (tableau 4), la Chelerythrine chloride présente une
meilleure affinité avec la tyrosine kinase d’Abl 1 (-10.7), suivi par 13-methylberberine (-10.5),
Chrysofanol-8-O-glucoside et Dihydroberberine dont les deux derniers ayant la méme valeur
de AG° (-9.9) exprimant une interaction similaire avec la proteine cible. La
Desoxyrhaponticine, 1’Isorhapontigenine et la 8L.-902 montrent les affinités les plus faibles
avec les valeurs de -8.9, -8.5, -8.2, respectivement.
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Résultats et discussion

2. Les interactions moléculaires
Les interactions des meilleurs résultats obtenus par I’outil DSV lors des expériences de docking

sont présentées ci-dessous.

» CLTR présente la valeur de score d’interaction la plus élevée de -10 ,7 Kcal/mol,
cela indique que ce composé est bien placé dans le site actif de la PTK a travers

16 résidus d’acides aminés (figure 15) :

- Asp 381, Lys 271, Ala 380, Val 299, Met 318, Phe317, Thr 319 et Gly 249
interagissent par des interactions de Van der Waals.

- Ala 269, Val 256 et Leu 370 présentent des interactions alkyle et pi-alkyle et une
interaction alkyle pour la Leu 248.

- Une seule interaction pi-pi une forme T pour Tyr 253.

- Gly 321 interagit par une liaison hydrogene conventionnelle plus une interaction de
type accepteur -accepteur pour Thr 315.

- Glu 286 avec une liaison carbone hydrogene.

Interactions

van der Waals
Corven tional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

Pi-Pi T-shaped
Alleyl
Pi-Allyl

Bl Urfevorsble Acceptor-Acceptor

Figure 15 : Interaction de Chelerythrine chloride avec I'Abl1l

» 13MBBR présente un score de liaison egale -10,5 Kcal/mol, cela indique que ce
composé est bien placé dans le site actif de la PTK par 15 résidus d’acides

aminés (figure 16) :

- Ala 380, Ala 269 pour une interaction hydrophobe de type pi-alkyle et Leu 370 lie avec
deux interactions hydrophobes différentes : pi- alkyle et alkyle.

41



Résultats et discussion

Une seule interaction hydrophobe de type alkyle pour Phe 217, Val 356, Tyr 353 alors
que leu 248 présente une interaction alkyle et une interaction électrostatique de type pi-
Sigma.

Des liaisons de Van der Walls pour Val 299, Met 318, Gly 321, His 346 et Asp 381.

Gly 249 et Thr 315 associés par des liaisons hydrogenes conventionnelles.

TYR
A253

LEU
£:298

>

Figure 16 : Interaction de 13-methylberberine avec I'Abl1

» Columbamine présente un score de liaison égale —9,3 Kcal/mol, cela montre que
ce compos¢ est stable dans le site actif de la PTK a travers 15 résidus d’acides

aminés (figure 17) :

Val 299, Glu 316, Thr 315, Met 318, Gly 321, Phe 317, His 246 et Asp 381 présentent
des interactions de VVan der Waals.

Trois interactions hydrophobes de type pi-alkyle pour Ala 381, Val 256 et Ala 269.

Leu 370 présente plus de ’interaction alkyle, une interaction hydrophobe de type pi-
alkyle et une interaction alkyle pour Tyr 253.

Gly 249 interagit par une liaison hydrogéne conventionnelle

Leu 248 avec deux interactions hydrophobes de types différentes : alkyle et pi-sigma
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TYR
A:253 ASP
A:38L

G LY LEU ALA
A24g A3T0 AZ269

WAL
—Q\ A256
—d

] ALA
AIBO

Interactions
wvan der Waals Allcyl
Conven tional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Pi-Sigma

Figure 17: Interaction de Columbamine avec I'Abl1

» Chrysofanol-8-O-glucoside présente un score de liaison égale - 9,9 Kcal/mol
similaire a celle de la DHBBR, cela montre que ce composé est bien placé dans
le site actif de la PTK de la méme maniere que DHBBR au moyen de 16 résidus
d’acides aminés, Chrysofanol-8-O-glucoside interagit via 18 résidus d’acides

aminés (figure 18) :

Lys 271, Tyr 253, Asp 325, Gly 250, Gly 321, Phe 317, Met 318, Val 299, Glu 316et
Ile 313 aves 10 liaisons de VVan der Waals.

Une seul interaction pi -alkyle pour Val 256, trois pour Ala 269 et deux interactions
pour la Leu 370.

La Gly 249, Asn 322 et Thr 315 aves 3 liaisons hydrogenes conventionnelles.

La Leu 248 avec une liaison carbone hydrogene plus une interaction électrostatique de

types pi- anion
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ASN
A322

0 TYR
230 I AZS3 A

ASP
7 fi 7 =

Y

Interactions
wvan der Waals Pi-Anion
Conven tional Hydrogen Bond Fi-Alkyl
Carbon Hydrogen Bond

Figure 18:Interaction de la Chrysofanol-8-O-glucoside avec I'Abll

» Rhapontigenine 3’-O-glucosides présente un score de liaison égale -9,5
Kcal/mol, cela montre que ce composé est bien placé dans le site actif de la PTK

par 21 résidus d’acides aminés (figure 19) :

Il existe 11 acide aminé avec des interaction de Van der Waals ainsi que d’autres comme
I’Asp. 325, Asn 322, Asp 381, lle 313 et la Gly249 interagit avec des liaisons
hydrogenes conventionnelles.

La Lys 271 avec une interaction de type donneur -donneur, la Leu 248 avec une liaison
de types pi-alkyle et une liaison de type carbone hydrogene

Une seul interaction pi-alkyle pour la Leu 370 et Val 256 et deux pour 1’Ala 269.

AL
AZ256

L= ILE = ILE

A a3ia = As31a
Lyvs o
A2AT M WAL

Interactions
van der Wwaals B Unfavorable Donor-Donor
Conven tional Hydrogen Bond Pi-alkyl
Carbon Hydrogen Bond

Figure 19: Interaction de la Rhapontigenine 3’-O-glucosides avec I'Abl1
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» Rhapontine présente un score de liaison de -9,1 Kcal/mol similaire a celle de la
JATZ, cela indique que ce composé est stable dans le site actif de la PTK de la

méme maniére que JATZ par 22 résidus d’acides aminés (figure 20) :

- Gly 250, Lys 247, Met 318, Phe 382, lle 313, Thr 315, Lys 271, Val 256, Gly 321,
Tyr 253 et Asp 325 avec des interactions de Van der Waals

- Une seule interaction hydrophobe de type pi-alkyle pour Val 299, Ala 380, Leu 248,
Leu 370 et deux interaction pi-alkyle pour Ala 269.

- Glu 286 pour une liaison carbone hydrogéne et Phe 317 avec une interaction
hydrogéne de type pi-donneur.

- Une liaison hydrogene conventionnelle avec une interaction donneur-donneur
défavorable et une liaison hydrogéne conventionnelle pour Asn 322.

- Met 290 présente une interaction de type pi-sulfure et Asp 381 pour une liaison

hydrogéne conventionnelle avec une interaction électrostatique de type pi-anion.

MET
Lvs v
25 4228 Pas s ASP PHE
A:381 A:382
GLY "
GLY -
P A:249 " 3
= < ILE
F A313
il .
THR
—a A:31S
/
o o GER ALA
e A:380
/ % o insas (VAL AD71 556
g Z A:256
VAL
A:299 MET
AF;;’O A:250
ASH TYR =
a322 ASP A:253
A32S5
Interactions
[ ] vander waals I Pi-Anion
Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Donor Hydrogen Bond
[ ] Carbon Hydrogen Bond l Pi-Sulfur
I Un~favorable Donor-Donor i ] Pi-akyl

Figure 20: Interaction de Rhapontine avec I'Abll

3. L’évaluation des propriétés pharmacologiques :
Pour étre efficace en tant que médicament, une petite molécule doit posséder une activité élevée
envers la cible, en plus des propriétés ADMET compatibles avec une application biologique.
De ce fait, nous avons évalué les propriétés pharmacocinétiques (ADME) des 6 principaux
composés par le serveur SwissADME en vue de déterminer le potentiel pharmacologique de

chacun de ces composés selon la régle des cing de Lipinski.
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La zone rose du serveur SwisSADME représente la gamme optimale pour chaque propriété
pharmacologique (lipophilie, la taille, polarité, I’insolubilité, 1’instauration et la flexibilité)

(tableau 7).

Tableau 7: Profil ADMET des meilleurs inhibiteurs obtenus par le serveur SwissADME

. . . . Instauration | Insolubilité | Absorption
L’origine o Lipophile | Polarité o .
Les inhibiteurs Flexibilité (Fraction LogS Gastro
naturelle (XLOG3) A )
Csp3) (IsOL) Intestinale
Chelerythrine
) 5,38 | 40,80 2 0,19 -5,97 Haute
chloride
. 13methylbeberine 3,98 | 40,80 2 0,25 -4,84 Haute
Berbérine
Columbamine 3,42 | 15,80 3 0,25 -4,37 Haute
Chrysofanol-8-
] 1,27 | 1535 3 0,33 -3,32 Bas
O-glucoside
i Rhapontigenine
Emodine POMHGET 052 | 149,07 6 0,33 -2,67 Bas
3’-O-glucosides
Rhapontine 0,52 | 149,07 6 0,33 -2,67 Bas

Columbamine et 13-methylberberine désignent approximativement le méme radar de
biodisponibilité sans passer la gamme optimale, quel que soit la différence de la flexibilité
(tableau 7). De plus, ces composés étudiés répandent parfaitement a la régle de cing de Lipinski
(0 violation). C’est pour cela, ils sont susceptibles d’utilisé comme des inhibiteurs de la PTK

biodisponible par voie orale (figure 21).

LIPO LIPO

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR [INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

Figure 21: Radar de biodisponibilité de Columbamine et 13-methylberberine
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Chelerythrine chloride présente la meilleure affinité pour la PTK parmi tous les inhibiteurs
testés, mais reste non biodisponible par voie orale en raison de faible taux d’instauration malgré

la détection de 0 violation a la regle de cing de Lipinski (tableau 7) (figure 22).

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Figure 22: Radar de biodisponibilité de Chelerythrine chloride

Rhapontine et Rhapontigenine 3’-O-glucosides partagent le méme radar de biodisponibilité, ou
ils dépassant la gamme optimale par un taux de polarité similaire (tableau 7), donc sont non

biodisponible par voie orale suite a la présence de deux violations a la regle de cing de Lipinski
(figure 23).

LIPO LIPO

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR |INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

Figure 23 : Radar de biodisponibilité de Rhapontine et Rhapontigenine 3°-O-glucosides
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Chrysofanol-8-O-glucoside répond parfaitement aux régles de cinq de Lipinski, ainsi qu’il
présente un taux de polarité trés élevée par apport a I’intervalle des propriétés physico-

chimiques (tableau 7), donc prédit comme non biodisponible par voie orale (figure 24).

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Figure 24: Radar de biodisponibilité de Chrysofanol-8-O-glucoside

Parmi les six meilleurs inhibiteurs testés dans ce travail, seulement Columbamine et 13-
methylberberine respectent tous les paramétres pharmacocinétique et les régles de

biodisponibilité, donc ils sont capables d’étre utilis¢é comme des médicaments biodisponible par

voie orale.
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Conclusion

La présente étude avait pour but de réaliser I’inhibition de la protéine tyrosine kinase
responsable de la leucémie myéloide chronique ; par des composés naturels en faisant appel a
I’approche in silico. Pour cela, nous avons choisi le Docking moléculaire qui présente la
principale méthode bio-informatique utilisé pour prédire le mode d’interaction des inhibiteurs

avec la protéine tyrosine kinase oncogénique.

Afin de réaliser I’amarrage moléculaire par UCSF Chimera, douze inhibiteurs d’origine
naturelle ont été sélectionné dont Jatrorrhizine, Dihydroberberine, 13-methylberberine,
Columbamine , Chelerythrine chloride et Palmatrubine provenant de la berbérine isolée de
plantes Berberis vulgaris; et six autres inhibiteurs qui sont: Chrysofanol-8-O-glucoside, 8L-
902, Isorhapontigenine, Rhapontine, Desoxyrhaponticine, Rhapontigenine 3’-O-glucosides

arrachés a partir de I’émodine, un dérivé de la plantes Rheum palmatum .

Par la suite, une analyse des interactions de tyrosine kinase avec les inhibiteurs via logiciel
DSV a été effectuée. Enfin, les propriétés physico-chimiques de la molécule testée ont été étudié

par SwissADME pour qu’elles deviennent biodisponibles par voie orale.

D’aprés les résultats obtenus par logiciel DSV, nous n’avons choisi que les trois meilleurs
analogues structuraux de chaque inhibiteur naturel, en raison de la forte interaction avec la PTK
en comparant les valeurs d’énergie de liaison. Ensuite, une analyse des propriétés
pharmacologiques permet de prédire la Columbamine et le 13-methylberberine comme des
inhibiteurs biodisponible par voie orale.

Il convient dans les perspectives d’avenir, de poursuivre cette étude en recherchant
d’autres inhibiteurs naturels contre la PTK et de confirmer ces résultats théoriques en réalisant

des études expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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