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Résumé

L'angiogenése tumorale est le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans les
tumeurs, elle joue un réle crucial dans la croissance de celles-ci car elle permet d'apporter les
nutriments et I'oxygene nécessaires a leur survie et a leur proliféeration. Cependant, des progres
significatifs ont été réalisés dans le domaine de la thérapie anti-angiogénique. Cette approche
thérapeutique vise a inhiber sélectivement I'angiogenese tumorale en ciblant des molécules clés
telles que le récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire 2 (VEGFR2) en limitant
I'apport de nutriments et d'oxygéne vers la tumeur, ralentissant ainsi sa croissance et réduisant
ses capacités métastatiques. Ce travail a pour objectif de rechercher in silico de nouveaux
inhibiteurs du VEGFR2 a partir de substances naturelles. Pour cela nous avons réalise un
docking moléculaire a I’aide des logiciel Pyrx et AutoDock Vina sous Chimera 1.15 avec 50
analogues de la curcumine. Les resultats obtenus, suivis d’une analyse des propriétés
pharmacologiques par Swiss ADME, ont permis de prédire les composés 2,6-Bis(4-
hydroxybenzylidene) cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin isoxazole et 3,5-Bis(2-
fluorobenzylidene) -4-piperidone avec des scores égaux a -10,1, -10,1 et -9,8 kcal/mole

respectivement comme des puissants inhibiteurs biodisponibles par voie orale.

Mots clés : Angiogenese tumorale, inhibiteur, VEGFR2, curcumine, docking moléculaire.



Abstract

Tumor angiogenesis is the process by which new blood vessels form in tumors, and plays a
crucial role in tumor growth by providing the nutriments and oxygen required for tumor survival
and proliferation. However, significant progress has been made in the field of anti-angiogenic
therapy. This therapeutic approach aims to selectively inhibit tumor angiogenesis by targeting
key molecules such as the vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2), there by
limiting the supply of nutrients and oxygen to the tumor, slowing its growth and reducing its
metastatic capacity. The aim of this project is to search in silico for new VEGFR2 inhibitors
based on natural substances. To this end, we carried out molecular docking using Pyrx and
AutoDock Vina under Chimera 1.15 with 50 curcumin analogues. The results obtained,
followed by an analysis of pharmacological properties by Swiss ADME, enabled us to predict
the compounds 2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin
isoxazole and 3, 5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone with scores equal to -10.1, -10.1 and

-9.8 kcal/mol respectively as potent orally bioavailable inhibitors.

Keywords : Tumor angiogenesis, inhibitor, VEGFR2, curcumin, Molecular docking.
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Introduction générale

Le cancer continue a étre une maladie extrémement difficile a traiter et potentiellement
mortelle. Dans le monde entier, il a été prouvé que le cancer est une cause majeure de déces
apres les maladies cardiovasculaires (Jemal et al., 2008; Twombly, 2005). Il est caractérisé
par une croissance et une multiplication incontrélée des cellules dans le corps, pouvant affecter
différents organes et tissus a différents stades (Shahik et al., 2021). L'angiogenése est
considérée comme I'une des caractéristiques clés du cancer, jouant un réle essentiel dans la

croissance et la progression tumorale (Hanahan et Weinberg, 2000).

L'angiogenese est le processus impliquée dans la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir d’autres préexistants, impliquée dans divers processus physiologiques du corps humain
(Li et al., 2014; Yoo et Kwon, 2013). Cependant, une croissance incontr6lée des vaisseaux
sanguins contribue a des maladies telles que le cancer, les métastases, les troubles
inflammatoires et les maladies oculaires (Li et al., 2014; Potente et al., 2011). Ainsi,
I'angiogenese représente une étape cruciale dans la croissance, la progression et la
dissémination des tumeurs, permettant & la tumeur en croissance de recevoir lI'oxygéne et les
nutriments nécessaires a sa survie. Ce processus angiogenique implique l'activation, la
prolifération et la migration des cellules endothéliales en réponse a des stimuli angiogéniques
produits par la tumeur elle-méme (Pratheeshkumar et al., 2012). L'inhibition de I'angiogenése
est donc une stratégie courante pour traiter la progression du cancer et d'autres maladies

associees a I'angiogenese (Simon et al., 2017).

Compte tenu du processus compliqué de I'angiogenése qui est médiée par un grand nombre de
molécules, il est a noter que le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), régule ce
processus de maniere prédominante car il stimule I'angiogenése en signalant via les récepteurs
du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR) (Li et al., 2014). Le récepteur 2 du
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR-2) est le principal récepteur qui régule la
fonction angiogénique. Ainsi, la découverte de médicaments ciblant VEGFR-2 avec une
activité anti-angiogénique potentielle est d'un grand intérét dans la recherche anticancéreuse.
Malgré le fait que plusieurs inhibiteurs du VEGFR-2 ont déja été découverts, la résistance
endogene et acquise et le large éventail d'effets secondaires des composes medicamenteux

existants restent des problémes critiques (Al-Sanea et al., 2021).

Cependant, I’utilisation des composés naturels, tels que les composés phytochimiques, pour
prévenir I'angiogenese est une méthode abordable et présentant moins d'effets secondaires
indésirables par rapport aux médicaments. De nombreux composés (poly) phénoliques se

trouvent couramment dans les aliments d'origine végétale, tel que la curcumine qui a regu une
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attention scientifique considérable pour son potentiel préventif et thérapeutique dans la

cancérogenese (Giménez-Bastida et al., 2022).

Avec l'avancée des outils informatiques, la modélisation moléculaire et le docking moléculaire
ont rapidement révolutionné la recherche en biologie, pharmacologie et en médecine (Sethi et
al., 2019). Celui-ci est définie comme 1’étude in silico des différentes modes d’interactions qui
se produisent lorsque plusieurs structures moléculaires s’assemblent, offrant ainsi une mise en
ceuvre considérablement plus simple, économique et rapide que l'utilisation des méthodes

expérimentales in vitro (Lengauer et Rarey, 1996).

L’objectif de notre travail est de contribuer a la recherche de nouveaux inhibiteurs de
I’angiogenése tumoral a partir de substance naturelle 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 premiére partie est une étude bibliographique, réalisée en un seul chapitre qui donne un

apergu sur I’angiogenése avec ses principaux acteurs et le systeme VEGF/VEGFR.

La deuxieme partie expérimentale, se divise en deux chapitres. Le premier chapitre décrit en
détail le matériel utilisé ainsi que les méthodes bio-informatiques appliquées dans le cadre de
cette recherche. Le deuxieme chapitre présente les résultats obtenus a partir des différentes

expériences réalisées, accompagnés d'une discussion.

Enfin, cette étude se termine par une conclusion générale.
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Synthese bibliographique Chapitre | : L’angiogenése

1 Angiogenese physiologique

1.1 Généralité

L’angiogenése (du grec "angeion™ qui signifie vaisseau, et "genesis" qui signifie formation) est
un processus de néo-vascularisation & partir d'un réseau vasculaire préexistant. Il s'agit avant
tout d'un phénomene physiologique essentiel a de nombreux processus biologiques (Carmeliet,
2005; Mirabelli, 2019).

La formation du réseau vasculaire se déroule en deux étapes distinctes
L’¢étape de la vasculogenése, qui permet la formation d’un réseau primitif a partir de cellules
progénitrices endothéliales (angioblastes). Ce phénomeéne est limité aux stades précoces du

développement vasculaire.

L’¢étape de I’angiogenéese, proprement dite qui permet de créer de nouveaux vaisseaux
sanguins et donc d’étendre le réseau vasculaire. L’expansion de ce réseau mature se produit
par division, élongation, bourgeonnement et remodelage des vaisseaux existants (Figure 1)
(Carmeliet, 2000; Swift et Weinstein, 2009).

. Angiogenesis
Vasculogenesis Arteriogenisis
PC/CML

Angioblastes

Réseau vasculaire
primitif

réseau vasculaire mature

Figure 1: Les étapes de formation du réseau vasculaire (vasculogenése et angiogenése)
(Carmeliet, 2005).

Le processus d’angiogenése survient principalement dans le développement embryonnaire et
feetal, il peut également survenir chez 1'adulte, dans le cadre d’adaptations physiologiques,
tels que la croissance musculaire, la régénération des muqueuses des organes, la cicatrisation
des plaies, le cycle menstruel a travers la croissance de 1’endomeétre et la croissance du

placenta (Mirabelli, 2019).

e



Synthese bibliographique Chapitre | : L’angiogenése

Le déclanchement de 1’angiogenése exige un changement du phénotype des cellules
endothéliales sous I’effet d’une stimulation, qui peut-&tre physiologique comme 1’hypoxie,
ou inflammatoire due a une 1ésion ou infection, ou encore associée a la présence d’une tumeur

invasive (Djonov et al., 2003).

La croissance, 1’expansion et le remodelage du plexus vasculaire primaire en un réseau
vasculaire mature s’effectuent par deux types de processus d’angiogenése : angiogenése
bourgeonnante et angiogenése par intussusception (Carmeliet et Jain, 2011). L’angiogenése
bourgeonnant est le phénomeéne le plus retrouvé en situation pathologique et le mieux
caractérise, il s’effectue grace a la succession de plusieurs étapes sous la dépendance de
facteurs pro et anti-angiogéniques. Les cellules endothéliales sont les principaux acteurs de
ce processus qui sortent de leur état de quiescence, se devisent et se mobilisent pour créer un
bourgeonnement endothélial qui donnera naissance a un nouveau vaisseau (Leite de Oliveira
etal., 2011). Contrairement a la précédente dans I’angiogenése par intussusception les cellules
endothéliales n’ont pas besoin d’une prolifération significative mais plutdt une réorganisation
des structures préformées. L’intussusception est un processus angiogénique dans lequel un
vaisseau sanguin quiescent est divisé en deux vaisseaux par compartimentation (Patan et al.,
1996).

2  Switch angiogénique

L’angiogenése est finement régie par un équilibre complexe entre différents facteurs pro-
angiogéniques favorisant la formation de nouveaux vaisseaux et des facteurs anti-
angiogéniques qui inhibent cette formation. C’est le rapport entre les deux types de signaux
qui régit le systeme (Bergers et Benjamin, 2003; Distler et al., 2003).

Le switch angiogénique est un phénomene caractérisé par une perturbation de 1’équilibre entre
le facteur pro et anti-angiogénique, ainsi a la formation de néo vaisseaux nécessaires au
développement de la tumeur et a la dissémination métastasique (Bergers et Benjamin, 2003).
A 1’état physiologique, les facteurs pro et anti-angiogéniques sont en équilibre naturellement
au cours de la vie adulte ainsi le réseau vasculaire est maintenu dans un état de quiescence. Le
switch angiogenique et donc en position « Off ». Au sein de la tumeur, il y a un déséquilibre da
a la sécrétion des facteurs pro angiogéniques ce qui conduit a I’initiation de 1’angiogenése. Le
switch angiogénigue est donc en position « ON » (Figure 2) (Bergers et Benjamin, 2003;
Carmeliet et Jain, 2000).
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Figure 2: Le phénoméne de Switch angiogénique (Reille-Seroussi, 2014).

De nombreuses molécules sont dites pro-angiogéniques car elles agissent directement ou
indirectement sur la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales (Gacche et
Meshram, 2014). Par conséquent, le mécanisme de I'angiogeneése est principalement modulé
par des stimuli chimiques, tels que le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF), les angiopoiétines (Ang), le facteur de croissance des hépatocytes (HGF), le facteur
inductible par I'nypoxie (HIF), le facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF)...Etc
(Toleanu et al., 2019).Par ailleurs, il existe un ensemble de molécules endogénes a activité
anti-angiogénique qui agissent en perturbant la formation des vaisseaux sanguins ou en
favorisant I'élimination des vaisseaux existants. Ces molécules sont issues principalement de la
dégradation de la membrane basale par diverses protéases. D’autres sont sécrétées par les
cellules endothéliales ou le microenvironnement et affectent la prolifération et la migration des
cellules endothéliales (Distler et al., 2003; Teleanu et al., 2019). Parmi ces molécules on
distingue I'angiostatine, I'endostatine, le facteur plaquettaire 4 (PF4), la thrombospondine-1 et
2, l'interleukine-12, la tumstatine, 1’ostéopontine...Etc (Pandya et al., 2006).

3 Angiogenese tumorale

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans les tumeurs, connue sous le nom
d'angiogenése tumorale, est un processus complexe qui implique une interaction entre la tumeur
et le réseau vasculaire existant. L'objectif de cette interaction est de créer de nouveaux vaisseaux
sanguins, essentiels a la croissance tumorale et a la formation de métastases (Kerbel, 2000).
Le développement et la croissance des cellules tumorales se déroule en deux phases :

La premiére phase « pré-invasive » dans laquelle les cellules tumorales entament leurs
croissances dans un environnement avasculaire, les tumeurs peuvent absorber suffisamment de

nutriments et d’oxygene par simple diffusion passive jusqu’a une taille de 1 a 2 millimetre de

e
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diametre puis elles atteignent un état de dormance qui se caractérise par un équilibre entre
prolifération et apoptose (ou nécrose) (Papetti et Herman, 2002).

La deuxieme phase « invasive » ou il y a une vascularisation massive des tumeurs. Dans ce cas
la tumeur grossit au-dela des limites de diffusion simple d’oxygéne ce qui génére un état
hypoxie intra tumorale et donc le passage des cellules cancéreuses de leur état de dormance
vers un état plus invasif et métastasique appelé transition angiogénique « ou switch
angiogénique » (Figure 3) (Hanahan et Folkman, 1996).

a Dormant b Perivascular detachment © Onset of angiogenic sprouting

and vessel dilation

d Continuous sprouting;
new vessel formation and maturation;
recruitment of perivascular cells

(@) Nonmal ces @EFUED Bicod vessel with pericyte
(@ Cancer cell Q Apoptosing, necrotic cell
@® Dwiding cell

Figure 3: Le développement de la tumeur (Bergers et Benjamin, 2003).

Développement de la tumeur sous forme d’un nodule avasculaire (a). Le déclanchement de
switch angiogénique, le détachement des cellules murales et la dilatation des vaisseaux
préexistant (b). Bourgeonnement de nouveaux vaisseaux (c). Développement et croissance de
la tumeur (d). Tumeur vascularisé (e).

3.1 Déclencheurs de I’angiogenése tumorale

Plusieurs facteurs peuvent déclencher la transition vers I'angiogenése. Ces facteurs peuvent étre
d'origine génétique, tels que des mutations qui activent des oncogénes ou désactivent des anti-
oncogenes. Par exemple, la protéine anti-apoptotique Bcl2 qui peut stimuler I'expression de
VEGF, joue un rdle important dans l'angiogenése (Fernandez et al., 2000). Le géne

suppresseur de tumeur p53 peut également influencer la commutation angiogénique en
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modulant les effets du facteur HIF-1a ainsi les cellules tumorales qui ont une mutation du géne
p53 peuvent donc produire des niveaux élevés de facteurs de croissance pro-angiogéniques
(Zhang et al., 2000). En plus de ces modifications génétiques, les stress métaboliques tels que
I'nypoxie, I'hypoglycémie, l'acidification du milieu et les stress mécaniques, ainsi qu'une
réponse immunitaire et inflammatoire peuvent également contribuer a [linitiation de
I'angiogenese (Carmeliet, 2000).

L’hypoxie est un élément clé dans la stimulation de 1'angiogenése, étant donné que les cellules
cancéreuses ont besoin d'une quantité suffisante d'oxygéne et de nutriments pour leur
croissance, comme toutes les cellules. Cependant, lorsque la tumeur atteint un certain stade de
développement, certaines cellules tumorales se trouvent a une distance excessive des vaisseaux
sanguins, ce qui empéche Il'apport d'oxygene et de nutriments par simple diffusion passive (la
limite de diffusion étant de 100 a 200 uM). Ces cellules se retrouvent donc en état d’hypoxie,
libérant des facteurs pro-angiogéniques qui induisent le phénoméne d'angiogenése tel que
VEGF (Carmeliet et Jain, 2000).

3.2 Mécanisme de I’angiogenése tumorale

Le VEGF, produit principalement par les cellules cancéreuses, se lie a des récepteurs
notamment VEGFR-1 et VEGFR-2 situés sur les cellules endothéliales et les précurseurs
hématopoiétiques, pour déclencher une cascade de signalisation impliquant différentes voies
intracellulaires. L’activation de ces différentes voies conduit a la production de
métalloprotéases qui dégradent la matrice extracellulaire et permettent aux cellules
endothéliales de devenir actives, de migrer et de proliférer dans les tissus avoisinants pour créer

de nouveaux vaisseaux sanguins dans la tumeur (Clou et Luque, 2022).

Les vaisseaux qui se forment lors de l'angiogenese tumorale présentent des différences
structurelles et fonctionnelles par rapport aux vaisseaux normaux (Carmeliet et Jain, 2000).
Contrairement a ces derniers, ils ne présentent pas de hiérarchie dans la structure des
branchements, ils sont hautement déstructurés, tortueux, gonflés, allongés et leurs diameétres est
irreguliers (Woodfin et al., 2007). Cette désorganisation entraine un état d’inflammation et une
hypoxie locale ce qui favorise la synthése de diverses molécules telles que le facteur induit par
I'nypoxie (HIF) et des cytokines qui a leur tour stimulent la production de facteurs pro-
angiogeniques tels que le VEGF (Baish et Jain, 2000; Clou et Luque, 2022).

1.3
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4 Principaux acteurs de I’angiogenése : Systeme VEGF/VEGFR

Parmi les facteurs pro-angiogéniques, le VEGF est considéré comme I'un des principaux
facteurs favorisant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins dans les tumeurs. Sa fonction
pro-angiogeénique résulte de sa liaison a la surface du récepteur tyrosine kinase VEGFR (Reille-
Seroussi, 2014).

4.1 Facteur de croissance de ’endothélium vasculaire VEGF

Les facteurs de croissance de I’endothélium vasculaire sont exprimés en réponse a I’hypoxie et
sont produits par de nombreux types cellulaires, en particulier par les cellules hématopoiétiques,
stromales, endothéliales, ainsi que, les cellules cancéreuses qui ne peuvent pas former de
tumeurs au-dela de quelques millimetres (Cébe-Suarez et al., 2006).

Le VEGF est une glycoprotéine homodimeérique antiparalléle de 45Kda marquée par une
n-glycosylation sur le résidu Arg75, les deux monomeres sont reliés de maniére covalente par
deux ponts disulfure entre Cys51 et Cys60. Chaque monomeére est formé de 7 brins et 2 hélices
dont lequel la structure de chacun est constitué¢ d’un feuillet central de 4 brin antiparalléle (1,
B3, BS, B6), les brins Blet B3 sont reliés entre eux par un fragment contenant 1’hélice 2 et le brin
2. Le coté N-terminal du VEGF est constitué¢ de I’hélice 1 (Muller et al., 1997). Le VEGF
appartient a la superfamille de facteurs de croissance dimériques caractérisés par la présence
d’un motif appelé noeud a cystéine. Cette région est formé d’un anneau de 6 cystéines formant
des ponts disulfure entre (Cys67-Cys102), (Cys61-Cys104), (Cys26-Cys68) (Figure 4)
(Muller et al., 1997).

—— noceud a cysteine

108*

Figure 4: Structure du VEGF. Le monomére 1 est représenté en bleu et le monomere 2 en
rouge. Une des deux régions en neeud a cystéine est cerclée en jaune (Muller et al., 1997).
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La famille du VEGF a un effet essentiel dans I’angiogenése, lymphangiogenése et la
vasculogenese. La famille du VEGF humain comporte cinqg membres, VEGF (ou VEGF-A),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF (pour le facteur de croissance placentaire) (Ferrara et
Henzel, 1989; Tischer et al., 1991). Ainsi que VEGF-E (exprimé par les virus) et le VEGF-F
(présent dans le venin de vipere) (Klein et Catargi, 2007).

4.2 Récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire VEGFR

Chez I’homme, il existe trois récepteurs a activité tyrosine kinase, VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-
2(KDR), VEGFR-3(FIt-4), ainsi que les neuropilines (NRP1 et NRP2) qui sont deux récepteurs
dépourvue d’activité tyrosine kinase.

Les membres de la famille VEGFs se lient aux trois récepteurs a activité tyrosine kinase avec
différentes affinités et activent plusieurs voies de signalisation aboutissant a différents effets
cellulaires (Hicklin et Ellis, 2005; Koch et al.,, 2011; Koch et Claesson-Welsh, 2012;
Shibuya, 2014).

Tous les isoformes du VEGF-A se lient au VEGFR-1 et au VEGFR-2, tandis que le VEGF-B
et le PIGF (1et 2) se lient au VEGFR-1. De plus, le VEGF-A et le PIGF peuvent se lier et activer
VEGFR-2 sous forme d’hétéromeres naturels. Le VEGF-A s hétérodemerise avec PIGF et peut
sous cette forme lier et activer VEGFR-2. Tandis que, le VEGF-E interagit spécifiquement avec
VEGFR-2, tandis que le VEGF-C et VEGF-D interagissent avec VEGFR-2 et VEGFR-3
(Figure 5) (Hicklin et Ellis, 2005).
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Figure 5: Spécificité de liaison des différents membres de la famille des VEGFs sur les
trois récepteurs et I’effets de ces récepteurs (Hicklin et Ellis, 2005).
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4.2.1 Structure et caracteristique du récepteur VEGFR2

Les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 sont principalement exprimés a la surface des cellules
endothéliales vasculaires et partagent une homologie de 44%. Ils sont a I’origine sous forme de
monomere puis une fois actifs sous forme de dimére. Le VEGFR2 peut également exprimer a
la surface des cellules cancéreuses de divers types de cancer. Il joue un réle clé en tant que
médiateur des effets mitogenes, angiogéniques et de la perméabilité vasculaire du VEGF, en
raison de sa stimulation continue des différentes voies de signalisation cellulaire dans de
nombreuses cellules tumorales (Holmes et al., 2007). Ce récepteur contient trois domaines
distincts dans laquelle la région extracellulaire qui lie le VEGF est composée d’environ 750
acides aminés organisés en sept boucles apparentées aux immunoglobulines, le domaine
transmembranaire hydrophobe comprend 24 acides aminés et joue un role dans la formation de
dimeéres inactifs a la surface cellulaire. Ainsi que la région intracellulaire de 522 acides aminés,
se compose du domaine juxtamembranaire d’une quarantaine d’acides aminés, du domaine
enzymatique a activité tyrosine kinase et d'une séquence C-terminale (Figure 6) (De Vries et
al., 1992; Garofalo, 2009; Hicklin et Ellis, 2005; Rahimi, 2006; Tao et al., 2001).

w9 O O OO O8N EBE o

7
Domaine extracellulaire Domaines kinases

Figure 6: Structure schématique d’un monomére de VEGFR2 (Reille-Seroussi, 2014).

Le domaine tyrosine kinase du VEGFR-2 constitué de 328 acides aminés et présente une
structure bilobée avec un lobe Nt et un lobe Ct qui entourent le site catalytique au centre. Le
lobe Nt (résidus 820-920) est formé de cinq feuillets B antiparalléles ainsi qu'une hélice a. Le
lobe Ct (résidus 921-1128) est principalement constitué de deux feuillets B antiparalléles et sept
hélices a. Le site actif de I'ATP est caractérisé par trois acides aminés formant un motif K/D/D
(Lys868, Asp1028 et Asp1046). La région flexible qui sépare les deux lobes est constituée de
trois zones, a savoir une région riche en glycine impliquée dans l'interaction avec I'ATP, le site
catalytique et la boucle d’activation. (Figure 7) (Garofalo, 2009; McTigue et al., 1999;
Roskoski, 2008).
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Figure 7: Domaine tyrosine kinase du VEGFR2 (Garofalo, 2009).

La région C-terminal contenant des sites de phosphorylation (résidus tyrosine) spécifiques. La
phosphorylation de ces résidus permet le recrutement des protéines substrats possedent des
domaines SH2(Src Homology 2) ou PTB (phosphotyrosine-binding), tels que les protéines
adaptatrices(Shb-VRAP), des kinases (Src, PI3K) ou des phospholipases(PLC). Cette région
possede six site d’autophosphorylation dont les résidus Tyr1175 et Tyr1214 sont les principaux
sites de phosphorylation du VEGFR2 (Garofalo, 2009; Takahashi, 2001).

4.2.2 Meécanisme d’activation du VEGFR2

Le mécanisme d’activation de récepteur VEGFR-2 est semblable a celui observé pour tous les
récepteurs a activité tyrosine kinase; initié par la fixation d’un dimere de ligand 1ié de maniére
covalente au domaine extracellulaire du récepteur, ce qui favorise 1’homo et
I’hétérodimérisation du récepteur, suivi par I’activation de domaine intracellulaire par un
changement conformationnel , ce qui induit la phosphorylation croisée des résidus tyrosine des
domaines de kinase de chaque récepteur par l'autre. Les résidus de tyrosine phosphorylés
servent également de sites d'ancrage pour les protéines adaptatrices telles que les protéines Sh2
et Grb2, qui recrutent d'autres protéines et amorcent la cascade de signalisation intracellulaire.
Les interactions entre VEGFR et les effecteurs de signalisation en aval sont principalement
médiées par les domaines d’homologie Src-2(SH-2) et phosphotyrosine binding domaine (PTB)
(Figure 8) (Stuttfeld et Ballmer-Hofer, 2009; Tao et al., 2001).
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Figure 8:Mécanisme d’activation des VEGFR2 (Stuttfeld et Ballmer-Hofer, 2009).

Pour mieux caractériser I'interaction entre le VEGF et ses récepteurs a activité tyrosine kinase,
plusieurs études ont été menées. Ces études ont révélé que le domaine d2 du récepteur VEGFR-
1 est suffisant pour se lier au VEGF, bien que les domaines d1 et d2 contribuent également a
I'augmentation de I'affinité du ligand. En revanche, la liaison du VEGF au VEGFR-2 nécessite
I’intervention des domaines d2 et d3 (Mac Gabhann & Popel, 2007).

5 Voies de signalisation du VGFER?2

La liaison du VEGF a son récepteur VEGFR2, active les récepteurs a activité tyrosine kinase
qui ont la capacit¢ de s’autophosphoryler et d’activer ainsi des voies de signalisation
intracellulaire conduisant & la prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales
(Garofalo, 2009).

» Lavoie PI3BK/AKT

Cette voie est activé suite a la phosphorylation du résidu Y1175 du VEGFR2 qui méne a
I’activation de P13k et donc a la production de PIP3 nécessaire pour I’activation de AKT/PKB.
Celle-ci est capable d’inhiber des protéines pro-apoptotiques telle que Bad ou de protéase
comme la Caspase 9, ou par I’activation de mTOR (mammalian target of rapamycin) ou des
enzymes telles que eNOS(endothelial Nitric Oxide Synthase) (Cai et al., 2006; Gerber et al.,
1998; Kowanetz et Ferrara, 2006; Thakker et al., 1999).Cette voie est notamment
responsable de la prolifération, la survie et la perméabilité des cellules endothéliales dans le

processus d’angiogenese (Dayanir et al., 2001).

» Lavoie PLC-y
Cette voie est activée par la liaison du VEGF sur VEGFR2 qui conduit a I’activation de la
PLCy qui se lie sur a la tyrosine 1175 phosphorylé via le domaine SH2 (src homology 2)

entrainant I’hydrolyse de PIP-2, ce dernier est a 1’origine des messagers lipidiques

3
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secondaires DAG et IP3. Le DAG est I’activateur physiologique de la PKC, tandis que le IP3
agit sur les récepteurs du réticulum endoplasmique entrainant la libération du calcium
intracellulaire ce qui active des protéines qui régulent la prolifération et la permeabilité des
cellules endothéliales (Takahashi, 2001).

» Lavoie MAP/ERK

L’activation du VEGFR2 par son ligand, entraine sa dimérisation, ce qui déclenche
I’autophosphorylation de son domaine cytoplasmique sur des résidus tyrosine, faisant
apparaitre de nouveaux motifs protéiques qu’ils permettent 1’ancrage au récepteur de protéines
dites adaptatrices, telle que GRB2, recrute ensuite une protéine appelé Sos (Son of sevenless),
qui active par la suite la protéine Ras en induisant I’activation d’une série de kinases de la
famille MAPK. (Raf/MEK/ERK) résultant a la phosphorylation des protéines cytosoliques ou
des facteurs de transcription nucléaires a 1’origine des effets cellulaires (Favre, 2014). De plus,
le DAG libéré par I’intermédiaire de la PLC-y agit comme un cofacteur pour I'activation de
la sérine/thréonine kinase PKC. La PKC interagit ensuite avec la protéine Ras-GTP pour
initier la voie de signalisation MAPK via Raf/MEK/ERK (Meyer et al., 2003). Cette voie de
signalisation conduit a la prolifération et a la migration des cellules endothéliales (Kowanetz
et Ferrara, 2006).

Ainsi, la protéine tyrosine kinase située aux contacts focaux FAK (Focal Adhesion Kinase)
est activée par VEGF et phosphorylée par des protéines telles que la Paxiline ce qui provoque

’activation du processus de migration cellulaire (Kowanetz et Ferrara, 2006).
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Figure 9: Les voies de signalisation induit par le VEGFR2 (Hamberg et al., 2010).

6 Inhibition de I’angiogenése tumorale et systéme VEGF/VEGFR2

Le professeur Folkman a développé dans les années 1970 une hypothese qui a conduit a la
création de thérapies anti-angiogéniques. Il a énoncé pour la premiere fois le concept de
molécules anti-angiogéniques visant a empécher la croissance tumorale en inhibant la formation
de vaisseaux sanguins (Aggoune, 2015). Depuis, de nouvelles stratégies ont été mises au point
pour le développement de nombreuses thérapies anti-angiogéniques. Le VEGF et ses récepteurs
eux-mémes sont des cibles privilégiées pour le traitement de nombreux cancers solides tels que
le carcinome gastrique, colique ou hépatocellulaire, en raison de leur réle dans la régulation de
I'angiogenese tumorale ( Liu et al., 1995).

Le bénéfice clinique du traitement anti-angiogénique est di a divers mécanismes. Les
molécules anti-angiogéniques empéchent I’expansion et la propagation des vaisseaux tumoraux
en les empéchant de former de nouvelles ramifications. Elles empéchent également les cellules
dérivées de la moelle osseuse d’atteindre la tumeur et permettent la rétraction des vaisseaux
préalablement formés. Ce traitement inhibe les signaux de survie dirigés vers les cellules
endothéliales (Liévre, 2007). Ceci explique la raison pour laquelle la thérapie anti-
angiogeénique associée a la chimiothérapie est plus efficace que la chimiothérapie seule (Jain,
2005).

Sk
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6.1 Thérapie anti-angiogénique : agent cible I’axe VEGF/VEGFR

Les anti-angiogéniques ciblant I’axe VEGF/VEGFR peuvent étre divisés en deux catégories :
(Guyot, 2013).

Les molécules agissant au niveau extracellulaire par des anticorps monoclonaux humanise, ainsi
que les protéines de fusion(VEGF-Trap). Ces deux molécules agissent par 1’inhibition de la
liaison du ligand sur son récepteur en se liant sur I’un ou I’autre. Aussi d’autres molécules
agissent au niveau intracellulaire comme les inhibiteurs de ’activité tyrosine kinase, qui sont
des petites molécules capables de traverser la membrane plasmique et bloquent I’enzyme a

activité kinase (Figurel0) (Ferrara et Kerbel, 2005; Guyot, 2013).
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Figure 10: Principales approches anti-angiogénique ciblant 1’axe VEGF/VEGFR (Ferrara et
Kerbel, 2005) .

6.1.1 Stratégie anti VEGF

Les anticorps contre le VEGF représentent 1’'une des premiéres stratégies développées pour
I’inhibition de la voie du VEGF. Leur mécanisme d’action est simple et basé sur le principe
d’action des anticorps comme leur nom 1’indique. En fait, I’anticorps se lie spécifiquement au
VEGEF circulant avec une haute affinité. De ce fait, le VEGF est capté par ’anticorps de sorte
qu’il ne peut plus se fixer a son récepteur (VEGFR1 et 2) situé a la membrane endothéliale.
Ainsi, I’activation du récepteur du VEGF, en particulier la dimérisation du VEGF avec son
récepteur et I’activation du domaine tyrosine kinase intracellulaire du récepteur ne se produit
pas. Ainsi, le VEGF sécrété par les cellules tumorales est neutralisé, entrainant une perturbation

des voies de signalisation en aval. On a ainsi observé un blocage de la prolifération et de la
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migration des cellules endothéliales, mais aussi une activation de leur survie. Le développement
tumoral sera ainsi controlé car aucun nouveau vaisseau sanguin tumoral ne se forme (Liévre,
2007).

6.1.2 Stratégie anti VEGFR

» Anticorps monoclonaux contre VEGFR

Méme si les anticorps anti-VEGF sont couramment utilises, d'autres anticorps ont été
développés pour cibler les récepteurs du VEGF plut6t que le VEGF lui-méme. Ces anticorps se
lient a la partie extracellulaire du récepteur, empéchant ainsi le VEGF de se lier a son récepteur
et inactivant le VEGFR. En conséquence, la cascade de signalisation nécessaire a la
néovascularisation est interrompue (Liévre, 2007). Un exemple d'anticorps monoclonal de ce
type est le ramucizumab, qui cible le récepteur VEGFR2 pour le traitement du cancer du sein
(Guyot, 2013).

» Inhibiteur de la tyrosine kinase du VEGFR2

Une autre stratégie anti-angiogénique consiste a cibler directement les domaines kinases des
récepteurs impliqués dans la régulation de I'angiogenése tumorale par les inhibiteurs de tyrosine
kinase qui sont de petites molécules inhibitrices mimétiques de I’ATP. Ils diffusent librement
dans la cellule et entrent en compétition avec I'ATP pour se lier au domaine intracellulaire du
récepteur. Cette compétition inhibe I'activation des voies de signalisation en aval du récepteur
cible (Guyot, 2013).

Anti-VEGF Récepteurs solubles du VEGF
(Aflibercept)

(bevacizumab)

Anti-VEGFR-1

Anti-VEGFR-2
(ramucirumab)

TN
E

'b/,v'-? 56 — s - A = i
o . it . Ve 3 : P00
eUl® el Us
VEGFR-1 VEGFR-2
Cellule endothéliale

Petites molécules
VEGFR TKis
(Sorafenib, sunitinib,
axitinib..)

Figure 11: Les inhibiteurs du VEGF et de ces récepteurs (Poupard, 2017) .

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal qui se trouve au VEGF et I'empéche de se fixer a
ses récepteurs. L'aflibercept agit de la méme maniére mais est constitue des domaines
extracellulaires des VEGFR. Le ramucirumab est un antagoniste des récepteurs VEGFR-2 et
empéche la fixation des VEGF. Le sorafenib, le sunitinib et I'axitinib sont des inhibiteurs de
kinases intracellulaires activés dans les voies de signalisation du VEGF.
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6.2 Limites du traitements anti-angiogéniques et perspectives

Malgré I’évolution positive et les avantages de la thérapie anti angiogénique, quelques
limitations associées a ce traitement subsistent, comme le phénomeéne de résistance qui peut
étre adaptative signifiant la capacité des tumeurs aprés la phase de réponse initiale a s’adapter
et a s’échapper au blocage thérapeutique, ou bien intrinséque, définie par 1’absence de tout effet
bénéfique du traitement anti-angiogénique (Bergers et Hanahan, 2008). Par ailleurs, le
traitement anti angiogénique présente des effets secondaires diverses en fonction des agents
utilisés et de leurs mécanisme d’action. Parmi les effets néfastes que 1’on peut noter,
cardiovasculaires comme I’hypertension artérielle et rénales par I’apparition d’une protéinurie
qui restent communs aux anti-angiogéniques, quelle que soit leurs classes (anticorps
monoclonaux ou VEGFR-TKI) (Halimi et al., 2008; Ravoire et Barlési, 2010) . En plus de
ces effets indésirables d’autres peuvent également étre mentionnés tels que 1'érythrodysesthésie
et probleme de cicatrisation, ainsi que, les effets secondaire digestifs comme la diarrhée,

anorexie, agueusie et perte de poids et la perforation intestinal (Caquelin-Guyot, 2010).

7 Substance naturelle ciblant le VEGFR2

Les produits naturels sont des composés dérivés de ressource naturelles qui possédent des
activités biologiques (Hashem et al., 2022; Nelson et al., 2017). Cependant, 1’utilisation des
composés naturels, tels que les composés phytochimiques, pour prévenir I'angiogenese est une
méthode abordable qui présente moins d'effets secondaires indésirables par rapport aux
médicaments. De nombreux composés (poly)phénoliques se trouvent couramment dans les
aliments d'origine végétale, tels que la curcumine, le resvératrol, la quercétine ou
I'épigallocatéchine gallate, et ont recu une attention scientifique considérable pour leur potentiel
préventif et thérapeutique dans la cancérogenese (Giménez-Bastida et al., 2022).

Le curcuma (Curcuma longa) est une plante herbacée de la famille du gingembre (Tung et al.,
2019). 11 est originaire d’Inde et largement cultivés dans les pays tropicaux comme la Chine, le
Sri Lanka, 1’ Afrique de I’Ouest et de I’Est. Il est largement utilisé en médecine traditionnelle
chinoise pour le traitement de diverses maladies tels que les maladies cardiovasculaire,
neurodégénératives, le diabete, le cancer...etc. Le curcuma renferme trois composés principaux
appelés curcuminoides, a savoir la curcumine (Curc) comme composant principal, ainsi que la
démethoxycurcumine (DMC) ou la curcumine 11 et la bisdéméthoxycurcumine (BisDMC) ou
la curcumine 111 comme composant mineurs (Figure 12) (Sharifi-Rad et al., 2020) .

in
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Figure 12:Structures chimiques des curcuminoides (curcumine, Curc ; déeméthoxycurcumine,
DMC ; BisDMC, bisdéméthoxycurcumine) (Giménez-Bastida et al., 2022).

La curcumine ou diféruloyl-méthane est un pigment polyphénolique responsable de la couleur
jaune orangé du curcuma, tres utilisé en cuisine comme épice. Elle est particulierement
remarquable en raison de ses propriétés antitumorales qui modulent plusieurs voies de
signalisation. Cette molécule est également associée a des effets anti-inflammatoirs, anti-
oxydants, antiprolifératifs, pro-apoptotiques, anti angiogéniques et anti-métastatiques, ce qui la

rend tres intéressante sur le plan moléculaire (Joshi et al., 2021; Slika et Patra, 2020).

Selon une étude in vitro basée sur I’effet de la curcumine sur 1’activation du VGFER2, a montré
que la curcumine a un effet inhibiteur sur la phosphorylation stimulée par le VEGF du
VEGFR2, processus essentiel a l'activation du VEGFR2 au cours de la prolifération, la
migration et la différenciation des cellules endothéliales. Suite a I'administration de la
curcumine, la baisse de la phosphorylation conduit a I’inhibition des voies MAPK/Erk et
PIBK/AKT médiée par le VEGFR2 dans les cellules endothéliales. Ces résultats sont confirmés
par une analyse Western blot réalisée sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale
humaine HUVEC (Fu et al., 2015) . Par ailleurs, 1’étude de Giménez-Bastida et collaborateurs
(2022) a montré que 1’utilisation des trois curcuminoides, la déméthoxycurcumine (DMC) ,la
bisdéméthoxycurcumine (BisDMC) et la curcumine , ainsi qu'un mélange représentatif de ces
trois, montraient des activités antiangiogéniques. Ces activités ont été observées a des
concentrations physiologiques (0,1 a 5 uM), affectant ainsi la migration et la tubulogenése des
cellules endothéliales aortiques humaines(HAEC). Une découverte importante de cette étude
est l'identification du VEGFR2 comme cible moléculaire commune des trois curcuminoides.
Ainsi, les résultats montrent que le prétraitement du HAEC par ces trois curcuminoides
individuels ou mix régule la baisse de la phosphorylation de VEGFR2 induite par VEGF165 au
site Y1175, ce qui a entrainé une diminution des niveaux de phosphorylation de ERK et AKT.
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De plus, ces résultats sont explorés par une étude in silico suggerent que la curcumine pourrait
exercer leur effet inhibiteur en se liant au récepteur VEGFR2 bloquant ainsi I’activité du VEGF
dans les HAEC.

Il est donc essentiel d'obtenir des informations supplémentaires sur l'interaction entre la
curcumine et le VEGFR2 afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents
a leur effet, justifiant la conception d'études futures en utilisant les approches pertinentes
décrites dans des études antérieures (Harada et al., 2022).

La faible biodisponibilité de la curcumine représente un inconvénient majeurs dans le contexte
de son application clinique (Liu et al., 2016). Afin de surmonter cela, la recherche d’analogues
a effets biologiques similaires est toujours d’actualités. C’est pour cela qu’on s’est fixé comme

objectif la recherche de nouvelles molécules analogues de la curcumine ciblant le VEGFR2.
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L’objectif de ce travail est une initiation aux approches de modélisation par docking
moléculaire afin de proposer et développer de nouveaux inhibiteurs du récepteur 2 du facteur
de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2) impliqué dans 1’angiogenése tumorale.

1 Matériel

1.1 Micro-ordinateur

Deux micro-ordinateur ont été utilisés pour 1’exécution et I’analyse de notre travail dont :

Le premier dans lequel tous les programmes utilisés sont installés sous le systéeme d'exploitation
linux, 64 bits, ce micro-ordinateur dispose de 4 Go de mémoire libre et d'un processeur Intel®
Core i5-7th Gen. Ainsi que, le deuxieme fonctionne sous le systeme d’exploitation Windows?7,
64 bits, ce micro-ordinateur dispose de 3,68 GO de mémoire libre et d’un processeur Intel®
Core(TM) i5-CPU.

1.2 Banques de données
> PDB (Protein Data Bank) :

La protéine Data Bank est la plus grande base de donné qui fournit des informations sur la
structure des molécules (Protéine, ADN, ARN.) permettant de consulter et de télécharger
gratuitement les structures 3D qui sont déterminé par cristallographie au rayon X, spectroscopie
RMN et d’autres méthodes expérimentales (Berman et al., 2000). Actuellement elle compte

plus de 200 000 structures biologiques accessibles via le site : https://www.rcsb.org/ (Figurel3)

RCSB PDB  Deposit - Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ About ~ Documentation ~ Careers [ mypos~ | [ contactus |

o

B 203,084 Structures from the PDB
~ 3D Structures @ Enter search term(s), Entry ID(s), or sequence Include CSM @
1,068,577 Computed Structure

Models (CSM) Advanced Search | Browse Annotations Help

=
PROTEIN DATA

SPDEB fonaicore W8S G wece € PDB-Dev

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

# Deposit Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data
Bank (PDB) archive

Q Search a Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

Eal Visualize These data can be explored in context of external annotations providing

a structural view of biology.

222 Analyze
COVID-19 Python Scripting

& Povinioad CORONE. Molocular BIoIORY.

Resources
W Learn April 20
Register Now!

Figure 13: Interface graphique de la base de données PDB (mois d’Avril 2023).
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» Pubchem

PubChem est une base de données publique en ligne qui contient principalement de petites
molécules(ligands), mais aussi de grosses molécules telles que des nucléotides, des glucides,
des lipides, des peptides et des macromolécules chimiquement modifiées.

PubChem contient des informations sur des millions de composés, y compris leurs formules
moléculaires, poids moléculaires, structures chimiques, propriétés physicochimiques et leurs
activités biologiques. Les utilisateurs peuvent rechercher des composés par nom, formule
chimique ou numéro de registre et utiliser ces informations pour la recherche en chimie,

biologie et pharmacologie (Figure 14) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ).

m) Bibliotheque nationale de médecine

Centre national d'information sur la biotechnologie

PUb©hem A propos Des postes Soumettre Contact

Explorez la chimie

Trouvez rapidement des informations chimiques provenant de sources faisant\
autorité

Essayer COVID-19 [feminine aspirine EGFR C9HB04 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0,

D Utilisez Entrez

-

Dessiner la structure  Télécharger la liste d'ID Parcourir les données Tableau périodique

Figure 14:Interface graphique de la base de données PubChem

2 Logiciels

Les différents logiciels utilisés dans ce travail pour realiser la partie expérimentale sont :

» PyRx
Pyrx est un logiciel open source qui fournit une interface graphique conviviale pour effectuer des
taches de maniére interactive, il permet de réaliser des calculs de docking moléculaire, qui
consistent a prédire la conformation et I'affinité de liaison entre une petite molécule (ligand) et

une protéine cible (Figurel5) (Dallakyan et Olson, 2015).
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€8 PyRx - Virtual Screening Tool o= | ]
File Edit View Help
b aal X AR)
Navigator B [View 5]
|| 5 Molecules |  AumDock | ATVIK | Yo Mayaui | =| || &30 5Scene | [ 0P | 2| Documen ts | | |Tables |

P EIXTTZEZW S 4L ES

Vina Wizard | AutoDock Wizard % OpenBabel | #, Python Shel & Logger

¥ startrere | J¢, selectMalecules | Run Vina | [ Analyze Results|
This wizerd will guide you through setting up and running AutoDock Vina.

Vina Execution Mode
@ Local (using C:\Program Files (x86)\PyRx\vina.exs) Cluster (Portable Batch System) ) Remote (Opal Web Services)

Start

Click on Start button to begin —>

Welcome to PyRx - Virtual Screening Tool

Figure 15: Interface graphique de PyRx

» UCSF Chimera
UCSF Chimera est un programme de visualisation et d'analyse interactive de la structure

moléculaire et des données associées, y compris les cartes de densité, les trajectoires et les
alignements de séquences. Il est disponible gratuitement pour un usage non commerciale

(figure 16) (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/ ).

& 15 Omen

Douead SNE 58 cartanm | ot 1T, e 115 o [0

Figure 16: Interface graphique de UCSF Chimera



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

Partie expérimentale ChapitreIl : Matériel et méthodes

» Autodock vina

AutoDock Vina version 1.1.2 est un logiciel de simulation de docking moléculaire utilisé pour
prédire les interactions entre une petite molécule et une protéine cible. Il est développé par
I'Université de Californie a San Diego (Figurel7 ) (Trott et Olson, 2010).

il est disponible gratuitement sur : http://vina.scripps.edu

Nous avons choisi Autodock Vina sous Chimera pour I'amarrage en raison de son interface
simple, contrairement & d'autres programmes tels que Autodock, Autodock Vina, Gold Suite,
dont son utilisation est un peu compliquée pour les débutants en bio-informatique.

ICSF Chimer -

. -
=S

File Select Actions Presets Tools Favorites Help AutoDock Vina
Output file: Browse l
Receptor: 6GQO confirmer.pdb (#0) —t

Ligand: 129845690 (#1) —

1 VWReceptor search volume options

[~ Resize search volume using  button 2 —

P Receptor options
»Ligand options

- ‘ P Advanced options
»-Executable location

no output file selected

Figure 17: L’interface d’accés a 1I’AutoDock vina sous UCSF Chimera.

» Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer ou DSV est une combinaison de logiciels congus pour fournir un
environnement interactif qui sert a visualiser et a modifier des structures moléculaires, des
séquences, des données de reflectance des rayons X, des scripts et d'autres données. Il est
développé et distribué par "Dassault Systemes BIOVIA" (Figure 18)

( http://www.adrianomartinelli.it/Fondamenti/Tutorial 0.pdf)

Lak


http://vina.scripps.edu/
http://www.adrianomartinelli.it/Fondamenti/Tutorial_0.pdf
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Figure 18: Interface graphique de logiciel Discovery Studio Visualizer

» Swiss ADME

Swiss ADME, est un outils web qui permet le calcul des descripteurs physico-chimiques, la
prédiction des paramétres ADME (absorption, distribution, métabolisme et I'excrétion) et la
détermination des propriétés pharmacocinétiques et médicamenteuses (Figurel9) (Dainacetal.,
2017).
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Figure 19: Interface graphique de l'outil web Swiss ADME.
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3 Méthodes

3.1 Préparation de la protéine cible pour I’amarrage

La structure tridimensionnelle de la protéine VEGFR2 a été téléchargé a partir de la banque de
données Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) (PDB ;

http://www.rcsh.ora/pdb/home/home.do). Dans ce cas, nous avons utilisé la structure cristalline

du domaine kinase KDR du VEGFR2 humain en complexe avec 1’analogue AZD3229 sous le
code (6GQO).

Tableau 1: Les données PDB de la protéine cible.

ID PDB Le poids total (Kda) Résolution (A) Meéthode

Diffraction des
6GQO 37,47 1,87
rayons X

Apreés le téléchargement, on observe que la protéine, posséde uniquement une chaine A
monomérique. La structure de la protéine doit étre préparé avant les simulations d’amarrage a
I’aide du module de préparation (Dock Prep) mis en place dans UCSF Chimera (Figure 20)
(Qawoogha et Shahiwala, 2020).

Le processus de préparation qui sert a optimiser la structure est résumé en annexe (1).

= UCSF Chimera = =

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

. Dock Prep

WMolecules to prep:

For chosen molecules, do the following:
¥ Delete solvent
[~ Delete non-complexed ions
[ If akernate locations, keep only highest accupancy
[¢ selenomethionine (MSE) to methionine (MET)
— [¥ bromo-UMP (5BU) to UMP (U)
v methylselenyl-dUMP (UMS) to UMP (U}
¥ methylselenyl-dCMP (CSL) to CMP (C)

¥ Incomplete side chains: Replace using Dunbrack 2010 rotamer library — |

v Add hydrogens
¥ Add charges
W write Mol2 file

Publications using Dunbrack 2010 rotamers should cite:
Shapovalov, M.S.. and Dunbrack, R.L.. Jr. (2011)
A Smoothed Backbone-Dependent Rotamer Library for Proteins

Derived from Adaptive Kernel Density Estimates and Regressions lrh
Structure, 19, 844-858. Ay

Cancel‘ HE\D|

Opened 6gqo (1).pdb containing 1 model, 2647 atoms, and 437 residues

Figure 20: Interface graphique de la boite DOCK Prep apparait dans UCSF Chimera.
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3.2 Préparation des ligands

Un nombre de 50 ligands dérivés de la curcumine a effet thérapeutique ont été sélectionnés et
extrait a partir de la base de données PubChem pour s’arrimer a la protéine cible (Saeed et al.,
2022). Les structures sont sous format SDF. Le tableau de 50 ligands testés dans ce travail est

en annexe (2).

3.3 Docking moléculaire

Le processus de docking consiste a déterminer la maniere dont le VEGFR2 (6GQO) interagit
avec ses inhibiteurs, il est utilisé pour générer une liste de complexes représentant le mode de
liaison le plus favorable entre le ligand et la macromolécule. L’étape suivante consiste a estimer
ces complexes afin de trouver le mode d’association le plus probable en utilisant PyRx et UCSF
Chimera.

En premiere étape, PyRx nous a permis d’effectuer I’amarrage moléculaires des 50 composés
contre la protéine 6GQO afin de déterminer le degré d’affinité entre les différents ligands et la
protéine principale. Un deuxieme docking en utilisant AutoDock Vina sous Chimera a été
effectué pour les meilleurs molécules ayant les AG les plus faibles pour identifier les molécules
les plus intéressantes.

Les étapes de docking moléculaire sur PyRx sont résumées en annexe (3).

Afin de mieux comprendre la maniere dont le VEGFR?2 interagit avec ses inhibiteurs en utilisant
UCSF Chimera. Les étapes pour effectuer cette opération sont résumés dans annexe (4).

Les résultats de I'amarrage sont sauvegardés dans un fichier Piton ainsi qu'un fichier PDB qui
permet de visualiser en 3D les interactions moléculaires entre la protéine cible et les ligands via

le logiciel "Discovery Studio Visualizer".

3.4 Analyse et visualisation

Les résultats de I'amarrage moléculaire, qui ont montré une conformation énergétique minimale
avec le plus grand potentiel, ont été utilisés pour analyser les interactions entre le ligand et la
protéine cible. Pour étudier les acides aminés impliqués dans le site de liaison du ligand, les
liaisons hydrogéne et d’autres interactions ont été visualisées grace au logiciel Discovery Studio
Visualizer. Ceci permet de montrer si les conformations des ligands simulés par AutoDock sont

correctement orientées dans le site actif de la protéine cible.

3.5 Propriétes pharmacologiques
L'échec des molécules en cours de développement de médicaments est principalement d a leur

manque d'efficacité chez I'nomme et a des problémes de pharmacocinétique. Ainsi, chaque
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candidat médicament doit satisfaire plusieurs criteres essentiels. Cela inclut non seulement un
faible colt de production, une solubilité et une stabilité adéquante, mais aussi la conformité a
des criteres spécifiques liés a ses propriétés pharmacologiques telles que I'absorption, la
distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicite.

Les structures des molécules sélectionnées ont été soumises a une analyse en ligne sur le site
Swiss ADME. Les propriétés des molécules sélectionnées ont été évaluées en fonction de leur
similitude avec les médicaments selon la regle des cinq de Lipinski (Lipinski et al., 2001). Les
diagrammes radar de biodisponibilité obtenus ont été étudiés pour évaluer les propriétés
médicamenteuses telles que :

Lipophilie : XLOGP3 entre -0,7 et +5,0.

Taille : poids moléculaire (PM) entre 150 et 500 g/mol.

Polarité : TPSA entre 20 et 130 A2.

Insolubilité : log S non supérieur a 6.

Instauration : fraction des carbones dans I'nybridation sp3 non inférieure a 0,25.

AN N N N YN

Flexibilité : pas plus de 9 liaisons rotatives.
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Dans cette étude, notre objectif était d’analyser les interactions moléculaires entre la protéine
cible (VEGFR2) et 50 dérivés de curcumine comme de potentiels inhibiteurs en utilisant le
docking moléculaire. Dans un premier temps, Un docking moléculaire par Pyrx puis par
Autodock Vina sous Chimera est réalisé. Par la suite, 1’utilisation de DSV a permis 1’analyse
visuelle des composés en comparaison avec le medicament de référence. Enfin, nous avons

procedé a une étude des propriétes ADME afin d'identifier les candidats les plus prometteurs.

1 Résultats de docking moléculaire

D’aprées les résultats obtenus a partir de docking moléculaire sur PyRx (les résultats sont
résumés dans annexe (5), nous avons sélectionné les 7 meilleurs analogues de la curcumine
parmi un total de 50 dont les AG® sont les plus faibles. Il s’agit du Disalicyloyl curcumin,
Curcumin glucuronid, Curcumin 4'-O-beta-D gentiobioside, Perfluoro curcumine, 2,6-Bis(4-
hydroxybenzylidene)  cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin isoxazole, 3,5-Bis(2-
fluorobenzylidene) -4-piperidone. L’interaction de ces ligands avec le récepteur VEGFR2 est
ensuite vérifié par Autodock Vina sous Chimera et par comparaison avec le médicament de
référence Axitinib qui est un inhibiteur angiogénique approuvé par la FDA, on a sélectionné les
sept qui ont un AG® le plus faible et proche a cel du médicament de référence. Plus 1’affinité
est élevée plus les valeurs des AG® seront faibles. Les résultats obtenus sont résumés dans le

tableau 2.
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Tableau 2 : Résultats de docking moléculaire pour les sept meilleurs analogues de la

Curcumine et le médicament de référence

Poids moléculaire

CID : 66993057

Inhibiteurs Formule AG® (Kcal/mol)
(9/mol)
Axitinib C2oH1sN4OS 386.5 -10,1
CID :6450551
Disalicyloyl curcumin CasHzs010 608.6 11.2
CID : 129845690 | |
Curcumin glucuronid CarHzs012 544 5 105
CID :7131501 ’ ’
Curcumin 4'-O-beta-D gentiobioside | ~©33H4001s 692 7 -10.2
CID : 46926100 ’ ’
Perfluoro curcumine CatH2F1606 692 2 -10.1
CID :129863789 ’ ’
2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) C2oH1503
cyclohexanone 368,4 -10,1
CID : 1909086
Bisdemethoxycurcumin isoxazole C19H1sNOs 305 3 -10.1
CID :135894687 | |
3,5-Bis(2-fluorobenzylidene)-4- Ci9H15F2NO

2  Etude des interactions moléculaires
Dans ce travail, I’interaction des ligands dockés contre la protéine 6GQO peut étre visualisée a

I'aide de logiciel DSV. Lors de cette analyse visuelle, nous nous sommes concentrés sur deux

paramétres : le nombre de liaisons et le nombre d'acides aminés entre le site actif du récepteur

VEGFR?2 et les inhibiteurs.
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Tableau 3 : Résultats d’interactions des sept meilleurs inhibiteurs avec le site actif du

VEGFR2
Ligand Type Acides amines
d’interaction
Hydrogene Cys919,GIu917,G1u885,Asp1046
conventionnelle
- e Carbone
Axitinib (Référence) Hydrogéne Phe918
Pi-Alkyl Val848,Ala866,Leul035,Cys1045,L ys868,Val916,Val914
Pi-Sigma Leu840
Hydr(_)gene Cys919,Asn923,Leu840
conventionnelle
Disalicyloyl curcumin Carbope Gly922 Phe1047
hydrogene
Pi-Alkyl Val848,Leul035,Ala866,Leu889
Hydrogene 1161025,Cys919
conventionnelle
. . Carbone .
Curcumin glucuronid hydrogene Phel047, 1le1044, Asp1046, His1026
Pi-Alkyl Leu840, Val848, Leul035, Ala866, Leu889, Cys919
Pi-Pi stacked Phe918
Curcumin 4-O-beta-D- | __ydrogene Arg1027,11e1025,Asp814,Gly922
entiobioside conventionnelle
g Pi-Alkyl Leu889,Cys919,Val848,Leul035,Leu840,Ala866
hydrogéne Cys919,Asp1046,Lys868
conventionnelle
Carbone
Perfluoro curcumine hydrogene Gly922, Phedl8, Cys1045
Pi-Alkyl Leu889, Leul035, Val848, Ala866, Leu840,Cys919
Liaison GIug8s5, GIu9L7, 1le1044
halogene
2,6-Bis(4- Hydrogéne
hydroxybenzylidene) | conventionnelle e
cyclohexanone Pi-Alkyl Lys868,Val899,Val916, Ala866,Cys1045,Val848
Alkyl Leu840, Val848, Phe1047,Leul035
Pi-sigma Leu840
hydrogéne Cys919
Bisdemethoxycurcumin conventionnele
isoxaz)éle Pi-Alkv] Lys868, Val889, Val916, Val848, Leul035, Ala866,
y Leu889,Leu 840
Pi-Pi stacked Phe918
Hydrogene Cys919
conventionnelle
3,5-Bis(2- Carbone
fluorobenzylidene) -4- hydrogene Sl
piperidone Pi-Alkyl Ala866, Val899, Val916, Lys868, Val848, Cys1045
Pi-Sigma Leu840
Liaison halogéne Cys919
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2.1 Diagramme 2D

> Interaction entre L’axitinib et le site actif de la protéine (Figure 21)

Le médicament de référence Axitinib Présente un score de -10,1Kcal/mol, 1’analyse visuelle

réalisée par DSV montre que I’inhibiteur est bien placé dans le site actif de la protéine VEGFR2

ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 13 acides aminés dont :

- Quatre liaisons hydrogéne sont formées par les résidus Cys919, Glu917, Asp1046, Glu885.

- Une liaison carbone hydrogene formée par le résidus Phe918.

- Sept liaisons Pi-Alkyl formées par les résidus Val848, Ala866, Leul035, Cys1045, Lys868
Val916, Val914.

Interactions

- Conven tional Hydrogen Bond - Fi-Sigma
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Figure 21: Représentation d’interaction entre L’axitinib et le site actif du VEGFR2 par UCSF
Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

» Interaction entre Disalicyloyl curcumin et le site actif (Figure 22)

Disalicyloyl curcumin présente la valeur de score d’interaction la plus élevée de -11,2 Kcal/mol,
I’analyse visuelle réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 12984590 est bien placé dans le site
actif de la protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 9 acide aminés
dont :

- Trois liaisons hydrogéne sont formées, 1’une ente 1’oxygéne du composé Disalicyloyl
curcumin et le résidu Asp923, et deux liaison sont formé entre I’hydrogéne du groupement
carboxyle et les résidus Cys919 et Leu840.

- Trois liaisons carbone hydrogéne sont formées, deux pour Gly922 et une seul pour Phe1047.

Lak
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-Six liaisons de type Pi-Alkyl, une seule interaction pour Val 848, Leul035, Ala866 et deux
pour Leu 840.

-

GLY s
A922 § AB4B

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond |:] Pi-Alkyl
:I Carbon Hydrogen Bond

Figure 22:Représentation d’interaction entre Disalicyloyl curcumin et le site actif du
VEGFR2 par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

» Interaction entre Curcumin glucuronid et le site actif (Figure 23)
Curcumin glucuronid présente un score de liaison égale -10,5 Kcal/mol, I’analyse visuelle
réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 71315012 est bien placé dans le site actif de la
protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 12 acide aminés
dont :
-Trois liaisons hydrogéne sont formées ente I’hydrogéne du groupement carboxyle, deux
liaison pour Ile 1025 et une seul pour Cys919.
-Quatre liaisons de type carbone hydrogene pour Phe1047, 1le1044, Asp1046, His1026.
-Six liaisons de types Pi-Alkyl pour les résidus Leu840, VVal848, Leul035, Ala866, Leu889,
Cys919 et une liaison de type Pi-Pi Stacked pour Phe918.
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T
|

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
:] Carbon Hydrogen Bond [: Pi-Akyl

Figure 23: Représentation des interactions entre Curcumin glucuronid et le site actif du
VEGFR?2 par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

» Interaction entre Curcumin 4'-O-beta-D-gentiobioside et le site actif (Figure 24)
Curcumin 4'-O-beta-D-gentiobioside Présente un score de liaison égale -10,2Kcal/mol,
I’analyse visuelle réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 46926100 est bien placé dans le
site actif de la protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 10
acide aminés dont :

- Quatre liaisons hydrogéne sont formées, deux entre 1’oxygéne du composé Curcumin
4'-O-beta-D-gentiobioside et lesrésidusArgl027 et Gly922, et deux liaisons sont
formées entre I’hydrogéne du groupement carboxyle et les résidus Asp814, Ile1025.

- Six liaisons de types Pi-Alkyl pour les résidus Leu889, Cys919, Val848, Leul035,
Leu840, Ala866.
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1 g aliGes
‘as1 AL
o ASE6
L

Interactions

- Conven tional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

I:I Carbon Hydrogen Bond

Figure 24: Représentation des interactions entre Curcumin 4'-O-beta-D-gentiobioside et le
site actif du VEGFR2 par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

> Interaction entre 2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) cyclohexanone et le site actif (Figure
25)
2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) cyclohexanone présente un score de liaison égale -10,1
Kcal/mol, I’analyse visuelle réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 1909086 est bien
placé dans le site actif de la protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons
grace a 7 acides aminés dont :

- Une liaison hydrogéne formé par Cys919.

- Six liaisons de types Pi-Alkyl pour les résidus Lys868, Val899, Val916, Ala866, Cys1045
et Val848 plus une liaison de type Pi-sigma pour Leu840.

- Quatre liaisons Alkyl par Leu840, Val848, Phe1047 et Leul035.
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cYs
A045

WAL
AG1E ALA
AE6EE

LY¥S

AB68 VAL LEU VAL
AB99 A1035 AB48

PHE
A1047

Interactions
- Conwven tional Hydrogen Bond :' Alloyl
- Pi-Sigma |:| Pi-Alloyl

Figure 25: Représentation des interactions entre 2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene)
cyclohexanone et le site actif du VEGFR2 par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV

(B).

» Interaction Perfluoro curcumine et le site actif (Figure 26)
Perfluoro curcumine présente un score de liaison égale -10,1Kcal/mol, I’analyse visuelle
réalisée par DSV montre que I’inhibiteur129863789 est bien placé dans le site actif de la

protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 13 acide aminés dont :

- Deux liaisons hydrogéne sont formées, deux entre I’oxygéne du composé et Perfluoro
curcumine les résidus Aspl046et deux liaisons sont formées entre 1’hydrogéne du
groupement carboxyle et les résidus Asp814, 11e102.

- Cing liaisons hydrogéne sont formées, deux par Cys919, deux par Asp1046 et une liaison
par Lys868.

- Trois liaisons de type carbone hydrogene Gly922, Phe918, Cys1045

- Cinq liaisons de types Pi-Alkyl par les résidus Leu889, Leul035, Val848, Ala866, Leu840
et Cys9109.

- Sept liaisons halogene pour Glu885, Glu917, 1le1044.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

I:I Halogen (Fluorine)

.,
ALA "y, GLY.
A:822

[l "nfavorable Donor-Donor

[ Ptk

Figure 26: Représentation des interactions entre Perfluoro curcumine et le site actif du
VEGFR2par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

> Interaction de Bisdemethoxycurcumin isoxazole et le site actif (Figure 27)

Bisdemethoxycurcumin isoxazole présente un score de liaison égale -10,0Kcal/mol, I’analyse

visuelle réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 135894687est bien placé dans le site actif

de la protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace 10

Acides aminés dont :
Une liaison hydrogéne formé par Cys919.

Neuf liaisons de types Pi-Alkyl pour les résidus Lys868, Val889, Val916, Val848, Leul035,

Ala866, Leu889 et Leu 840 plus une liaison de type Pi-Pi stacked pour Phe918.
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Interactions

- Conven tional Hydrogen Bond D Pi-Alkoyl
[ FiPistacked

Figure 27: Représentation des interactions entre Bisdemethoxycurcumin isoxazole et le site
actif du VEGFR2 par UCSF Chimera (A) et les interactions par DSV (B).

» Interaction de 3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone et le site actif (Figure 28)
3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone présente un score de liaison égale -9,8Kcal/mol
I’analyse visuelle réalisée par DSV montre que I’inhibiteur 66993057 est bien placé dans le site
actif de la protéine VEGFR2 ou il est stabilisé par de nombreuses liaisons grace a 9 acides
aminés dont :

- Une liaison hydrogéne formé par Cys919.

- Une liaison carbone hydrogéne formé par Lys920.

- Sept liaisons de types Pi-Alkyl formées par les résidus Alag866, Val899, Val916,
Lys868, Val848, Cys1045 plus une liaison de type Pi-sigma par le résidu Leu840.
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Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
: Carbon Hydrogen Bond E Pi-Alkyl
D Halogen (Fluorine)

Figure 28: Représentation des interactions entre 3,5-Bis(2-fluorobenzylidene).

Ces dérives ont été correctement ancrés dans la poche de la liaison du VEGFR2 car ils
partageaient des modes d’amarrage presque similaires les uns avec les autres. Aprés avoir
compareé la structure du site actif de la protéine cible(VEGFR2) présenté dans le chapitre 1
(Figure 7) avec la représentation des interactions de chaque complexe protéine —ligand obtenue
dans cette étude, nous avons constaté que ces interactions se produisent au niveau des mémes
acides aminés composant le site actif du VEGFR2.

D’apreés nos résultats et selon les travaux antérieurs, il est montré que 1’axitinib, un puissant
inhibiteur de la tyrosine kinase, repose sur les résidu clé Leu840, Val848, Ala866, Lys868,
Leu889, Val899, Val916, Glu917, Phe918, Cys919, Gly922, Leul035, Cys1045, Aspl046,
Phel047 et forme quatre liaison hydrogene avec Cys919, Glu917, Glu885, Asp1046 (L.i et al.,
2014; Rampogu et al., 2018).

Aprés avoir fait une comparaison des interactions de chaque complexe protéine-ligand obtenue
par DSV avec celles obtenue avec ’axitinib, il a été constaté que les inhibiteurs et 1’axitinib
partageaient leurs liaison hydrogene avec Cys919,malgré le nombre des liaison hydrogéene
formé avec les ligands soit deux ou trois inférieur a celui de ’axitinib, il était comparable a
d’autres égards, comme il est montré dans les résultats obtenue par DSV, ces molécules ont été
ancrees dans la poche hydrophobe formée par Val848, Val899, Val914, Val916, Ala866,
Cys1045 et Phe1047. En plus des fortes interactions hydrophobes, les inhibiteurs ont été placés
dans la poche de liaison du VEGFR-2 vers le motif DFG (Asp1046-Phe1047-Gly1048) de la




Partie expérimentale Chapitre III : Résultats et discussion

boucle d'activation. Il est connu que le changement conformationnel du motif DFG améliore la
capacité des protéines tyrosine kinases a se lier a I'ATP et permet la phosphorylation des
protéines tyrosine kinases, entrainant I'activation des kinases Ainsi, l'interaction VEGFR-2-
ligand perturberait le changement allostérique de ce motif et par conséquent inhiberait I'activité
kinase (Li et al., 2014).

Presque les mémes résultats obtenues dans 1’étude de Ji et al (2018) basée sur I’inhibition du
VEGFR?2 par la rutacecarpine a 1’aide d’étude d’amarrage, trouve que cette derniére est bien
liee au site actif du VEGFR?2 car elle se fixe sur les résidus (Lys920, Phe918, Cys919 Glu917,
Val916, LeuB840, Asn923, Gly922, Gly841, Leul035, Val848, Val899 et Ala866), en formant
une liaison hydrogéne avec Cys919, une liaison pi-sigma avec Leu840. De plus, d'autres
interactions faibles, telles que les liaisons pi-alkyle, alkyle et carbone-hydrogéne, ont contribué
a l'affinité de liaison de Rut avec VEGFR2 (Ji et al., 2018).

D’autre étude in silico sur I’inhibition du VEGFR?2 a partir des dérivés de la Pueraria Tuberosa
trouve que tuberostan interagit plus efficacement avec le domaine kinase intracellulaire du
VEGFR2 via onze acides aminés hydrophobes, dont Leu840, VVal848, Lys868, Lys920, Leu889,
Val899, Val916, Glu885, Phe918, Leu833, Cys919, Gly922, Cys1045, Aspl046, et Phel047
(Asthanal et al., 2015).

Le score négatif et inférieur ainsi que les modes de liaison appropriés observés pour ces dérivés
suggerent qu'ils pourraient cibler le VEGFR-2 avec une forte affinité, similaire a I'axitinib. Nous
constatons une concordance entre nos résultats et les études précédentes, ou nous avons identifié
les mémes résidus d'acides aminés associés aux meilleurs inhibiteurs. Par conséquent, ces
dérivés pourraient étre considérés comme des inhibiteurs potentiels du VEGFR-2 pour la
thérapie anti-angiogeneése.

3 Evaluation des propriétés pharmacologiques

Plusieurs études corroborent l'idée gqu'un bon candidat médicament doit non seulement
présenter une activiteé élevee envers la cible, mais également posséder des propriétés ADMET
(absorption, distribution, metabolisme, excrétion et toxicité) compatibles avec une application
biologique. Dans ce contexte, il était essentiel de renforcer notre étude en évaluant certaines
propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques régissant les criteres ADMET des
meilleurs composeés présentés par Disalicyloyl curcumin, Curcumin glucuronid, Curcumin 4'-
O-beta-D gentiobioside, Perfluoro curcumine,2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) cyclohexanone,

Bisdemethoxycurcumin isoxazole,3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone. Comme montre

le tableau ci-dessous :



Partie expérimentale

Chapitre III : Resultats et discussion

Tableau 4 : Profil ADME des 7 meilleurs inhibiteurs obtenus par le serveur Swiss ADME.

Lipophilie _
AG® Polarité L : .
- Flexibilité Instauration | Insolubilit
- (Kca A ]
Inhibiteurs 0,7<XLOG3 0<N° rotable | 0,25<Fractio | €-6<LogS | AGI
I/mol 20A<TPS
<+5,0 bonds<9 n (Csp3)<l | (ESOL)<0
) A<130A2
129845690 | -11,2 6.62 167.66 13 0.09 -7.32 Bas
71315012 | -10,5 1,64 189.28 11 0,30 -5,23 Bas
46926100 | -10,2 0.03 254.52 16 0,42 -3.48 Bas
129863789 | -10,1 7.37 93.06 10 0.14 -8.31 Bas
1909086 | -10,1 4.35 57.53 2 0.15 -4.73 Haute
135894687 | -10,1 4.27 66.49 4 0.00 -4.71 Haute
66993057 9,8 3.11 29.10 2 0.11 -4.15 haute

3.1 Propriétés physico-chimiques

» Lareégle des cing de Lipinski

La regle des cing de Lipinski est utilisé pour évaluer la biodisponibilité orale d'un composé.

Selon cette regle, les composés qui ne satisfont pas au moins trois des cing criteres suivants

sont susceptibles de présenter des difficultés d'administration par voie orale (Lipinski et al.,

2001).

e Poids moléculaire (PM) <500 Da ;

e Coefficients de partage octanol-cau (log P) <5 ;

e Le nombre d’accepteur d’hydrogene (n. ON) <10 ;

e Le nombre de donneur d’hydrogene (n. OHNH) H<5;

e Le nombre de liaisons flexibles (n. LF) <15.

Le Disalicyloyl curcumin, Curcumin glucuronid, Curcumin 4'-O-beta-D gentiobioside et

Perfluoro curcumine sont les composés qui ont I’affinité la plus élevé contre le VEGFR2 parmi

ceux testés dans ce travail. lls sont prédits comme non-biodisponibles par voie orale car ils

dépassent la gamme optimale sur le radar de biodisponibilité et présentant des taux trés varié

par apport aux intervalles des propriétés physico-chimique, ainsi suite a la detection des

violations des régles de Lipinski par la présentation de Disalicyloyl curcumin d’une violation(

MW>500) , Curcumin glucuronid 2 violations (MW=>500, NorO>10) ,Curcumin 4'-O-beta-D 3

violations (MW>500, NorO>10) et Perfluoro curcumine 2 violations

MLOGP>4.15) (Figure 29).

(MW>500,
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LIPO

FLEX SIZE

SATU POLA

INSOLU

Disalicyloyl curcumin
Code :129845690

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Curcumin glucuronid
Code : 71315012

LIPO

LIPO

FLEX I SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSATU POLAR

INSOLU

INSOLU

Curcumin 4'-O-beta-D gentiobioside
Code : 46926100

Perfluoro curcumine
Code : 129863789

Figure 29: Radar De Biodisponibilité de Disalicyloyl curcumin, Curcumin
glucuronid ,Curcumin 4'-O-beta-D gentiobioside et Perfluoro curcumine

Le 2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene) cyclohexanone malgré qu’il présente un taux d’insaturation
Iégerement inférieur a la gamme optimale, il répond parfaitement a la régle de cing de Lipinski
(0 violation). C’est pour cela, il est peut-étre utilis¢é comme inhibiteurs de I’angiogenese

biodisponible par voie orale (Figure 30).
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LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene)
Code :1909086

Figure 30: Radar de biodisponibilité de 2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene)

Le Bisdemethoxycurcumin isoxazole malgré qu’il présente un taux d’insaturation inférieur a la
gamme optimale, il répond parfaitement a la régle de cinq de Lipinski (0 violation). C’est pour
cela, il est capable d’utiliser comme inhibiteurs de I’angiogenese biodisponible par voie orale

(Figure3l).

LIPO

FLEX SIZE

SATU POLA

INSOLU

Bisdemethoxycurcumin isoxazole
Code :135894687

Figure 31: Radar de biodisponibilité de Bisdemethoxycurcumin isoxazole
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Le 3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone malgré qu’il présente un taux d’insaturation
Iégérement inférieur & la gamme optimale, il répond parfaitement a la regle de cinq de Lipinski
(0 violation). C’est pour cela, il est capable d’utiliser comme inhibiteurs de 1’angiogenése

biodisponible par voie orale (Figure 32).

LIPO

FLEX SIZE

SATU POLA

INSOLU

3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone
Code :66993057

Figure 32: Radar de biodisponibilité de 3,5-Bis(2-fluorobenzylidene) -4-piperidone

3.2 Propriétés pharmacocinétiques

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie gastro-
intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une
manieére a ne pas altérer les fonctions de 1’organisme, et éliminé de maniere appropriée sans
causer des dommages.

Dans notre travail, a I’aide du serveur Swiss ADME, Nous avons trouvé que 2,6-Bis(4-
hydroxybenzylidene) cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin isoxazole et 3,5-Bis(2-
fluorobenzylidene) -4-piperidone portent un Gl absorption tres élevés. Ce qui indique que ces
composés sont capables de traverser la barriére gastro-intestinale pour accéder au sang.

A la lumiére de ce travail, nous pouvons postuler que les composés 2,6-Bis(4-
hydroxybenzylidene) cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin isoxazole et 3,5-Bis(2-
fluorobenzylidene) -4-piperidoneavec ont un bon profil ADME et un pouvoir inhibiteur
potentiellement élevé envers la cible, et peuvent par conséquent étre proposés comme nouveaux
inhibiteurs du VEGFR?2 pour le traitement du cancer. Les informations que nous avons fournies

seront trés utiles lors de leur optimisation pour devenir des candidats médicament.
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Conclusion

Le présent travail a pour but d’étudier et développer de nouveaux inhibiteurs du récepteur 2 de
facteur de croissance endothéliale vasculaire impliqué dans 1’angiogenése tumoral a partir de
dérives naturels par une approche in silico. Pour cela, nous avons choisi le docking moléculaire
qui est la méthode la plus prometteuse en bio-informatique pour la prédiction des interactions
entre les inhibiteurs et la protéine cible afin de contribuer a la découverte et le développement
de nouveaux inhibiteurs plus puissants et plus efficaces contre I’angiogenése tumorale.

Le docking moléculaire avec Autodock Vina sous UCSF Chimera nous a permis de sélectionner
7 composes parmi 50 analogues de la curcumine testés. Ces molécules dont le code 129845690,
71315012, 46926100, 129863789,1909086,135894687 et 66993057 ont montré les meilleures
affinités pour le VEGFR2 avec les valeurs de AG® les plus faibles avec des scores égaux a
-11,2,-10.5, -10,2, -10,1, -10,1, -10,1 et -9,8 Kcal/mol respectivement.

Ensuite, une analyse des interactions entre le domaine tyrosine kinase du VEGFR2 et les
inhibiteurs réalisés a I'aide du logiciel DSV, ainsi que I’¢tude des propriétés physico-chimiques
des molécules testées par Swiss ADME nous ont permis de prédire les composés 2,6-Bis(4-
hydroxybenzylidene) cyclohexanone, Bisdemethoxycurcumin isoxazole et 3,5-Bis(2-
fluorobenzylidene) -4-piperidone comme des inhibiteurs biodisponibles par voie orale. Par
conséquent, les trois inhibiteurs du VEGFR-2 testés dans notre étude sont supposés prévenir ou
ralentir la croissance de telles tumeurs malignes. Outre le cancer et les maladies inflammatoires,
I'angiogenese est également un facteur pathogéne de I'hypertension pulmonaire et des maladies
oculaires. C'est-a-dire que ces inhibiteurs du VEGFR-2 peuvent également fonctionner comme
des médicaments pour ces troubles.

Pour des perspectives futures, il est recommandé de poursuivre cette étude en explorant d'autres
inhibiteurs naturels ciblant le récepteur 2 de facteur de croissance endothéliale vasculaire. I
serait également important de confirmer ces résultats théoriques par le biais d'études

expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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Annexe 1
Préparation de la protéine cible pour I’amarrage :

- Afin de définir facilement le site actif, il est nécessaire d’identifier I’inhibiteur déja présent,

pour cela il faut sélectionner I’inhibiteur en cliquant sur Select > Résidue > all non standard

> actions > atoms/bonds > Delete.

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

Supprimer les molécules d’eau, ajouter les atomes d’hydrogenes, attribuer des charges
partielles a la protéine et cliquer sur OK. Sélectionnez toutes les options sauf « Supprimer
les ions non complexés » et « write Mol2 file » enfin cliquer sur OK.

Enregistrer le fichier sous forme PDB.
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Annexe 2 : Les 50 ligands utilises

Nom de la

molécule et le

Structure 3D

Nom de la

molécule et le

Structure 3D

code code
Bisdemethoxycur DI_O._
_ chloropropionylet
cumin hyl curcumin
CID : 5315472

CID : 76330069

Diacetylcurcumi

Curcumin tri-

adamantylaniniet

CID : 11947775

n hylcarbonate
CID: 6441419
CID :2889
[18FP] - Curcumin dimer
curcumin 2

CID :131752650

monoglucoside
CID: 11526601

Curcumin tri
trithiadiazolamin
Monodemethox oethylcarbonate
ycurcumin
CID: 5469424 CID : 45028268
(E,E)-Bis(2- 4-(4-hydroxy-3-
hydroxybenzyli methoxybenzylid
dene)acetone ene) curcumin
CID : 5472867 CID : 44195235
Curcumin

Tetrahydrocurc
umin isoxazole
CID : 14578531
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Di-O-(2thienoyl)
curcumin
CID : 45028269

Hexahydrocurcu
min
CID : 5318039

Cis-Curcumin
CID : 24884282

Bisdemethoxycu
rcumin isoxazole
CID : 135894687

Curcumin
diglucoside
CID : 46173989

Curcumin dimer
3
CID : 131752651

Tetrahydrocurc
umin
CID : 124072

Curcumin ED
CID : 101736865

Allyl curcumin

Curcumin PE

CID : 129728794 CID : 5281767
Monodemethylc Curcumin
urcumin sulfate
CID : 5469426 CID : 66645351

Didemethylcurc
umin
CID : 5469425

Ferrocenyl
curcumin
CID : 129852598

curcumin 4'-O-
beta-D-
gentiobioside
CID : 46926100

Di-O-decanoyl

curcumin

CID : 46866178
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(2E,5E)-2,5- -
bis(3,4-
4-Benzylidene dimethoxybenzyli — 5
curcumin dene)cyclopentan '-\<\T”
CID : 44451939 one &
—-\g &
CID :5714141 -
Monoglycinoyl Perfluoro
curcumin curcumin

CID: 24766776

CID : 129863789

Ethyl curcumin
CID : 11474949

Keto-curcumin

CID : 129738071

Curcumin
dimerl

CID : 100972288

Disalicyloyl

curcumin

CID : 129845690

N-
phenylpyrazole
curcumin
CID : 135440402

(3E,5E)-3,5-
bis[(4-
fluorophenyl)me
thylidene]-1-[(1-
hydroxy-2,2,5,5-
tetramethylpyrr
ol-
3yl)methyl]piper
idin-4-one

CID : 46871899

Curcumin
glucuronid
CID :71315012

1,7-Bis(3,4-
dimethoxypheny

l)hepta-1,6-
diene-3,5-dione

CID : 53393977
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3,4-
Difluorobenzyli
dene curcumin
CID : 54597187

(1E,6E)-1-(4-
hydroxy-3-
methoxyphenyl)-
7-(1H-indol-6-
yl)hepta-1,6-
diene-3,5-dione

CID : 24952085

(1E,6E)-1,7-
Di-O-(2- diphenylhepta-
hydroxyethyl) 1.6-diene-3,5-
curcumin dione
CID : 45276267
CID :5469422
4-(4- 1,5-Bis(4-
hydroxybenzyli hydroxyphenyl)p

dene) curcumin
CID: 44452370

enta-1,4-dien-3-one

CID : 6437306

2,6-Bis(4-

N-(3- hydroxybenzylid
nitrophenylpyra ene)cyclohexano
zole) curcumin ne
CID : 136036825
CID : 1909086
N-(4- 3,5-Bis(2-
methoxyphenyl fluorobenzyliden
pyrazole) e)-4-piperidone
curcumin

CID : 136036824

CID : 66993057
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Annexe 3 : Les étapes de docking sur pyrx

» Chargement des molécules dans I'espace de travail PyRx
v Ouvrir la protéine
Cliquer sur File > Load molécule > sélectionner le fichier (6GQQ) déja préparé sur Chimera

cliquer sur la molécule> Autodock > Make macromolécule

v" Ouuvrir les ligands

Cliquer sur Open Babel > Insert New item > Sélectionner les ligands puis cliquer par le
bouton droit de souris sur le ligand > minimize all > Convert all to Autodock ligand (Pdbqt).
» Lancement du docking

Cliquer Vina Wizard > Start > Add Macromolécule > sélectionner la protéine (6GQO.Pdbqt),
puis cliquer sur le premier ligand et sur le bouton Shift puis sur le dernier ligand afin de
sélectionner tous les ligands >Avec la souris mettre le box dans le site actif de la protéine >
Forward.

Annexe 4

Les étapes de docking dans AutoDock Vina sous Chimera :

Ouvrir le fichier de la protéine préparée par UCSF Chimera, puis sélectionner le fichier
contenant le ligand en cliquant sur "File ", "Open"

Pour préparer les paramétres de simulations de docking, vous pouvez accéder au menu "Outils"
puis sélectionner "Surface/Binding Analysis" et "AutoDock Vina". Une fois la fenétre ouverte,
vous devez donner un nom au fichier de sortie, sélectionner le récepteur et le ligand, puis définir
I'espace de recherche en ajustant la taille et la position du centre de la grille. Les paramétres

suivants ont été utilisés :

Tableau : Taille et position du centre de la grille

centre 14 -1,2 6,22
Size 24 25 25,68
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Annexe 5 : Les résultats de docking sur PyRx

Nom de la molécule Structure 3D AG° (Kcal/mol)
Bisdemethoxycurcumin
CID : 5315472 94
Diacetylcurcumin -9,2
CID: 6441419
[18FP] -curcumin 94
CID : 11947775 ’
Monodemethoxycurcumin -9,5
CID: 5469424
(E,E)-Bis(2-
hydroxybenzylidene)acetone -8,9
CID : 5472867
Curcumin monoglucoside 04
CID: 11526601 ’
Di-O-(2thienoyl) curcumin 96
CID : 45028269 ’
Cis-Curcumin
-9,00
CID : 24884282
Curcumin diglucoside 93
CID : 46173989 ’
Tetrahydrocurcumin 89

CID : 124072
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Allyl curcumin

-9,1
CID : 129728794
Monodemethylcurcumin 96
CID : 5469426 ’
Didemethylcurcumin o5
CID : 5469425 ’
curcumin 4'-O-beta-D-
gentiobioside -9,9
CID : 46926100
4-Benzylidene curcumin
-9,00
CID : 44451939
Monoglycinoyl curcumin 07
CID: 24766776 ’
Ethyl curcumin 92
CID : 11474949 ’
Curcumin dimerl ~F ‘gﬁ«f—* 6
. IS o !
CID : 100972288 B e
N-phenylpyrazole curcumin 89

CID : 135440402
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Curcumin glucuronid
CID :71315012

-10,3

3,4-Difluorobenzylidene
curcumin
CID : 54597187

Di-O-(2-hydroxyethyl) curcumin

CID : 45276267

-9,1

4-(4-hydroxybenzylidene)
curcumin
CID : 44452370

N-(3-nitrophenylpyrazole)
curcumin
CID : 136036825

N-(4-methoxyphenylpyrazole)
curcumin
CID : 136036824

-8,8

Di-O-chloropropionylethyl
curcumin

CID : 76330069

-9,00

Curcumintri-

adamantylaniniethylcarbonate

CID :2889
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Curcumin dimer 2
CID :131752650

Curcumintri
trithiadiazolaminoethylcarbonate
CID : 45028268

7__
\ f -9,00

4-(4-hydroxy-3-

methoxybenzylidene) curcumin -8,5
CID : 44195235
Tetrahydrocurcumin isoxazole o
CID : 14578531 ’
Hexahydrocurcumin 5o
CID : 5318039 '
Bisdemethoxycurcumin isoxazole 100
CID : 135894687 ’
P
/ 7 ,, C N—
Curcumin dimer 3 \..:\?Simf' - 7
A e ¢ = -5,6
CID : 131752651 D




ANnexes

Curcumin ED

9,5
CID : 101736865
Curcumin PE o<
CID : 5281767 '
Curcumin sulfate 97
CID : 66645351 '
Ferrocenyl curcumin o6
CID : 129852598 '
Di-O-decanoyl curcumin };f
_g&riﬁ.ﬁ‘?ﬂ‘ 8,5
CID : 46866178 1\4 .f
(2E,5E)-2,5-bis(3,4- —
dimethoxybenzylidene)cyclopenta %\’ .,
none ” '
CID 5714141
Perfluoro curcumin 01
CID : 129863789 '
Keto-curcumin os
CID : 129738071 '
Disalicyloyl curcumin
-11,2

CID : 129845690
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(3E,5E)-3,5-bis[(4-
fluorophenyl)methylidene]-1-[(1-
hydroxy-2,2,5,5-
tetramethylpyrrol-
3yl)methyl]piperidin-4-one
CID : 46871899

1,7-Bis(3,4-
dimethoxyphenyl)hepta-1,6-
diene-3,5-dione
CID : 53393977

(1E,6E)-1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-7-(1H-indol-6-
yl)hepta-1,6-diene-3,5-dione
CID : 24952085

(1E,6E)-1,7-diphenylhepta-1,6-
diene-3,5-dione

CID :5469422

1,5-Bis(4-hydroxyphenyl)penta-
1,4-dien-3-one
CID : 6437306

2,6-Bis(4-hydroxybenzylidene )
cyclohexanone
CID : 1909086

-10,1

3,5-Bis(2-fluorobenzylidene)-4-
piperidone
CID : 66993057







