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Résumés

ETUDE IN SILICO DE L’'INHIBITION DE EGFR1

Résumé

EGFR1, une protéine essentielle impliquée dans la régulation de la croissance cellulaire, la différencia-
tion et la survie cellulaire. Cette recherche explore également la surexpression de 'EGFR1 dans divers
cancers, ce qui en fait une cible importante pour le développent de thérapies ciblées. En utilisant le
docking moléculaire avec les logiciels Pyrx et UCSEF Chemira, un criblage virtuel a été effectué pour
identifier des composés capables d’inhiber sélectivement 'EGFR1. Parmi les résultats, deux composés,
désignés par les références 64033452 et 4214700, se sont démarqués comme les meilleurs candidats
théoriques en raison de leur affinité accrue envers 'EGFRI1 et de leur conformité aux normes pharma-
cocinétiques. Cette étude offre ainsi des perspectives prometteuses pour le développent de médicaments
efficaces ciblant PEGFRI, avec des implications significatives en oncologie et en pharmacologie.

Mots clés
EGFR1; Cancers; Docking moléculaire ; Inhibiteurs.
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IN siLICO STUDY OF EGFR1 INHIBITION

Abstract

EGFR1, an essential protein involved in the regulation of cell growth, differentiation and survival.
This research also explores the overexpression of EGFRI1 in various cancers, making it an important
target for the development of targeted therapies. Using molecular docking with Pyrx and UCSF Che-
mira software, virtual screening was carried out to identify compounds capable of selectively inhibiting
EGFRI1. Among the results, two compounds, designated 64033452 and 4214700, stood out as the best
theoretical candidates on account of their increased affinity for EGFR1 and their compliance with
pharmacokinetic standards. This study thus offers promising prospects for the development of effective
drugs targeting EGFRI1, with significant implications in oncology and pharmacology.

Keywords
EGFR1; Cancers; Molecular docking ; Inhibitors.
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Abbréviations

Les principales notations et abréviations utilisées dans ce mémoire sont explicitées ci-dessous, sous
leur forme la plus couramment employée dans le domaine de la biologie.

H abréviations Signification H
GRCh Reference Consortium humain genome build
PIG Percutaneous image Guided
ADNc Acide Désoxyribonucléique complémentaire
TK Tyrosine Kinase
Tyr tyrosine
Phe phénylalanine
Arg arginine
Asp acide aspartique
Ile isoleucine
TM domaine transmembranaire

MAPK kinase active par les mitogénes

TGF facteur de croissance transformant
(fos)(jun)et(myc) facteur de transcription

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3
AP -2 protéine activateur
CBL protéine ubiquitine ligase
GRB2 Growth Factor Receptor-Bound Protein 2
SHC src Homology 2 domain-containing
AKT Protein Kinase B (PKB)

STATS signal transducer and activator of transcription 5
FRK Extracellular Signal-Regulated kinase
MEK Mitogen-activated protein kianse
SH2 src Homology 2
PTB Phosphotyrosine Binding
SH3 src Homology 3
GTP Guanosine Triphosphate
PI3K Phosphoinositide 3-kinase

RalGDS stimulateur de dissociation nucléotidique de la guanine de type Ras

PIP2 phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PIP3 phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate
RAL Ral GTPase

domainePH Pleckstrin Homology
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PLC -1
DAG
1P3
PKC
PTP
RPTP
RE
Vps34
NLS
INM

FT
RNA
RHA

PCNA
ITK
EGFR
HER
ATP

Met
ROS1
ALK

RET
FLT3
NTRK
CPNPC
RTK
CHC
PRCC
CCR
AcM
mAb
Fc
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TMFE
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I'IFN-?
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INTERNET

EGFR-TKIs

Mg — ATP
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VEGFR1/2/3
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Vacuolar protein sorting
Nuclear Localisation Signal
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Integral trafficking from the ER to the Nuclear Envelope Transport
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Acide ribonucléique
RNA Hélicase A
Proliferating Cell Nuclear Antigen
les inhibiteurs de tyrosine kinases
epidermal growth factor receptor
human epidermal growth factor receptor
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Introduction générale

Le cancer est une maladie aux multiples facettes et constitue un fardeau majeur pour la santé dans
le monde, c’est une maladie chronique marquée par des cellules immortelles a prolifération et division
incontroélée. Les cellules cancéreuses peuvent devenir invasives, agressives et métastatiques si elles ne
sont pas traitées | |.C’est la principale cause de mortalité dans le monde | |

La liaison du facteur de croissance épidermique endogéne (EGF) & IEGFR dans les cellules canceé-
reuses entraine une cascade d’événements de transduction de signaux | |,les récepteurs tyrosine
kinases (RTK) et joue un role essentiel dans la régulation de la différenciation cellulaire, de la crois-
sance, de la survie et de l'apoptose| .

Un déréglement du métabolisme de ’ARN et des voies du cytosquelette/adhésion a été identifiée a
la fois dans le protéome et le phosphoprotéome des cellules mutantes & tyrosine kinase KIT, I’analyse
du phosphoprotéome a en outre révélé des kinases actives telles que EGFR, une analyse compléte et
impartiale des voies de signalisation activées par différentes mutations KIT associées au cancer est
justifiée. Cela pourrait permettre de découvrir de nouvelles approches thérapeutiques pour le cancer
mutant KIT [bibc].

Les récepteurs des facteurs de croissance sont des cibles attrayantes pour les thérapies anticancé-
reuses & base d’anticorps en raison de leur emplacement & la surface cellulaire, ce qui les rend facilement
accessibles aux anticorps thérapeutiques capables d’exercer leurs effets inhibiteurs soit en interférant
avec la signalisation cellulaire, soit en ciblant des molécules toxiques ou des effecteurs biologiques vers
la tumeur | |.

Par conséquent, il est nécessaire de développer davantage d’inhibiteurs de 'EGFR en raison du

développement dune résistance aux médicaments due a la mutation |biba].

L’EGFR est devenu une cible médicamenteuse attrayante pour le traitement du cancer | |, la
conception de médicaments basée sur la structure comprend plusieurs étapes telles que la récupération
et la préparation de la structure protéique, la préparation de la bibliothéque de ligands, I'amarrage et
la modification structurelle du composé le plus efficace pour en concevoir de nouveaux | |

Cette étude in silico a été menée pour explorer I'inhibition du récepteur EGFR1. On a utilisé une
banque de données de ligands pour inhiber le récepteur, en ajustant la forme cristallographique de la
protéine. Ensuite, un amarrage moléculaire sera réaliser pour examiner les principales interactions de
liaison entre l'inhibiteur et la protéine. Les résultats devront mettre en lumiére les interactions clés
entre 'inhibiteur et la protéine.
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1.1 Définition

I’EGFR humain code pour 1210 acides aminés d’une masse moléculaire d’environ 134 kDa. Il est
situé dans la région 7p12-14 du chromosome 7, composée de 28 exons (Figure 1.1). Les 24 premiers
acides aminés constituent le peptide signal de cette protéine et sont souvent exclus de la numérotation
structurelle ([PX7724]).

Extracellular
Domain

§3585 539

EEEEEEREETTTTR §

Chromosome 7

PI3K.

+645
TM Domain
Teee JM-AD
688 ¥ omain

1706 JM-B Domain

],.

PKC  CaMK PKC

Tyrosine Kinase
Domain

LR

ERK
979 =<
1”1 \;‘s'm/[‘ cre | sp1 ) mye )
2 C-Terminal KT{:« )
= AT A
_ =-1210- [ i Survival I I it I Invasion ]
(un) (b)

FIGURE 1.1 — Diagrammes schématiques des domaines EGFR. (un) (a) Structure de domaine de
PEGFR humain et des exons le codant, (b) Sites de phosphorylation de PEGFR) ([PX7"24]).

L’EGFR est une protéine de surface cellulaire qui appartient au récepteur transmembranaire & pas-
sage unique de la tyrosine kinase (TKR), Le géne du récepteur EGFR est situé dans le bras court du
chromosome 7, avec les coordonnées génomiques (GRCh38) 7 : 55 019 020-55 208 079 comme indiqué
sur la figure 1.2, ([HLWR23]) impliqué dans la transduction de signalisation de plus de 200 réactions
intracellulaires ([DAADPHIS]).
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FI1GURE 1.2 — Capture d’écran du navigateur du génome humain d’Ensemble montrant le géne EGFR

(0 D-

Chaque récepteur ERBB/HER comprend un grand domaine extracellulaire (> 500 acides aminés),
un seul domaine transmembranaire et une grande région cytoplasmique hébergeant l'activité cataly-
tique de la tyrosine kinase (| D-

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) ou (erbBl, HER1, ERBB, mENA,
PIG61 et NISBD2) est une glycoprotéine transmembranaire appartenant & la famille des facteurs
croissance ErbB/HER épidermique, Le criblage de bibliothéques d’ADNc a I’aide d’une sonde EGFR a
identifié une famille de protéines étroitement liées & 'EGFR comme erbB2/HER2/neu, erbB3/HERS et
erbB4/HERA4, constitué de cinq régions distinctes : un domaine extracellulaire, un domaine transmem-
branaire, un segment juxtamembranaire, un domaine tyrosine kinase (TK) et une queue régulatrice
C-terminale (| D.

Les membErbB/HER présentent des similitudes dans les domaines TK, mais ils sont différents dans
le domaine extracellulaire et C-terminal (| D).

EGFR est un récepteur membranaire & activité tyrosine kinase. Il devient un oncogéne par acqui-
sition d’une mutation activatrice, située essentiellement dans les exons 19 ou 21 du géne (| D,
mutation par délétion dans le cadre (Del746-750) et mutation L858R ; respectivement. La surexpression
ou l'activité accrue de 'EGFR entrainent la progression du cancer humain (] ])- Ils s’installent
dans la poche de liaison & 'ATP et modifieront la structure spatiale du domaine kinase, provoquant
Pactivation indépendante et continue du ligand par 'EGFR kinase (| |-

1.2 Structure

1.2.1 Région extracellulaire

Un domaine extracellulaire NH2-terminal situé dans le milieu extérieur qui contient le site de liaison

capable de fixer ses ligands spécifiques ([ D.

Le domaine extracellulaire de liaison au ligand de P'EGFR contient 620 acides aminés (25-645) qui
sont divisés en quatre sous-domaines, & savoir I (L1), IT (CR1), III (L2) et IV (CR2) (Figure 1.1). L1
et 1.2 sont tous deux des domaines riches en leucine avec une structure en hélice 5 et sont responsables
de la liaison au facteur de croissance. CR1 et CR2 sont des régions riches en cystéine avec des liaisons
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disulfures. CR1 joue un réle dans la formation d’homo- ou d’hétéro-dimeéres de 'EGFR avec d’autres
membres de la famille ErbB. L1, CR1 et L2 forment une forme en C qui permet & UEGF de se lier
entre L1 et L2. Sur la base de I'interaction de 'EGFR dans le site de liaison, trois sites ont été définis
dans les deux sous-domaines (Figure 1.3). La boucle B de 'EGF interagit avec le site 1 de L1 par
interaction hydrophobe avec Leul4, Tyrdh, Leu69 et Leu98, et des liaisons hydrogéne aux résidus 16
a 18 qui forment une feuille 8 paralléle. La boucle A de 'EGF interagit de maniére hydrophobe avec
Val350 et Phe3db7 sur le site 2 de L2, tandis que Argdl de 'EGF forme un pont salin avec Asp355 dans
L2. La région C-terminale de 'EGF forme une interaction hydrophobe avec Leu382, Phe412 et 11438
comme troisiéme site de L2. De plus, dans le complexe dimére EGF-EGFR, les deux ligands de 'EGF
sont situés du coté opposé du dimere et sont distants de 79 A 1'un de 'autre (| -

Site 2

FiGURE 1.3 — Visualisation tridimensionnelle du domaine extracellulaire EGFR en complexe avec
EGF (jaune). Les sous-domaines sont marqués en couleurs : L1, bleu; CR1, vert; L2, orange; partie
de CR2, gris. Les trois sites interagissant avec 'EGF sont marqués par des cercles rouges. (| D).

1.2.2 Région transmembranaire

Constitue d’'un domaine transmembranaire, hydrophobe, qui permet au récepteur de rester ancré
dans la membrane plasmique (| D).

Le domaine transmembranaire (TM) comprend environ 22 acides aminés (646 a 668). Des études
antérieures ont révélé le role critique du domaine TM dans la modulation allostérique de 'EGFR par
deux voies d’activation qui impliquent un mouvement de pivotement et de rotation des hélices TM.
La structure tridimensionnelle du domaine TM en présence du domaine juxta-membranaire montre un
contact inter hélix au niveau du motif small-X3-small N-terminal, qui est expérimentalement stable.
De plus, I'environnement lipidique des diméres d’hélice TM influence la stabilité de certaines confor-
mations. Il a été constaté que ’épaisseur de la bicouche peut déterminer les mouvements de ’hélice
TM, affectant ainsi la stabilité et 'activation du récepteur (| D).
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1.2.3 Reégion juxta-membranaire

Celle-ci relie extrémité C-terminale du domaine TM au domaine kinase de 'EGFR et joue un
role important dans sa dimérisation et son activation. Le domaine juxta-membranaire est une région
flexible souvent absente des structures cristallines. Méme s’il s’agit d’une région courte de 'EGFR,
ne contenant qu’environ 37 résidus, elle est constituée de motifs de tri lysosomal et basolatéral, une
séquence de localisation nucléaire, site de liaison & la calmoduline, protéine kinase C et les sites de
phosphorylation MAPK (| |-

1.2.4 Région tyrosine kinase

Le domaine tyrosine kinase est constitué d’'un NH2-lobe terminal (lobe N) qui comprend cing brins
de feuillet 8 (81-5) et d’une hélice a C s’étendant du résidu 729 a 744, et un lobe terminal COOH
plus grand (lobe C) comprenant cing hélices a (aE, aF, aG, aH et al). La fente formée entre les deux
lobes comporte quatre éléments structurels importants : la charniére, le site catalytique, la boucle d’ac-
tivation et la poche de spécificité kinase, responsable de la liaison de 'ATP. Comme décrit ci-dessous
(Figure 1.4) (| D-
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FIGURE 1.4 — Structure de la protéine EGFR (A), activation (B) et dimérisation par liaison du ligand

©( D-

Le récepteur passera de la conformation auto-inhibée attachée a un état activé étendu une fois qu’il
se liera au ligand activateur, ce qui facilite la dimérisation du récepteur convertissant le monomeére
inactif en dimeére actif. Tous les ligands associés & la famille sont connus pour les activer de la méme
maniére mais les fonctions impliquées varient. Deux domaines kinases se rapprochent et se phospho-
rylent a mesure que le processus de dimérisation se poursuit, puis recrutent et phosphorylent davantage
de protéines pour relayer les signaux en cascade qui controlent I’expression des génes, le cycle cellulaire
et la prolifération (| D

Le déclenchement des cascades de signalisation médiées par 'EGFR a lieu lorsqu’un ligand tel
que 'EGF est une protéine a chaine unique de 53 acides aminés avec six résidus cystéine qui forme
des liaisons disulfure ou le facteur de croissance transformant (TGF) (] |), Pamphiréguline, la
bétacelluline, I’épiréguline, 'EGF liant ’héparine, I’épigéne et les neurégulines se lie au domaine ex-
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tracellulaire (| D.

La liaison d’une famille de ligands spécifiques au domaine extracellulaire de ERBB conduit a la
formation d’homodiméres et d’hétérodiméres. Ce processus est médié par la rotation des domaines I et
I1, conduisant a la promotion d’une configuration connectée a une configuration étendue (Figure 1.4
C). Cela expose le domaine de dimérisation (| -

Dans le cytoplasme, le domaine kinase se dimérise de maniére asymétrique dans une orientation
queue-téte. De cette maniére, la tyrosine kinase est activée, comme dans le cas de l'activation des
kinases dépendantes des cyclines. La dimeérisation stimule par conséquent l’activité tyrosine kinase
intrinséque des récepteurs et déclenche 'autophosphorylation de résidus tyrosine spécifiques dans le
domaine de régulation cytoplasmique (| |-

L’activation de 'EGFR peut également conduire & la stimulation du proto-oncogéne transcrip-
tionnel, notamment fos, jun et myc, ainsi que des facteurs de transcription contenant des doigts de
zing, tels que Egrl et Spl. La stimulation de 'EGFR entraine ’activation de STAT3 qui favorise la
croissance et ’inhibition de I’apoptose dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou. On sait
que l'activation de 'EGFR déclenche un large éventail de phénotypes, notamment la prolifération, la
migration, la différenciation, 'anti-apoptose et la transformation (| D.

1.2.5 Région Terminal C

Le domaine C-terminal de 'EGFR est constitué de 229 acides aminés (résidus 982-1210) et joue
un réle important dans la régulation de ’activation des récepteurs en supprimant ’activité kinase en
I’absence d’autophosphorylation. Ce domaine est riche en proline et posséde des sites de phosphoryla-

tion (| .

Il posséde une queue proximale importante dans 'activité d’autoinhibition du récepteur et a été
étudié structurellement. Les résidus 9971001 forment une structure en hélice a appelée hélice AP-2 car
elle interagit avec le complexe protéique AP-2 associé a la clathrine. En interagissant avec le lobe N
de la deuxiéme kinase du dimeére, cette hélice maintient deux domaines kinase dans un dimére inactif.
L’hélice AP-2 est suivie d'un crochet s’étendant des résidus 1003 a 1022, qui sont acides et interagissent
avec la région charniére de la kinase. Ce crochet assure une dimérisation inhibitrice du récepteur par
interaction électrostatique, c’est pourquoi on ’appelle crochet électrostatique. Cependant, ces interac-
tions sont déstabilisées par la phosphorylation. La derniére partie de ce crochet forme un brin 8 qui
empéche la formation du verrou JM (| -

1.3 Fonctions physiologiques et aberrations de 'TEGFR

L’EGFR joue un roéle crucial dans la formation des organes et des embryons. Des études sur des
souris ont montré 'importance de TEGFR dans la placentation, le développement de I’embryon avant
Iimplantation dans 'utérus, la formation et le développement des organes de la naissance a l'age

adulte, car presque tous les types cellulaires montrent la présence de 'EGFR et des membres de sa
famille (| .
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1.3.1 EGFR dans ’embryogenése

I’EGFR a un role clé a jouer dans 'embryogenése, le développement utéro-placentaire et I'implan-
tation d’embryons. En présence de ses ligands EGF et TGF-a, chez les mammiféres, 'EGFR favorise
la croissance et le développement du placenta, le développement de I’embryon par synthése protéique
et division cellulaire avant I'implantation dans I'utérus, suivi de l’expansion cellulaire d’un blastocyste
& 2 cellules. en implantant ’embryon dans 'utérus, puis en poursuivant le chemin du développement.
L’expression de 'EGFR est observée dans le pré-blastocyste (morula), le blastocyste, I'utérus et le
canal ovarien. Ainsi, une activation équilibrée de 'EGFR est trés importante pour la croissance de
Pembryon et son développement ultérieur ([SHS20]).

1.3.2 EGFR dans ’organogenése

L’EGFR, un récepteur multifonctionnel, joue non seulement une importance primordiale dans ’em-
bryogeneése, mais joue également un role essentiel dans le développement de la croissance, de la naissance
a ’age adulte. La fonction de 'EGFR varie en fonction des types de cellules et de la position ou il
réside. L’EGFR joue un role essentiel dans le développement et le fonctionnement du systéme nerveux
central, des poumons, du cur, des os, des reins, du foie, de la peau, des muscles lisses vasculaires, du
pancréas, du systéme gastro-intestinal et du systéme reproducteur ([UNMY21]).
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FIGURE 1.5 — Activités physiologiques de TEGFR dans différentes parties du corps et effet d’aberration
du récepteur (JARMT "24]).
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1.4 Voies de signalisation EGFR

Les premiéres études sur la voie de 'EGFR ont débuté avec la découverte de 'EGF en 1963 par
Stanley Cohen et, plus tard dans les années 1980, du géne EGFR. Depuis lors, des études biochimiques,
structurelles et génétiques ont décrit les mécanismes moléculaires sous-jacents a la Trans phosphoryla-
tion des récepteurs, qui se produit généralement en réponse a la stimulation du ligand, et a ’activation
qui en résulte de la cascade de signalisation intracellulaire. Cette cascade consiste en 'activation de
multiples voies qui transmettent les informations de la surface cellulaire et des compartiments vésicu-
laires intracellulaires au noyau conduisant a lactivation des génes (| D).

Celles-ci aboutissent finalement a une prolifération cellulaire, & une migration et & des métastases,
4 une évasion de I'apoptose ou & une angiogenése, qui sont tous associés & des phénotypes de cancer

(0 D

Ces tyrosines phosphorylées servent de sites de liaison spécifiques pour plusieurs protéines adapta-
trices, telles que la phospholipase Cg, CBL, GRB2, SHC et p85. Plusieurs transducteurs de signal se
lient ensuite & ces adaptateurs pour initier plusieurs voies de signalisation, notamment la protéine ki-
nase activée par un mitogéne, la phosphatidylinositol 3-kinase-AKT et les voies transducteur de signal
et activateur de transcription (STAT) 3 et STAT5 (Figure 1.6). Il est important de noter que plusieurs
sites d’accueil de la tyrosine de 'EGFR peuvent lier plusieurs adaptateurs ou effecteurs. Par exemple,
le résidu tyrosine phosphorylé 1068 recrute la protéine adaptatrice GRB2, qui peut initier des voies
de signalisation positives comme la voie SOS-RAS, ou déclencher des voies a action négative, comme
le recrutement de CBL, une ubiquitine ligase E3 qui marque les EGFR activés avec des mono- ou di
-les ubiquitines, pour déclencher le tri de 'TEGFR pour sa dégradation dans les lysosomes. De plus, la
connectivité des récepteurs est obtenue par phosphorylation des résidus cytoplasmiques EGFR par des
kinages intracellulaires, telles que la SRC, qui phosphoryle la tyrosine 845, un résidu qui sert de site
d’accueil supplémentaire. Dans ’ensemble, cette configuration permet & 'EGFR activé par un ligand
de stimuler simultanément plusieurs voies de signalisation intracellulaires et de gagner en robustesse

(figure 1.7) (| D-
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FIGURE 1.6 — Protéines EGFR et ERBB et leurs voies en aval.(| 1)
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1.4.1 La cascade de signalisation Ras/Raf

La voie de la protéine kinase activée par le mitogéne RAS-RAF-MEK-ERK est une voie cruciale
qui régule les processus cellulaires tels que la croissance cellulaire, les restrictions de ’apoptose et la
prolifération cellulaire. La protéine de liaison au récepteur du facteur de croissance 2 (GRB2) se lie
aux résidus tyrosine de PEGFR via le domaine SH2 et a I’homologie Src et au collagéne (SHC) via ses
domaines SH2 et PTB lors de la transphosphorylation de 'EGFR. Ce sont toutes deux des protéines
adaptatrices qui initient la signalisation en aval dans cette voie. Une fois que SHC se lie & TEGFR
activé, le résidu tyrosine de SHC est phosphorylé, ce qui agit également comme site de liaison pour
GRB2. En plus de U'interaction du domaine SH2, le domaine SH3 de GRB2 est associé a SOS1 (fils de
sept sans 1) qui est un facteur d’échange de nucléotides guanine (GEF) qui convertit le PIB en RAS
activant le GTP. RAS-GTP, un interrupteur moléculaire, favorise I'activation de RAF -1 en le recrutant
dans la membrane plasmique. Avec RAF-1, RAS active également PI3K et RalGDS (stimulateur de
dissociation nucléotidique de la guanine de type Ras). La phosphorylation des résidus Ser338 et Tyr341
de RAF-1 agit comme sites d’accueil pour MEK 1 et MEK 2 (MAPK) qui sont une tyrosine et une
sérine/thréonine kinase. RAF-1 active MEK par la phosphorylation de S217 et S221. MEK active a
son tour ERK par phosphorylation suivie de cette phosphorylation multiple de substrats qui active les
facteurs de transcription dans le noyau pour effectuer les processus cellulaires (Figure 1.8) (| D).

1.4.2 La voie PI3K/Akt

La voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3)/Akt contribue au développement cellulaire, & la mobi-
lité, survie et métabolisme. La PI3 kinase est une enzyme ayant deux sous-unités telles que p85 et p110.
p85 aide 'enzyme a se lier a la famille ErbB et la sous-unité p110 est 'unité catalytique qui phosphoryle
le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en un second messager, le phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PTIP3), qui agit comme un médiateur dans le fonctionnement du PI3K. p85 ne se lie pas
directement & EGFR et HER2 en raison de ’absence de sites de liaison alors qu’il se lie directement
a HER3 et HERA4 car les sites d’interaction sont immenses dans ces récepteurs. La liaison & EGFR et
HER2 se produit a l'aide du liant associé & GRB2 protéine (GAB1). Lors de l'activation de 'EGFR,
PI3K est stimulé, ce qui convertit PIP2 en PIP3, le PIP3 se lie & Akt, une sérine/thréonine kinase, et
la transporte vers la membrane plasmique. Ici, la phosphorylation de Akt en T308 et S473 se produit,
suivie de I'activation de facteurs de transcription favorisant la croissance cellulaire et la survie cellulaire
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(Figure 1.8) (| ).

1.4.3 Voies de la kinase Src

Les voies Src kinase jouent un réle important dans les processus cellulaires tels que la croissance
cellulaire, la prolifération, la survie cellulaire et la fonction immunitaire. La famille des kinases Src
comprend onze tyrosine kinases non réceptrices. Src se lie directement & 'EGFR activé et est activé
a I'aide de RAS et RAL. La Src activée initie activité de diverses kinases telles que les protéines
PI3K, STAT et la kinase d’adhésion focale, indiquant que Src phosphoryle et active diverses protéines
effectrices et substrats favorisant la signalisation en aval pour les diverses réponses biologiques cruciales
telles que la réparation cellulaire, la cicatrisation des plaies (Figure 1.8) (| D).

1.4.4 Phospholipase C-1

La phospholipase C-1 se lie directement & 'EGFR au niveau des résidus tyrosine 992 et 1173 en
utilisant le domaine SH2. Parallélement au domaine SH2, le domaine PH joue également un réle im-
portant dans l'activation de PLC-1 en se liant au PIP3 généré par PI3K en réponse a la liaison de
EGF. Le complexe PH et PIP3 recrute PLC-1 dans la membrane plasmique et ’active. Une fois ac-
tivé, le PLC-1 convertit le PIP2 en 1,45-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) par hydrolyse.
Ces deux messagers secondaires favorisent la libération intracellulaire de calcium et ’activation de la
protéine kinase C (PKC). IP3se lie a IP3substrats pour induire la libération de calcium. DAG et Ca2+
converge pour activer la PKC, une famille de sérine/thréonine protéine kinase et qui favorise diverses
activités biologiques (Figure 1.8) (| D.

1.4.5 Les protéines tyrosine phosphatases

La signalisation de 'EGFR est connue pour étre régulée par des protéines tyrosine phosphatases
(PTP). Plusieurs PTP ont été décrites dans ce contexte, notamment la famille des récepteurs tyrosine
phosphatase (RPTP), LAR la phosphatase a densité renforcée-1 (DEP-1), SHP1, SHP-2 et la protéine
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B).

RPTPK est un régulateur clé de la phosphorylation de la tyrosine de TEGFR, directement en dé-
phosphorylant plusieurs tyrosines C-terminales. Le facteur de croissance transformant béta (TGF )
induit Iexpression de RPTPK et entraine la suppression de ’activité de 'EGFR.

Michael Walser et al ont récemment rapporté que le DEP-1 régule la signalisation de PEGFR via
deux mécanismes paralléles : une déphosphorylation directe du récepteur et une restriction de la mo-
bilité du récepteur par 'activation de 'ax S-intégrine.

SHP-1 s’associe directement a 'EGFR. dans les cellules de carcinome mammaire humain par ’in-
termédiaire de la phosphotyrosine 1173 sur le site de 'TEGFR. La surexpression de la SHP-1 dans les
cellules épithéliales humaines peut également conduire & la régulation a la baisse de l'activité MAPK
meédiée par PEGFR (Figure 1.8) (| D).
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1.4.6 La protéine ubiquitine ligase cbl

La famille des ubiquitines ligases Cbl a récemment émergée comme étant un régulateur clé des
RTK, en promouvant 'ubiquitination des récepteurs activés et en les ciblant pour une dégradation
dans les lysosomes ou dans le protéasome. Cette famille est constituée de protéines adaptatrices agis-
sant comme régulateurs positifs et négatifs des récepteurs a activité tyrosine kinase. Trois homologues
de CBL ont été caractérisés chez les mammiferes : c-CBL (ou CBL), CBL-b, CBL-c différant par la lon-
gueur de leur domaine C-terminal et donc par leurs fonctions adaptatrices. Lors de l'activation de ces
récepteurs, CBL permet le recrutement de molécules impliquées dans la transduction du signal(Figure

1.8) (I I

1.4.7 Transducteurs de signal et activateurs de la voie de transcription

Les transducteurs de signal et activateurs de transcription (STAT) appartiennent a la famille des
facteurs de transcription cytoplasmiques et jouent un role crucial dans le transfert de signal. Ces pro-
téines cytoplasmiques interagissent avec les résidus phosphotyrosine via le domaine SH2, sont activées
etconvertir du monomeére inactif en homo ou hétérodimeéres. STAT se lie directement au récepteur. La
voie commence dans le cytoplasme mais une fois dimérisée, elle se déplace vers le noyau pour régu-
ler et promouvoir l’expression des génes cibles, ce qui entraine divers processus cellulaires(Figure 1.8)
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FIGURE 1.8 — Voies de signalisation de 'EGFR.(| 1)

1.5 Signalisation nucléaire de EGFR

En plus de la surface cellulaire et du cytoplasme, 'TEGFR peut également étre localisé sur Nucléo-
plasme, ’expression nucléaire de 'EGFR a été détectée dans de nombreux types de cellules et de tissus,
Tels que 'utérus de souris, I’embryon de souris, le foie de rat, le placenta, la thyroide et les cellules
épithéliales. Immortalité des sources ovariennes et rénales. Il est important de noter que des niveaux
élevés I’EGFR se trouvent également dans les noyaux de nombreux types de tumeurs, notamment les
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cancers de la peau, de la vessie, du col de I'utérus, de la corticosurrénale, du sein et de la prostate,
Cancer de la corticosurrénale, de la thyroide et de la cavité buccale. Différents travaux suggérent ’exis-
tence d’une nouvelle voie par laquelle TEGFR présent a la surface des cellules est internalisé dans les
endosomes précoces puis transporté vers le noyau(| -

1.5.1 Meécanismes de translocation nucléaire de ’EGFR

L’EGFR membranaire internalisé dans des vésicules dendosomes précoces utilise un transport ré-
trograde via 'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (RE) pour rejoindre le noyau, ce mé-
canisme de transport implique le complexe protéique d’enveloppe I (COPI)(| .1l a aussi été
rapporté qu’en réponse a 'EGF, 'EGFR se déplace vers le Golgi par un mouvement dépendant des
microtubules en interagissant avec la dynéine, puis sa fusion avec le Golgi est médiée par la syntaxine
6(| |).Récemment, une étude a montré que la protéine Vps34 (Vacuolar protein sorting), qui joue
un réle central dans la formation des endosomes précoces, est impliquée dans le transport nucléaire de
PEGFR en réponse a 'EGF dans des cellules tumorales pulmonaires(| ). De plus, des séquences
tripartites de localisation nucléaire (NLS), différentes des traditionnelles NLS mono- et bipartites, ont
été localisées dans la région juxtamembranaire de PEGFR(| |). Ces séquences NLS et I'impor-
tine bl sont impliquées dans la translocation nucléaire de PEGFR(| |), selon un mécanisme par
lequel 'importine bl forme un complexe avec les molécules porteuses de NLS et induit la transloca-
tion nucléaire a travers la liaison aux nucléoporines des complexes des pores nucléaires. L'EGFR est
retrouvé au niveau de la membrane nucléaire interne (INM). Certains travaux indiquent que 'EGFR
pourrait étre adressé & 'INM par un mécanisme nommé INTERNET pour Integral trafficking from
the ER to the Nuclear Envelope Transport (| | et | 1), et que 'EGFR serait extrait de
la, bicouche lipidique de 'IINM vers le nucléoplasme par un processus impliquant un réle jusqu’alors
inconnu du translocon sec61b (| |)- Les premiers événements au niveau de la membrane plas-
mique qui pourraient servir de signaux initiateurs critiques pour le mouvement de ’'EGFR vers le noyau
sont encore mal compris mais différents travaux suggérent que la phosphorylation de 'EGFR par les
kinases Src, PKCe et AKT influence la translocation nucléaire de 'EGFR(| | et | | et

[ D-
1.5.2 Fonctions moléculaires et biologiques de PEGFR nucléaire

Un nombre croissant d’études rapporte que 'EGFR nucléaire présente différentes fonctions molé-
culaires et biologiques (Figure 1.9).
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FIGURE 1.9 — Fonctions nucléaires de TEGFR.(| 1)

Dans le noyau, 'EGFR fonctionne comme un co-régulateur transcriptionnel pour stimuler ou in-
hiber la transcription de ses génes cibles. Certains facteurs de transcription (FT) comme STATS3,
STAT5, E2F1 et TIF2 ou autres protéines comme la RNA Hélicase A (RHA) ont été identifiés comme
des partenaires de ’EGFR nucléaire dans ce contexte. L’EGFR nucléaire peut aussi activer et stabili-
ser PCNA et DNA-PK pour favoriser la réplication et la réparation de ’ADN respectivement. Enfin,
PEGFR nucléaire pourrait interagir avec certains facteurs protéiques pour induire une relaxation de la
chromatine. I’ensemble de ces fonctions permet & PEGFR nucléaire de stimuler la prolifération et la
survie cellulaire, d’induire une instabilité génomique, de favoriser la progression tumorale et de rendre
les cellules résistantes a la radiothérapie, la chimiothérapie et aux thérapies ciblées anti-EGFR (Ce-
tuximab, gefitinib) (| | et | ). ’EGFR nucléaire, un nouveau mode de signalisation
dans les cancers.

1.6 EGFR dans le cancer

Le facteur de croissance épidermique (EGF) et le récepteur de surface cellulaire (EGFR) respectif
Michael Waterfield et ses collégues ont établi le premier lien avec le cancer. La voie EGFR a été ex-
plorée pour la premiére fois lorsque Stanley Cohen a découvert 'EGF en 1963 et le géne EGFR plus
tard dans les années 1980. La famille des tyrosine kinases EGFR a été associée au développement et a
la progression de plusieurs tumeurs malignes. Les récepteurs tyrosine kinases de type I, ou ErbB, sont
un autre nom pour cette famille ’EGFR (| D).

L’activation inappropriée de 'EGFR dans le cancer résulte principalement d’une amplification et de
mutations ponctuelles au niveau du génome, il a été démontré que son amplification ou ses mutations
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secondaires surviennent sous la pression des médicaments. Les récepteurs sont inertes en tant qu’unité
unique (monomeére), mais lorsqu’ils sont liés par un ligand, ils forment des paires actives (diméres). Le
domaine interne de la tyrosine kinase est activé par la formation de diméres, qui catalyse la phospho-
rylation des protéines. Le signal finit par pénétrer dans le noyau, ou il est reconnu par les cyclines (en
particulier la cycline D) et les kinases dépendantes des cyclines; entrainant ainsi 'activation de la divi-
sion cellulaire. En conséquence, 'activation non physiologique de 'EGFR peut entrainer une division
cellulaire non régulée et, éventuellement, une masse tumorale croissante. Cependant, 'activation de
I'EGFR entraine I'activation d’autres voies intracellulaires, notamment la prévention de ’apoptose, la
stimulation de I’angiogenése et la promotion des métastases, en plus de l'activation intracellulaire de
la voie RAS, qui conduit & la prolifération cellulaire. L’EGFR étant fréquemment surexprimé dans les
tumeurs humaines, il existe une raison impérieuse d’essayer de I'inhiber afin d’améliorer le traitement
du cancer. En raison de 'amplification du géne EGFR et/ou de la surexpression des protéines, de
mutations ou de délétions dans le cadre, la signalisation de PEGFR est généralement modifiée dans
diverses tumeurs malignes humaines. Des mutations du glioblastome et du cancer du poumon résis-
tantes & l'inhibition et aux mutations de '’EGFR médiées par les anticorps ont été observées dans les
tumeurs malignes colorectales (| |).Il n’est pas surprenant que 'EGFR et certains membres de
sa famille soient devenus des biomarqueurs et des cibles thérapeutiques utiles pour le traitement du
cancer. L'EGFR est fréquemment surexprimé ou hyperactivé dans de nombreux types de tumeurs, les
cancers de la téte et du cou, de l'ovaire, du col de 'utérus, de la vessie et de I’sophage, colorectal,
du sein et le cancer du poumon, Sa surexpression est corrélée & un mauvais résultat et affecte tous
les aspects de la cancérogenése, y compris la croissance et l'invasion cellulaires, I’angiogenése et les
métastases (| D).

Le tableaul.l répertorie les pourcentages de tumeurs surexprimant 'EGFR généralement obser-
vées dans divers types de cancer. Cependant, des preuves soutiennent 'utilisation de 'amplification
tissulaire et de la surexpression de TEGFR comme biomarqueur de efficacité anti-EGFR. Des études
ont montré qu'une amplification de TEGFR était présente chez 6,0 % des patients lors de ’évaluation
initiale de I’ADN tumoral acellulaire circulant. L’amplification de 'EGFR est plus fréquente dans le
cancer du poumon & petites cellules (30,0 %), le cancer du sein (11,9 %) et le cancer colorectal (11,0
%). Dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou, 'EGFR est couramment exprimé et activé
dans les lignées cellulaires. Cependant, la surexpression de 'EGFR est rare chez les patients atteints
d’un cancer de la téte et du cou. Les lignées cellulaires ne sont pas représentatives du contexte clinique
de cette indication ([bibal).

TABLE 1.1: Pourcentages observés de tumeurs surexprimant
I’EGFR dans différents types de cancer

Type de tumeur Tumeur surexprimant PEGFR (%)
Sein 14-91
Rénale 50-90
Poumon non a petites cellules 40-80
Colon 22-75
Ovaire 35-70
Gliome 40-63
Pancréas 30-50
Vessie 31-4
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2.1 Définition

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) sont de petites molécules qui inhibent la voie de signa-
lisation en inhibant la tyrosine.trans-phosphorylation, qui inhibe ’activation de 'EGFR induite par le
ligand. Les EGFR ITK approuvés peuvent étre classés comme inhibiteurs réversibles ou irréversibles
selon la maniére dont ils inhibent Pactivité EGFR kinase (Tableau 2.1). Les inhibiteurs réversibles
entrent en compétition pour le site de liaison de 'ATP dans 'EGFR a travers des interactions non
covalentes telles que des interactions électrostatiques, de liaison hydrogéne et hydrophobes. La majo-
rité des molécules actuellement développées entrent en compétition avec le site de liaison de ’ATP et
présentent une sélectivité élevée pour la tyrosine kinase de 'EGFR, la majorité sont des inhibiteurs
réversibles, tandis que quelques inhibiteurs irréversibles ont été récemment synthétisés. Des inhibiteurs
de PFEGFR/ErbB1 approuvés par la FDA, tels que 'afatinib, le dacomitinib, Uerlotinib, le géfitinib
et I'osimertinib, ont été développés pour le traitement du cancer du poumon non & petites cellules
(NSCLC). Le lapatinib et le nératinib sont des médicaments ciblant ErbB qui ont été approuvés pour
traiter le cancer du sein HER2-positif. Les premiéres recherches ont révélé qu’environ 10 % des patients
atteints de CPNPC répondaient extrémement bien au géfitinib. La FDA a approuvé le géfitinib pour
le traitement du CPNPC en 2003 et 'erlotinib en 2004 (| |-

TABLE 2.1: Classification des ITK de 'EGFR basée sur la
nature de l'inhibition de TEGFR

Inhibiteurs réversibles | Inhibiteur irréversible

Brigatinib Afatinib
Erlotinib Nératinib
Géfitinib Pyrotinib

Icotinib Almonertinib
Lapatinib Olmutinib
Simotinib Osimertinib
Vandétanib Dacomitinib

2.2 Meécanisme d’action

La thérapie ciblée EGFR repose sur deux agents anti-EGFR ; ce sont des anticorps monoclonaux
anti-EGFR et des inhibiteurs de la tyrosine kinase. Le mécanisme d’action des deux antirécepteurs va-
rie méme si la cible d’action reste la méme. Dans la premiére approche, les mAb étant de plus grande
taille, ils se concentrent sur le domaine extracellulaire de 'EGFR. Sous traitement avec un mAb anti-
EGFR, il se lie au domaine de liaison du ligand, inhibant ainsi la liaison du ligand et empéchant & son
tour la fonction catalytique du récepteur. Alternativement, les mAb, lorsqu’ils sont liés & des agents
cytotoxiques tels que 'emtansine, induisent la mort des cellules tumorales . Dans la deuxiéme approche,
les petites molécules d’inhibiteurs de 'EGFR pénétrent & travers la membrane cellulaire et entrent en
compétition pour le site de liaison de I’ATP dans le domaine kinase. Cette interaction inhibe la liaison
de 'ATP, empéchant ainsi I'initiation de la phosphorylation suivie de la trans-autophosphorylation et
de la cascade de signalisation en aval (| .

Le site de liaison & ’ATP est hautement conservé dans les récepteurs kinases. Sur la base d’une
analyse structurelle utilisant plusieurs structures de tyrosine kinase EGFR publiées en relation avec
des ligands situés au niveau de la poche de liaison de ’ATP, 39 résidus se sont avérés proches du site
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de liaison et étaient situés dans les feuillets 3, les régions charniéres et ’hélice . Les résidus LeuT718,
Val726, Ala743, Met793 et Leu844 ont le contact le plus fréquent dans les structures cristallines, situées
en -3, B-6 et dans la région charniére. Ces résidus forment une poche de liaison au noyau hautement
hydrophobe et conservée. Aprés le regroupement des modes de liaison de tous les ligands cocristallisés
en six groupes par analyse hiérarchique des groupes. La plupart des ligands appartiennent au groupe
1, ce qui montre que les ligands sont situés au niveau du site de liaison de 'ATP et forment des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés situés dans la région charniére. Les ligands n’ont aucune interaction
avec 'hélice aC (| ). 'y a eu des développements récents de composés ciblant le site allosté-
rique afin de produire une médecine alternative qui pourrait résoudre le probléme de résistance aux
meédicaments utilisés dans le traitement actuel. De plus, les ligands se liant & ce site, qui sont également
appelés modulateurs allostériques de ’EGFR, conduisent & des changements conformationnels suscep-
tibles d’améliorer 'activité protéique et la liaison du ligand orthostérique, ou vice versa(| D).

Cell proliferation \

[ Ao
FIGURE 2.1 — Mécanisme d’action des inhibiteurs de la tyrosine kinase.(| )

La surexpression de 'EGFR est observée dans le cancer du sein pour diverses raisons. Dans le
traitement médié par les ITK, la liaison du ligand se produit, ce qui initie la dimérisation activant le
domaine tyrosine kinase. Le TKI présent dans la cellule inhibera la liaison de ATP en occupant le
domaine tyrosine kinase, inactivant ainsi les voies de signalisation suivies de I'inhibition de la croissance

tumorale et de la prolifération cellulaire.

2.3 Thérapies ciblées sur EGFR

Les thérapies ciblées sont actuellement en plein essor L’oncologie et ses indications connaissent
une expansion rapide. Ces Les médicaments peuvent cibler les récepteurs membranaires ou des cibles
intracellulaires. inhibiteur de récepteur Les membranes peuvent étre divisées en deux familles Leur site
d’action : Il peut s’agir d’anticorps monoclonaux, Injecter par voie intraveineuse et travailler sur le li-
gand du récepteur membranaire extracellulaire de ces récepteurs, ou inhibiteur de tyrosine Les kinases,
petites molécules destinées a 'administration orale Agit sur la partie intracellulaire du récepteur. ce
Les thérapies ciblées peuvent également étre classées en fonction de leurs effets Cible (| -

Les traitements traditionnels de radiothérapie et de chimiothérapie contre les tumeurs sont sou-
vent associés & des effets secondaires importants, car ils sont incapables de faire la distinction entre
les cellules tumorales et les cellules normales du corps. Pour résoudre ce probléme, les chercheurs se
sont concentrés sur la suppression des voies de signalisation cellulaire comme approche potentielle pour
développer de nouveaux médicaments anticancéreux. Des progrés encourageants ont été réalisés dans
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ce domaine (| D.

La premiére génération d’ITK ciblés comprend l'imatinib, le géfitinib, I’erlotinib, l'icotinib, le so-
rafénib, le sunitinib, et le crizotinib. Cependant, la résistance a ces ITK, le croisement de la voie des
kinases et les mécanismes compensatoires ont conduit au développement d’ITK de deuxiéme génération
avec des cibles plus diverses. Des exemples d'TTK de deuxiéme génération sont le lapatinib, axitinib,
I’afatinib, le dacomitinib, et le céritinib. Les ITK de troisiéme génération, tels que I'osimertinib, le
loratinib et d’autres, sont plus sélectifs et ont des propriétés thérapeutiques supérieures. effets et sont

moins toxiques que les deux premiéres générations (| .
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FIGURE 2.2 — Modalités thérapeutiques ciblées.(| )]

2.3.1 Inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR (EGFR-TKIs)

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) représentent une classe thérapeutique importante dans
la prise en charge des patients atteints de tumeurs solides. Les I'TK sont de petites molécules de la
famille des quinazolines qui diffuseront & travers la membrane cellulaire en ciblant le processus de
transduction du signal au niveau du récepteur tyrosine kinase. Les ITK se lient aux sites de liaison
ATP des récepteurs tyrosine kinases et bloquent leur activation. Par conséquent, la prolifération des
cellules cancéreuses est inhibée (| -

Ces molécules sont particuliérement utilisées dans les formes avancées ou métastatiques de cancer.
Plusieurs études ont prouvé leur efficacité en termes de survie par rapport a la chimiothérapie conven-
tionnelle La plupart des ITK ont une dénomination se terminant par le suffixe « IB » (| D).

les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) a petites molécule entrent en compétition pour le site de
liaison Mg-ATP du domaine catalytique de la tyrosine kinase de 'TEGFR et inhibent I'autophosphory-
lation de PEGFR et la signalisation en aval. Leur capacité a réagir avec 'EGFR mutant, couramment
détecté dans les glioblastomes humains, et a réagir de maniére croisée avec les kinases de la famille
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EGFR telles que HER-2 et HER-4, constituent des avantages potentiels par rapport aux anticorps
monoclonaux et font des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) a petites molécules un produit attrayant.
Approche antirécepteur (| D).

Tyrosine kinase multicible inhibiteurs (petites molécules) Le crizotinib est un inhibiteur
de protéine kinase multicible compétitif pour I’ATP qui cible Met, ALK et ROS1. les inhibiteurs ’ALK
de deuxiéme génération tels que le céritinib, ’alectinib, le brigatinib et I'ensartinib, ainsi que le lor-
latinib de troisiéme génération. Le loratinib, un inhibiteur réversible et puissant de la tyrosine kinase
de troisiéme génération, présente une sélectivité élevée en ciblant ALK et ROSI1. Le cabozantinib, un
médicament anticancéreux & large spectre, a la capacité d’inhiber plusieurs cibles, notamment MET,
VEGFR1/2/3,RET, KIT, FLT3, AXL, NTRK, ROSI et autres (| D-

Inhibiteurs spécifiques de la tyrosine kinase (petites molécules) Le tépotinib, le premier
inhibiteur de tyrosine kinase MET approuvé pour le traitement du CPNPC, est actuellement en cours
dedéveloppement pour traiter les tumeurs solides. Le Tivantinib, un inhibiteur de MET, agit en sta-
bilisant la conformation inactive du MET RTK. Chez les patients atteints de CHC qui ont échoué
au traitement par le sorafénib, il a été démontré que la surexpression de MET est un indicateur de
pronostic négatif. Le savolitinib est un inhibiteur de MET qui a été développé pour traiter le CPNPC
meétastatique, le PRCC, le cancer gastrique et le CCR (| D).

2.3.2 Anticorps anti-EGFR

Deux approches antirécepteurs ont été utilisées pour cibler 'EGFR, notamment 'utilisation d’an-
ticorps monoclonaux (AcM) et d’inhibiteurs de tyrosine kinase & petites molécules (ITK). Ils ont la
meéme cible mais présentent des mécanismes d’action différents et une spécificité différente pour 'EGFR
. Les anticorps monoclonaux (mAb) reconnaissent le domaine extracellulaire de 'EGFR et empéchent
les ligands endogénes d’accéder a PEGFR. Cela inhibe 'activation favorisée par le ligand de la tyro-
sine kinase de 'TEGFR en bloquant la région de liaison au ligand et en empéchant la signalisation de
PEGFR qui conduit au cycle cellulaire et/ ou & la mort cellulaire. En outre, le mécanisme immunitaire
peut également contribuer a 'activité antitumorale des mAb lorsqu’ils recrutent des cellules effectrices
immunitaires exprimant le récepteur Fc, ce qui conduit a une cytotoxicité a médiation cellulaire dé-
pendante des anticorps (ADCC) et a I’éradication de la tumeur. Le cétuximab et le panitumumab sont
deux mAb anti-EGFR largement utilisés dans le traitement du cancer colorectal métastatique et du
cancer de la téte/du cou (| |-

Bien que PEGFR soit une cible thérapeutique validée dans de multiples indications de cancer, les
réponses cliniques souvent modestes aux agents anti-EGFR actuels suggérent la nécessité d’amélio-
rer les traitements. amplification du signal pilotée par des ligands EGFR de haute affinité limite la
capacité des anticorps monoclonaux anti-EGFR & bloquer la voie de signalisation et la prolifération
cellulaire et que ces ligands sont généralement coexprimés avec des ligands EGFR de faible affinité dans
les tumeurs épithéliales. Pour développer un traitement par anticorps amélioré capable de surmonter
I’amplification du signal médiée par un ligand de haute affinité, nous avons utilisé une approche de
biologie de réseau comprenant des études de signalisation et une modélisation informatique des inter-
actions récepteur-antagoniste. Des simulations de modéles suggerent qu’une combinaison d’anticorps
oligoclonaux pourrait surmonter 'amplification du signal au sein de la voie EGFR pilotée par tous les
ligands de 'EGFR (| 1)-
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Les altérations du métabolisme cellulaire sont essentielles & la prolifération tumorale rapide et af-
fectent la sensibilité des cellules cancéreuses a divers médicaments. Le traitement anti-EGFR provoque
un recablage métabolique chez les patients atteints de cancer, ce qui permet d’augmenter 'efficacité
des mAb anti-EGFR en ajoutant des régulateurs du métabolisme (| D).

2.3.3 Thérapie combinée

Inhibiteurs de RTK en combinaison avec immunothérapie Bien que certaines immunothé-
rapies, notamment le transfert de péricytes (ACT) et les inhibiteurs de points de controle immunitaires,
se soient révélées prometteuses en termes de réponses cliniques & long terme, leur efficacité n’est pas
constante et seule une partie des patients atteints de cancer peut en bénéficier. L’'inflammadtoire la
réponse dans le TME est un facteur important contribuant & la progression tumorale et au mauvais
pronostic. Cependant, le profilage précis des cellules immunitaires au sein du TME a été limité en
raison de sa nature hautement hétérogéne et dynamique. Heureusement, les progrés récents dans les
technologies unicellulaires telles que le séquengage de ’ARN unicellulaire (scRNAseq) et la cytométrie
en flux par spectrométrie de masse ont permis de détecter systématiquement les cellules immunitaires
au sein du TME et d’acquérir de nouvelles connaissances sur leur diversité fonctionnelle (| D).

Pour améliorer les bénéfices cliniques, des médicaments ciblés peuvent étre associés a différents
inhibiteurs et immunothérapies pour le traitement des cancers. Actuellement, plusieurs essais cliniques
sont en cours pour étudier de nouveaux médicaments ciblés (| D

2.4 Effets indésirables des inhibiteurs de EGFR

Les toxicités associées & ces nouvelles thérapies ciblées sont rares dans leur forme grave et sont le
plus souvent facilement prises en charge lorsqu’on sait les appréhender :

2.4.1 Toxicité cutanée

Lorsque 'EGF a été découvert, il doit son nom & sa capacité a augmenter la croissance et la ké-
ratinisation de I’épithélium cutané. L’EGFR s’est avéré exprimé dans la peau humaine au sein des
kératinocytes, de I’épithélium folliculaire, des glandes sudoripares et sébacées et dans les capillaires du
derme. Pour cette raison, la toxicité la plus courante des agents ciblés sur 'EGFR concerne la peau et
les structures annexielles, entrainant une éruption cutanée et, plus rarement, une toxicité des ongles

(0 D

I’EGFR est exprimé au niveau des follicules pileux et des glandes sébacées et la liaison de ce
récepteur par des inhibiteurs entraine une perturbation de la prolifération, entrainant une réaction
immunologique, réaction avec inflammation cutanée, folliculite et éruption cutanée (| D-

2.4.2 Toxicité cardiaque

Une toxicité cardiaque avec des ITK anti-EGFR a été rapportée. Il est clair que la cardiotoxicité
des ITK ne constitue pas un « effet de classe », puisqu’elle ne se produit pas avec tous les agents
connus. Le sunitinib a provoqué une diminution de la fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG)
inférieure a 50 % chez 11 % des patients. Dans un essai de phase III comparant le sunitinib & 'IFN-c,
10 % des patients ont présenté une baisse de la FEVG aprés une durée médiane de traitement de 6
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mois. Le sorafénib a induit des syndromes coronariens aigus, notamment un infarctus du myocarde

([2523]).

2.4.3 Toxicité digestive (diarrhées)

La diarrhée est une toxicité commune aux anti-EGFR quelle que soit leur classe (anticorps mono-
clonaux et EGFR-TKI). La dose ’EGFR-TKI peut étre adaptée secondairement par palier de 50 mg
pour erlotinib ; Pour le gefitinib, une reprise a la dose de 250 mg est recommandée (cf RCP) et pour
les patients ne supportant pas le traitement aprés une interruption de la thérapie, le gefitinib doit étre
arrété et un traitement alternatif doit étre envisagé(| D).

2.4.4 Perturbation de bilan hépatocellulaire

TABLE 2.2: Le bilan & réaliser face & une perturbation du bi-

lan hépatique pendant un traitement anticancéreux. (| )]
H Imagerie ‘ H
Virologie -Serologie VHA (AcVHA), VHB

(AgHBs, AcHBs, AcHBc), VHC (AcVHC),
PCR CMV, EBV, HSV, HHV6, HHVS, VHE, VHB, VHC

Immunologie - Anticorps anti-tissu (anti-nucleaires,

anti-mitochondries, anti-muscles lisses)
- Dosage IgG, IgA, IgM

Infection - ECBU, radiographie du thorax, hémoculture
bactériologique
Toxiques - Histoire médicale détaillée des traitements,

prise de complément alimentaire, herbes, plantes
- Consommation d’alcool
- Recherche des toxiques dans les urines

Autres -Antécédents récents détat de choc

Certaines données suggérent que le géfitinib et 'erlotinib pourraient étre associés a un risque signifi-
cativement accru d’hépatotoxicité. Bien qu’ils ne soient pas certains, ces résultats pourraient sensibiliser
les cliniciens afin qu’ils puissent mieux surveiller la fonction hépatique, en particulier chez les patients
qui utilisent simultanément d’autres médicaments potentiellement hépatotoxiques et qui présentent un
risque élevé d’hépatotoxicité(| D-
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Dans notre recherche, nous avons utilisé un micro-ordinateur dans lequel tous les programmes tous
utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation windows 64 bits. processeur Intel®) Core i5-Te
génération.

3.1 Récupération et préparation de la protéine cible

La structure cristalline tridimensionnelle de la protéine du récepteur EGFR1 portant I'ID PDB «
3W32 » (figure3.1) a été extraite de la base de données protéique PROTEIN DATA BANK PDB du
site Web (| |). La protéine a été obtenue avec une bonne résolution (1.80 A®). Cette structure
3D comporte une seule chaine A et doit donc étre préparée avant de démarrer le processus d’amarrage
moléculaire. Cela a été réalisé a 1'aide du programme UCSF Chimera. Nous avons optimisé la struc-
ture « 3W32 » en supprimant les ligands, cofacteurs, ions et eau ( molécules inutiles présents avec le
récepteur) (| |). La conformation stable du récepteur est obtenue par relaxation, qui permet aux
atomes d’hydrogéne de se déplacer et aux atomes lourds minimisés de se déplacer suffisamment pour
relacher les liaisons étroites. L’optimisation est réalisée grace au programme Dock Prep d’UCSF Chi-
mera. Il peut étre utilisé pour minimiser 1’énergie requise pour obtenir la conformation la plus stable
(| |). Enfin, la structure 3D modélisée a été enregistrée au format PDB.

FIGURE 3.1 — structure 3D du récepteur EGFR1.(| 1)

3.2 Préparation des ligands

La préparation du ligand est vitale et constitue également une étape importante dans ’étude de
Pamarrage moléculaire ([ |). Les structures des ligands (environ 15512) ont été téléchargées a
partir de la base de données Zincl5 (| |) sous forme tridimensionnelle (3D) et au format SDF
représentant la base de données FDA (Food and Drug Administration) en utilisant le logiciel Pyrx
pour ajuster la structure tridimensionnelle des molécules, et réaliser un criblage contre la protéine
ciblée (| |). L’amarrage moléculaire est lancé par la suite afin d’obtenir les résultats recherchés.

3.3 L’amarrage moléculaire

Le Docking a été réalisé en utilisant la structure identifiée de la protéine EGFR1, Afin de mener des
simulations d’amarrage a ’aide de programme Pyrx puis par le programme "ChimeraUCSF" (| -
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La structure de la protéine préparée a l'aide de I'outil Dock prep est utilisée pour un screening avec
le logiciel PYRX. Ensuite, les molécules avec les meilleurs energies de liaisons sont introduites dans le
logiciel UCSF Chimera pour une validation des résultats. Ce procédé permet de déterminer les affini-
tés de liaison des différents ligands avec la protéine principale (| |). Plus ’énergie de liaison est
faible, plus l’affinité entre le récepteur et le ligand est élevée. Plus ’énergie de liaison est faible, plus le
récepteur et sa conformation sont stables (| .

3.4 Identification des interactions

Les ligands ayant le meilleur AG avec la protéine sont importés les uns aprés les autres dans le
programme BIOVIA Discovery studio 2017, pour d’étudier le nombre et le type d’interactions formées
avec les acides aminés de site de liaison de la cible« 3W32 » (| D).

3.5 Les paramétres pharmacocinétiques des composés

Pour obtenir les parameétres pharmacocinétiques, nous avons extrait les codes des meilleurs ligands
de la base de données zincl5 (| |), puis introduit les SMILES correspondants dans la base de
données SwissADME (| |). Cela permettent d’obtenir une analyse compléte des paramétres
pharmacocinétiques pour chaque ligand.
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4.1 Reésultats et discussion

La structure tridimensionnelle cristallisée du récepteur EGFR1 (PDB ID :3W32) trouvé sur le site
« RCSB PDB (Protein Data Bank) » (|
bition de la protéine « 3W32 » par ’ensemble des ligands & 1’aide de ’amarrage moléculaire, I'une des

|). Dans un premier temps nous avons analysé l'inhi-

méthodes de modélisation moléculaire les plus largement utilisées, il est réalisé a ’aide de logiciel Chi-
mera. Le site actif de la protéine déterminé a partir de la liaison du ligand déja trouvé sur la protéine.
Le Tableau 4.1 présente les résultats de Docking moléculaire obtenus pour tous les ligands testés et
classés selon 1’énergie de liaison.

TABLE 4.1: coordonnées et énergie de liaison de 16 ligands
qui peuvent inhiber I'action du récepteur EGFR1

PUBCHEM ID | Masse Moléculaire | Structure | AG(Kcal/mol) | AG(Kcal/mol)
(g/mol) Chimera Pyrx
= -
64033452 452.413 & 4 -12.0 -11.6
¢ /'ﬁ"x}/\
4214700 496.492 00 117 -11.0
;\w K\\J\‘\/\\\
I~ u/\\\%w‘n ”\‘7\
N A"
6716957 529.526 r  CL 115 -11.4
O Q»{}\ £
150338755 868.457 B -11.4 -11.1
~r
1612996 586.689 R0y 00 -11.0 -11.0
1550477 581.069 oo 11.0 11.3
Y
1530886 514.629 RO -10.9 11.0
40430143 434.471 O & -10.9 115
A4
538658 448.95 O -10.9 119
WO
3784182 412.529 | -10.7 11.2
O
538275 473.594 ( -10.4 -11.3
:‘\',A; x/’}:\"/\f
3932831 528.537 o 10.3 115
\j\ﬁ’ !,m_(Q
3927822 492.689 Relat 9.5 117
4099009 656.662 Sate -9.4 -11.1
SeVsE
):\\(,\\~
3993855 389.411 S 93 11.0
( Poix
ool
164760874 749.956 oo 9.0 11.6
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AG est une indication de la stabilité de la liaison formée entre le récepteur et le ligand, ce qui
indique le degré d’affinité. De plus, plus ’énergie de liaison est faible, plus 'efficacité de liaison est
élevée, ce qui entraine une inhibition accrue. Dans cette étude, nous avons choisi d’évaluer plus en dé-
tail 8 ligands ayant la meilleure affinité pour la protéine cible :1530886 ; 1550477 ; 1612996 ; 4214700 ;
6716957 ; 40430143 ; 64033452 ; 150338755. Ils ont été admis au programme BIOVIA Discovery Studio
pour la détermination des résidus d’acides aminés actifs dans les interactions entre la protéine majeure
et ligands (médicaments).

La liaison qui se produit est appelé site actif ou site de liaison ou poche de liaison. Le complexe stable
formé est appelé complexe récepteur-ligand, comme le montre la Fig4.1. Il existe de nombreux types dif-
férents de forces d’interaction non covalentes qui aménent le récepteur et le ligand & se lier pour former
un complexe stable. Ce sont des torsions, des hydrophiles, des hydrophobes, des van der Waals, électro-
statique, liaison hydrogéne et désolvatation, etc. L’objectif principal était donc de trouver le complexe
récepteur-ligand le plus stable avec une géométrie optimisée et une énergie de liaison minimale. (| )

_Active site

Ligand

Receptor

FIGURE 4.1 — Complexe amarré récepteur-ligand. Amarrage d’une petite molécule.(| D

Le tableau4.2 montre les interactions de ces 8 ligands avec le site actif de la protéine.

TABLE 4.2: Interactions des 8 ligands les mieux ancrés contre
le site actif de la protéine EGFR1

Meilleurs composés | Les acides aminés de | Types d’interaction | AG keal/mol
amarrés EGFRI1 qui
interviennent dans
les interactions
du composé

64033452 PHE723 Van der Waals -12.0
ALAT722 Van der Waals
LEUS58 Van der Waals
PHES856 Van der Waals
ARGT776 Van der Waals
CYS775 Van der Waals
ILE789 Van der Waals
THR790 Van der Waals
THRS854 Van der Waals

CYST797 Van der Waals
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2 Pi-Alkyl

ARGS841 Pi-Alkyl
Carbon hydrogen
bond
LYST745 Pi-Alkyl
Alkyl
VALT726 Pi-Alkyl
Alkyl
ALAT43 Pi-Alkyl
LEUTS88 Pi-Alkyl
Alkyl
LEUT?7 Pi-Alkyl
Alkyl
MET766 Pi-Alkyl
ASP855 Halogen fluorine
Amide-Pi Stacked
ASP837 Halogen fluorine
LEU844 Alkyl
THR790 Alkyl
ASN842
GLYT721 Carbon hydrogen
bond
4214700 PHES56 Van der Waals -11.7
THR790 Van der Waals
LYS745 Van der Waals
THR854 Van der Waals
PHE997 Van der Waals
LYS797 Van der Waals
LEUT18 Van der Waals
ARGT776 Carbon hydrogen
bond
GLY796 Carbon hydrogen
bond
LEUT?7
Pi-Alkyl
ASP855
Attractive charge
MET766 Halogen fluorine
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GLU906

Van der Waals

CYST775 Halogen fluorine
LEUT788 Pi-Alkyl
LEU858 Pi-Alkyl
VALT726 Pi-Alkyl
LEU844 Pi-Alkyl
Alkyl
ALAT43 Pi-Alkyl
Alkyl
MET793 Alkyl
LEU792 Alkyl
6716957 SERT720 Van der Waals -11.5
GLYT719 Van der Waals
GLYT721 Van der Waals
ASN842 Van der Waals
LEU718 Van der Waals
ASP855 Van der Waals
THR790 Van der Waals
LYS775 Van der Waals
LEU788 Van der Waals
AGRT776 Van der Waals
LEU777 Pi-Alkyl
LYS745 Pi-Alkyl
LEUS844 Pi-Alkyl
Alkyl
ALAT43 Pi-Alkyl
Alkyl
ARGS841 Pi-Alkyl
VAL726 Pi-sigma
MET766
PHES856
ALAT22 Alkyl
THRS854
150338755 PHE723 Van der Waals -11.4
GLYT721 Van der Waals
PHE997 Van der Waals
LEU718 Van der Waals
ASN842 Van der Waals
GLY796 Van der Waals
THR790 Van der Waals
LEUT?T Van der Waals
THR&54 Van der Waals
ASP800 Van der Waals
ARGS803 Van der Waals
SER912 Van der Waals
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ARGT76

Van der Waals

ASP837
LYS745
Pi-Alkyl
ASP855
Attractive chage
CYST797
TRP880 Pi-Pi T-shaped
ALA743 Pi-Alkyl
VALT726 Pi-Alkyl
LEU844 Pi-Alkyl
LYS913 Pi-Alkyl
Alkyl
ARGS841 Pi-Alkyl
LEU788 Pi-Alkyl
ALAT722 Pi-Alkyl
Alkyl
PRO914 Alkyl
LEU799 Alkyl
PROS877 Alkyl
1612996 GLY719 Van der Waals -11.0
THR790 Van der Waals
LYS775 Van der Waals
ARGT776 Van der Waals
LEU788 Van der Waals
LEUS858 Van der Waals
LEU844 Van der Waals
LEU1001 Van der Waals
PHE997 Van der Waals
LEUT718 2 Pi-Alkyl
VAL726 Pi-Alkyl
Pi-sigma
ALA743 Pi-Alkyl
LYS745 Pi-Alkyl
MET766 Alkyl
LEUT7T7 Alkyl
PHES856 Alkyl
Pi-sigma
ASP855 Carbon hydrogen
bond
Attractive charge
THRB854 Carbon hydrogen
bond
1550477 CYS775 Van der Waals -11.0
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THRS854 Van der Waals
THR790 Van der Waals
LEU792 Van der Waals
LEU1001 Van der Waals
GLY796 Van der Waals
PHE997 Van der Waals
GLYT719 Van der Waals
ASP855 Van der Waals
ILE744 Van der Waals
LEUS858 Van der Waals
SERT720 Van der Waals
ARGS841 Van der Waals
LEUTTT? Pi-Alkyl
MET766 Pi-Alkyl
Halogen fluorine
LEU788 Pi-Alkyl
VAL726 Pi-Alkyl
ALA743 3 Pi-Alkyl
Alkyl
LYS745 Pi-Alkyl
Alkyl
LEU844 Pi-Alkyl
LEUT718 Pi-Alkyl
Pi-sigma
PHES856
MET793
1530886 GLY719 Van der Waals -10.9
SERT720 Van der Waals
GLYT721 Van der Waals
PROS877 Van der Waals
ASP837 Van der Waals
PHET723 Van der Waals
ILE744 Van der Waals
THR790 Van der Waals
LEU788 Van der Waals
ILE789 Van der Waals
LEUT?T Van der Waals
THR&54 Van der Waals
LEU792 Van der Waals
ARG841 Pi-Alkyl
Carbon hydrogen
bond
ALAT43 Pi-Alkyl
Alkyl
LYS745 Pi-Alkyl
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VAL726 2Pi-Alkyl
LEU844 Alkyl
LEUT718 Alkyl
ASP855
Carbon hydrogen

bond
ASNS842 Carbon hydrogen

bond
ALAT22

40430143 CYS776 Van der Waals -10.9

ILE744 Van der Waals
THRS854 Van der Waals
CYS797 Van der Waals
LEUS858 Van der Waals
MET793 Van der Waals
GLY796 Van der Waals
LYS745 Pi-Alkyl
LEU788 Pi-Alkyl
MET766 Pi-Alkyl
LEUTTT 2 Pi-Alkyl

En analysant ces résultats, il apparait que le composé 64033452 a présenté le meilleur score de liai-

son -12.0 kcal /mol mais les autres composés sont présentent des AG proches. La molécule a formé cing

liaisons hydrogénes conventionnelles, sept liaisons Pi-Alkyl, six liaisons Alkyl, deux liaisons fluor ha-

logéne, deux liaisons hydrogéne-carbone, une liaison Amide-Pi Stacked, respectivement avec les acides
aminés ASN842, ARGS841, LYS745, MET766, LEU777, VAL726, ALA743, LEUT788, LEU844, THR790,
ASP855, ASP837, GLY721. Il y avait également dix liaisons de type Van der Waals avec les résidus
PHET723, ALA722, LEU858, PHES856, ARG776, CYS775, ILE789, THR790, THR854, CYS797. (fi-

gure(4.2) et tableau(4.2))
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FIGURE 4.2 — Interaction 2D du composé 64033452 avec la protéine 3W32.

Le composé 4214700 se lie & la protéine avec une affinité de -11.7 Kcal/mol, ce composé forme
deux liaisons hydrogéne-carbone avec les résidus ARG776 , GLY769, deux liaisons fluor halogéne avec
MET766, CYS775, une liaison attractive charge avec ASP855, huit Pi-Alkyl et quatre Alkyl avec les
résidus LEU788, LEU858, MET766, LEU777, LEU844, VAL726, ALA743, MET793, LEU792 ainsi que
les liaisons hydrogénes conventionnels qui stabilise le complexe protéine-ligand de plus sept van der
waals qui entoures le site actif. (figure(4.3) et tableau(4.2))
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Interactions
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F1GURE 4.3 — Interaction 2D du composé 4214700 avec la protéine 3W32.

Le composé 6716957 a présenté un score de liaison de -11.5 Kcal /mol et formé une liaison Pi-cation, Pi-
sigma, Pi-sulfur, Pi-Pi T-shaped et Pi hydrogéne donneur avec les résidus ARG841, ALA722, VALT726,
METT766, PHE856 par ailleurs cinqg liaisons Pi-Alkyl et trois Alkyl avec LEUT777, LYS745, LEU844,
ALAT743, ARG841, ALAT22. 1l y avait également une liaison hydrogéne conventionnel avec THR854 et
dix interaction de type van der waals. (figure(4.4) et tableau(tab :tableau02))
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F1GURE 4.4 — Interaction 2D du composé 6716957 avec la protéine 3W32.

La molécule 150338755 a présenté un score de liaison -11.4 Kcal/mol elle constitue de quatre liaisons
hydrogénes conventionnelles, deux avec LYS745 et deux avec ASP837, ASP855, une liaison Attractive
charge, Pi-sulfur, Pi-Pi T-shaped et Pi- hydrogéne donneur avec ASP855, CYS797, TRP880, ARG841.
Et aussi stabilisé par des interactions hydrophobes de type alkyle et Pi-Alkyle avec ALA743, VALT726,
LEU844, LYS913, ARGS841, LEU788, ALA7T22, LYS745, PRO914, LEU799, PROS877, sans oublier treize
liaisons de Van Der Wals. (figure(4.5) et tableau(4.2))
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FIGURE 4.5 — Interaction 2D du composé 150338755 avec la protéine 3W32.

La molécule 1612996 a un score de liaison de -11.0kcal/mol, elle forme deux liaisons carbone hy-
drogéne avec les résidus ASP855, THR854, deux liaisons Pi-sigma avec VAL726, PHE856, une liaison
Attractive charge avec ASP855 en plus des liaisons de type Alkyl et Pi-Alkyle avec LEU718, VALT726,
ALA743, LYS745, MET766, LEU777, PHES856 et neuf liaisons de Van Der Waals entourées de site
actif. (figure(4.6) et tableau(4.2))
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F1GURE 4.6 — Interaction 2D du composé 1612996 avec la protéine 3W32.

Le composé 1550477 a un score de liaison avec la protéine 3W32 égale a -11.0 keal /mol, il constitue
14 liaisons Van der Waals, deux liaisons hydrogénes conventionnelles avec les résidus MET793, LEU777,
une liaison fluor halogeéne, Pi-sigma, Pi-Pi T-shaped respectivement avec MET766, LEU718, PHES56,
dix liaisons Pi-Alkyl et deux Alkyle avec les résidus LEU777, MET766, LEU788, VAL726, ALAT43,
LYST745, LEU844, LEU718. (figure(4.7) et tableau(4.2))
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F1GURE 4.7 — Interaction 2D du composé 1550477 avec la protéine 3W32.

La molécule 1530886 a présenté un score de liaison -10.9 kcal/mol avec la protéine, il constitue
deux liaison hydrogénes conventionnelles avec ASP855, trois liaisons carbone hydrogéne avec ARG841,
ASN842, ASP855, ainsi une liaison Pi- hydrogéne donneur, Pi-cation avec ALAT22, ARGS841. 1l y
avait aussi des interactions hydrophobes de type alkyle et Pi-Alkyle avec LYS745, VAL726, ALAT43,
LEU844, LEU718, ARG841 et treize liaisons van de waals. (figure(4.8) et tableau(4.2))
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F1GURE 4.8 — Interaction 2D du composé 1530886 avec la protéine 3W32.

La molécule 40430143 a présenté un score de liaison -10.9 kcal /mol avec la proteéine, elle constitue
deux liaisons Pi-Pi T-shaped avec PHES856, deux liaisons alkyle avec PHE997 et LEU844, quatre liai-
sons Carbone Hydrogéne avec ARG841, ASN842, THR790, ARGT776, une liaison hydrogéne convention-
nelle avec LYS745, une liaison Amide-Pi stacked avec ASP855, et huit liaisons Pi-Alkyl avec LEUTSS,
MET766, LEU7T77, ALA7T43, VAL726, LYS745, LEUT1S8, aussi avec sept liaisons de Van Der Waals.
(figure(4.9) et tableau(4.2))
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FIGURE 4.9 — Interaction 2D du composé 40430143 avec la protéine 3W32.

Les interactions les plus fréquemment observées dans les protéines impliquent généralement des
motifs tels que Van der Waals, Pi-Alkyl, Alkyle, liaison hydrogéne conventionnelle, liaison carbone hy-
drogéne, tandis que les résidus d’acides aminés les plus récurrents dans ces interactions sont LEU777 |
LEU718, LEU788, ASP855, THR790, LEU844, VAL726, ALA743, PHE856, THR854, CYS797, LEU858,
LYS745, ARG841, MET766, PHE723, ARG776, CYS775, ASP856, LEU858, MET793. Cette récurrence
suggére que ces résidus pourraient jouer un role central dans la structure du site actif protéique. En
effet la spécificité de liaison du ligand pourrait étre attribuée a ces résidus spécifiques, soulignant ainsi
leur importance fonctionnelle dans la reconnaissance et l'interaction avec le ligand.
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Dans une précédente étude sur la double activité des inhibiteurs de 'EGFR utilisant un médicament
basé sur la structure. Dans cette étude, des analyses des propriétés chimiques d’un groupe de substances
ayant une affinité & la fois pour HER-2 et pour 'EGFR ont été réalisées montrant les principales
interactions au niveau du site actif se produisent entre ce ligand et les résidus suivants : Met793 /Thr854
([HZS709]). Les deux résidus ont déja éte identifiés dans les résultats de notre Docking.

FIGURE 4.10 — Les composés les plus et les moins actifs au niveau du site actif de TEGFR, ainsi que
les principaux résidus (Met793 et Thr854) et deux molécules d’eau structurelles.([HZS " 09])

FIGURE 4.11 — (A) Structure tridimensionnelle de 'EGFR ; et (B) surfaces hydrophobes (orange) et
hydrophiles (bleu) des sites actifs EGFR.([HZ509])

D’un autre coté et parmi leur expériences ils ont étudié les liaisons entre les dérivés de 594832 et
EGFR dans le site actif ciblé (|[RB10]), La conformation des liaisons entre les dérivés de 594832 et
EGFR est illustrée a la Figure (4.12 et4.13).Les résultats ont montré dix résidus en commun avec les
résultats de recherche que nous avons obtenus, qui sont LEU777, LEU718, LEU788, LEU844, VAL726,
ALA743, THR854, CYS797, CYS775, LEUS5S.
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FIGURE 4.13 — Les domaines kinases de (B) 3W32 s’adapte a la pose ancrée des ligands co-

cristallisés.([RB10])

I’examen visuel en deux dimension des résultats de docking des composés précédents, combiné aux
recherches scientifiques, révéle que nos ligands sont positionnés de maniére adéquats dans la cavité
catalytique du récepteur. De plus, ils démontrent la capacité a établir des liaisons hydrogéne et des
interactions hydrophobes, des éléments cruciaux pour stabiliser le complexe protéine-ligand avec une

affinité élevée.([RB10])
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TABLE 4.3: Les paramétres pharmacocinétiques des compo-

sés.
Analogue Lipo Masse Polarité | Insolubilité | Insaturation | Flexibilité | Lipinski
(Code -0.7< Volumi- 20A -6<ESOL 0.25< 0<Num.
zinc 15) | XLOGP3 neuse <TPSA <0 Fraction rotatable
<+5.0 150g/mol | <130A2 (Csp3) bonds<9
<MV <1
<500g/mol
64033452 4.44 452.41 97.75 -5.45 0.21 6 Yes,0
Violation
4214700 2.17 426.48 84.39 -3.95 0.52 4 Yes,0
Violation
6716957 4.90 529.52 97.62 -6.23 0.11 8 Yes, 1
Violation
150338755 8.18 868.44 183.09 -9.78 0.38 14 No, 2
Violation
1612996 3.74 586.68 114.20 -5.71 0.52 6 Yes , 1
Violation
1550477 5.12 581.06 114.73 -6.44 0.17 11 Yes , 1
Violation
1530886 6.92 514.62 72.94 -7.50 0.18 7 No,2
Violation
40430143 1.90 434.46 86.37 -3.70 0.33 6 Yes,0
Violation

L’ensemble des composés64033452 ,4214700 ,40430143 présenté un profil pharmacocinétique favo-
rable, permettent d’améliorer la biodisponibilité, stabilité et efficacité des molécules et par extension
innover en termes de stratégies thérapeutiques. Le reste des ligands présente des valeurs hors la normale

des parameétres.(|

)

Ces variations pharmacocinétiques peuvent concerner I'absorption, la distribution, le métabolisme

et 'excrétion des médicaments, Les recherches de pharmacologie clinique depuis de nombreuses années

ont apporté bon nombre d’éléments permettant une utilisation plus rationnelle des médicaments chez

les personnes de plus de 65 ans.([?])




Conclusion générale

Notre recherche avait pour objectif de découvrir de nouvelles molécules inhibitrices du récepteur
EGFRI1, visant ‘4 traiter le cancer et ces complications. Le criblage virtuel de ligands a identifié des
composés qui pourraient avoir un effet inhibiteur du EGFRI.

Les études récentes ont montré que les meilleurs molécule possédaient des AG variant dans un
intervalle de -9,21 & -8,64 Kcal/mol. Cependant, lors de notre étude de docking moléculaire, 16 de
nos molécules ont montré une excellente affinité avec le récepteurs EGFR1. Huit de ces composés ont
démontré une capacité de liaison remarquable, avec un AG se situant entre -12,0 et -10,9 Kcal/mol,
suggérant ainsi une amélioration significative de leur potentiel d’interaction avec la cible biologique
par rapport & la molécule initiale. On a constaté que les acides aminés concernés par les liaisons sont
LEU777, LEU718, LEU788, LEU844, VAL726, ALA743, THR854, CYS797, CYS775, LEUS&58. Ces
résultats impliquent que ces produits chimiques pourraient avoir un potentiel pour le traitement du
cancer. Une étude expérimentale complémentaire in vitro et / ou in vivo devra permettre de vérifier
ces résultats théoriques obtenus in silico.
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