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Résume

Dans cette étude, les méthodes les plus couramment utilisées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules thérapeutiques sont utilisées. A travers ce travail, nous
nous sommes appuyés sur le modele 3DQSAR, la méthode d'amarrage et le dosage ADMET
afin de diriger et prioriser la synthese des dérivés de colchicine, combrétastatine A-4,
podophyllotoxine, myosevérine, sulfonamide et de chalcone comme des inhibiteurs de la
polymeérisation de tubuline. 1l a été observé lors de l'utilisation de 3DQSAR qu'il y avait une
forte corrélation entre l'activité expérimentale et prédite, indique la haute qualité du modéle
3DQSAR obtenu. La méthode d'amarrage était de comprendre la méthode de liaison entre les
composes actifs sélectionnés et la protéine. En vérifiant ADMET pour les composés actifs, les

résultats étaient en accord avec les valeurs requises.

Mots clé : Polymérisation de tubuline, Activité biologique, Colchicine, 3DQSAR, Docking,
ADMET.
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ABSTRACT :

In this study, the methods most commonly used in the strategies for discovering new
therapeutic molecules are used. Through this work, we relied on the 3DQSAR model, the
docking method and the ADMET assay in order to direct and prioritize the synthesis of
colchicine, combretastatin A-4, podophyllotoxin, myoseverin, sulfonamide and chalcone
derivatives as tubulin polymerization inhibitors. It was observed when using 3DQSAR that
there was a strong correlation between experimental and predicted activity, indicating the high
quality of the 3DQSAR model obtained. The docking method was to understand the method
of binding between the selected active compounds and the protein. When checking ADMET
for active compounds, the results were in agreement with the required values.

Keywords: Tubulin polymerization, Biological activity, Colchicine, 3DQSAR, Docking,
ADMET.
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Liste des Abréviations :

GTP : Guanosine-5'-triphosphate

GDP : guanosine diphosphate( Récepteur couplé aux protéines G )
ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

CBSI: colchicine binding site inhibitors

MTA: microtubule targeting agent

BS: binding site

MTs: microtubule

FDA: Food and Drug Administration.

MTOC : le centre organisateur des microtubules.

GSTOL : la Glutathion S-Transférase Omega 1.

MLSMR : Moléculaire Libraires Small Molécule Repository.
Phases de R&D : phases précoces de recherche et développement.
RD-QSAR : Receptor Dependent Quantitative Structure-Activity Relationship.
L’HTS: Criblage a haut débit (High-throughput screening)

3D : Trois dimensions.

ADMET : Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité.
AChe : Acetylcholinesterase.

GABA : Acide y-aminobutyrique.

R&D : Recherche et de développement.

TGF: transforming growth factor.

RSA: Relation structure-activité.
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GPCR : Ligand du récepteur couplé aux protéines G.
EGF : Epidermal Growth Factor.

RMN : Résonnance magnétique nucléaire.

MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization.
CA-4 : Combretastatin-4.

ATI : Arylthioindole.

MCF-7 : Michigan Cancer Foundation-7.

U937 : sont une lignée cellulaire modele utilisée dans la recherche biomédicale .
HCT116: is a human colon cancer cell line used in therapeutic research and drug.
SMART : série de méthoxybenzoyl-aryl-thiazoles 4-substitués.

ATCAA : principal 2-arylthiazolidine-4-amides d'acide carboxylique.
CoMFA : Comparative Molecular Field Analysis.

CoMSIA : Comparative Molecular Similarity Indices Analysis.

IC50 : Ia concentration d’inhibiteur pour laquelle la vitesse initiale de formation de produit
diminue jusqu’a la moiti¢ de sa valeur mesurée en absence d’inhibiteur.

OPLS : Optimized Potentials for Liquids simulation
PDB : Protein Data Bank

QSAR : Quantitative Structure-Activity Relationship.
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Introduction Générale



Pour 2015, 1,658 million de nouveaux cas de cancer et 589430 des décés ont été
prévus dans le monde entier et, selon le Registre national du cancer (NCR), plus de 100000
sud Les Africains recoivent un diagnostic de cancer chaque année avec un taux de survie de
60%, Le cancer fait référence a une croissance anormale ou a des tumeurs malignes et se
caracterise par une prolifération incontrélée de cellules malgré la restriction des nutriments et

de l'espace.[1]

La résistance chimiothérapeutique cellulaire est un facteur majeur impliqué dans une
mauvaise réponse et une réduction de la survie globale (SG) chez patientes atteintes d'un
cancer.[2]

Les microtubules sont extrémement importants dans le processus de mitose, au cours
de laquelle les chromosomes dupliqués d'une cellule sont séparés en deux ensembles
identiques avant le clivage de la cellule en deux cellules filles. Leur importance dans la mitose
et la division cellulaire fait des microtubules une cible importante pour les médicaments
anticancéreux. Les microtubules et leur dynamique sont les cibles d'un groupe chimiquement
diversifié de médicaments antimitotiques (avec divers sites de liaison a la tubuline) qui ont été
utilisés avec grand succes dans le traitement du cancer. Compte tenu du succes de cette classe
de medicaments, il a été avancé que les microtubules représentent la meilleure cible de cancer

a étre identifiée a ce jour.[3]

Fait intéressant, un grand nombre de substances chimiquement diverses se lient a la
tubuline soluble et / ou directement a la tubuline dans les microtubules. La plupart de ces
composes sont des agents antimitotiques et inhibent la prolifération cellulaire en agissant sur

la dynamique de polymérisation des microtubules du fuseau. [3]

Un groupe, connu sous le nom d'agents de déstabilisation des microtubules, inhibe la
polymérisation des microtubules a des concentrations élevées et comprend plusieurs
composeés tels que les alcaloides Vinca , colchicine et combretastatins, qui sont utilisés

cliniguement ou sont en cours d'investigation clinique pour le traitement du cancer.

La tubuline, cible connue des médicaments anticancéreux, possede plusieurs sites de
liaison aux médicaments, les sites les plus étudiés étant les sites taxoide, vinca et colchicine.
Notre étude et basée sur la colchicine et ses analogues, ils agissent sur un site unique situé

entre les monomeres a- et B-tubuline dans un hétérodimere afy.1 Ces composés présentent une



cytotoxicité significative en inhibant la polymérisation de la tubuline en microtubules, mais ils

sont également hautement toxiques, ce qui limite grandement leur utilisation clinique.

Le monde de la recherche pharmaceutique optimise continuellement toutes les étapes
de sa procédure d'invention et de mise au point de remede. La chemoinformatique est un outil
de choix pour réduire le temps et le coit de développement d’un medicament. La bio-
informatique apporte elle aussi sa participation a 1I’étude des interactions protéine-ligand par

des méthodes comme « dynamique moléculaire » et « protéine-ligand docking »

Le docking moléculaire in silico vise a prévoir la structure d'un complexe moléculaire
a partir des composées isolées, ce qui est notablement plus facile a mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de
docking sont donc des instruments tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la
majorité des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible
biologique d'intérét thérapeutique, habituellement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée.

L'étude 3D-QSAR et d'amarrage (docking) pourrait offrir plus d'informations pour
comprendre les caractéristiques structurelles du site de liaison de la protéine et le détail des

interactions protéine-ligand pour diriger la conception de nouvelles molécules potentielles

Dans la présente étude, les méthodes les plus utilisées dans les stratégies de découverte de
nouvelles molécules a visée thérapeutiques sont utilisées. Au cours de ce travail, nous nous
basons sur le modele 3D QSAR, la méthode d'amarrage ( docking ) et le criblage in silico
ADMET afin de guider et de prioriser la synthese des molécules comme des inhibiteurs de la

polymérisation de tubuline.

Pour faire ce travail d'une maniére convenable on a divisé en trois chapitres :

» Le premier chapitre est présenté un apercu sur la protéine de tubuline et un rappel
bibliographique sur les inhibiteurs les plus significatifs pour inhiber la polymérisation de
tubuline.

> Le deuxiéme chapitre est consacré de I’intérét du criblage dans le cadre de la recherche
pharmaceutique pour répondre aux besoins de santé publique actuels en détaillant sur les
différentes méthodes de criblage virtuel (Docking moléculaire, 3D-QSAR) et ADMET).



> Le troisieme chapitre (partie pratique) regroupe les données relatives aux matériels et a
méthodes utilisées au cours de ce travail. Puis nous exposerons le criblage par I’étude 3D-
QSAR , docking moléculaire sur une chimiothéque virtuelle de dérivés de plusieurs
molécules les plus significatives dans le but de sélectionner les composés prometteurs qui

réagissent plus favorablement avec la tubuline.

Enfin, cette mémaoire se termine par une conclusion générale.



CHAPITER |

Polymeérisation de
tubuline




CHAPITER I : Polymeérisation de tubuline

|.1. Définition d’un polymeére
Un polymeére est une macromolécule formée de I’enchainement covalent d’un trés
grand nombre d’unités de répétition qui dérivent d’un ou de plusieurs monomeres (qui sont

également appelés motifs) et préparée a partir de molécules appelées monomeres.[4]

1.1.1. Différentes classes de polymeres

Plusieurs classifications des composés macromoléculaires peuvent étre proposées
selon qu’on choisit Iorigine, le type d’architecture, la structure chimique des motifs ou le

types de polymérisation, comme base de la classification.
1.1.1.1. Classification selon I’origine
Les polymeres classés selon 1’origine peuvent étre :

> Des polymeéres naturels : ce sont des composés organiques formant la matiere vivante,
comme les protéines, les acides nucléiques, la cellulose, la chitine...

> Des polyméres obtenus par modification chimique d'un polymére naturel, exemple :

méthy| cellulose.
> Des polymeres synthétiques : ce sont les matieres plastiques, les élastoméres, les

fibres, les adhésifs

1.1.1.2.Classification selon I’architecture

Selon Tomalia , les architectures macromoléculaires peuvent étre divisées en quatre

grandes familles : les polymeres linéaires, ramifiés, réticulés et plus récemment, les polyméres

dendritiques.[4]

polymeéres linéaires polyméres réticulés polyméres ramifiés

& BAF | R

architectures dendritiques

Figure 1.1: Classification des architectures macromoléculaires selon Tamolia.
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1.2. Polymérisation

Le terme polymérisation « réplique » a été utilisé pour la premiére fois par Szwarc en
1954, puis remplacé par « matrice » ou polymérisation « modéle ». Depuis cette époque, de
nombreux articles, revues et chapitres d'encyclopédies ont été publiés. Le grand intérét de la
polymérisation modele est lié a une analogie entre la synthese de polymeéres simples sur des
matrices simples et la synthese de biopolymeres sur matrices telles que 'ADN ou I'ARN ou

certaines réactions enzymatiques.

La polymérisation de matrice ou de modele est généralement définie comme un
processus dans lequel les unités monomeres sont organisé par une macromolécule préformée
(modele) et fait référence a des systémes a une face dans lesquels le monomeére et le modele

sont solubles dans le méme solvant ou se présentent sous la forme d'un gel gonflé. [4]

La polymérisation est par définition la réaction chimique qui permettant la synthése

d'un polymere a partir de monomeres, et le produit obtenu est un polymere synthétique.

L'organisation d'une unité monomere peut étre realisée de nombreuses manieres, par

des liaisons hydrogeéne, électrostatiques forces ou par des liaisons covalentes.[4]

Les réactions de polymérisation permettent notamment de transformer un mélange
liquide, plus ou moins visqueux en un matériau solide dont le taux de réticulation dépend

notamment de la fonctionnalité des monomeres employés

1.3. Les Protéines

Une protéine est un assemblage d’acides aminés qui constituent la séquence primaire.
Cette séquence peptidique s’organise en structure dite secondaire (ex : feuillet B, hélice a)) qui
forme une architecture tertiaire (ex : - barel = tonneau f). Dans certains cas, ces dernieres
forment des structures quaternaires. Par exemple, des protéines dimériques ou tétrameériques

résultent de I’assemblage de 2 ou 4 monom.[5]
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Notre travail est basé sur la protéine tubuline, donc il faut faire un bref rappel sur ce
type de protéine.

1.3.1. Tubuline

Les protéines tubulines, en tant que composants du cytosquelette microtubulaire,
remplissent des fonctions cellulaires critiques a toutes les phases du cycle cellulaire. [6]

Les microtubules sont des fibres du cytosquelette formé par l'assemblage
d'hétérodimeres a et B-tubuline. Ils contribuent a la morphologie, a la mobilité et a la polarité

des cellules, ainsi qu'aux processus de transport cellulaire et a la division cellulaire. [7]

«Protéines globulaires de 52 kDa.
*[1 existe deux types de tubuline trés similaires :

* a-tubuline lie le GTP (Guanosine-5'-triphosphate).
* B-tubuline lie le GTP et I’hydrolyse en GDP+ Pi,(GDP : Récepteur couplé aux protéines G).

*L’a et la B tubuline s’associent en diméres.

B-tubuline

a-tubuline

Figurel.2 : Structure tridimensionnelle d’un dimére de tubuline.
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La tubuline non polymérisée existe en tant qu’hétérodimére de sous unités a et 3
tubuline. Bien que les structures des monomeres ne soient pas similaires, elles présentent
cependant une partie principale identique : chaque monomeére est en effet composé d’un

centre de deux feuillets B entourés par des hélices a.

Le monomeére est une structure compacte, qui peut étre divisée en trois domaines
fonctionnels : un domaine carboxy-terminal comprenant notamment le site de fixation pour
les protéines moteurs, un domaine intermédiaire et un domaine amino-terminal possédant une

région de fixation au GTP.

Figure 1.3 : Domaine GTPase (orange) et domaine d’activation de la tubuline (vert).

L’hétérodimere de tubuline possede deux sites de fixation au GTP, un site N sur la chaine
a, toujours non échangeable et qui fixe le GTP de fagon irréversible et un site E sur la chaine
B échangeable et au niveau duquel le GDP peut étre échangé par du GTP, lorsque la tubuline
est sous sa forme libre hétérodimérique. Le site N est situé a I’interface de 1’intradimeére et le

site E a ’interface de I’interdimére dans les microtubules.
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Figure 1.4 : Sites de fixation au GTP.

En fait, le GTP peut se fixer a I’extrémité positive car la sous unité beta et le site E
sont exposés, alors qu’il est impossible pour lui de se fixer a ’extrémité négative car la sous
unité alpha est exposée mais pas le site du GTP, qui se retrouve coincé entre les 2 monomeres

de I’hétérodimere.

Enfin, il a été montré que la tubuline est sa propre GTPase protéine activant. En effet,
un résidu catalytique, la glu-254 sur la sous unité a du dimére suivant dans le protofilament
est localisé a I'interface de I'interdimere et est directement impliqué dans le clivage de la

liaison GTP a la sous unité .

1.3.2. L’architecture des microtubules

Ce sont des fibres cylindriques creuses obtenues par assemblage de 13 protofilaments

eux méme composés d’un empilement de dimeres de tubuline .[7]

Les microtubules (MTs) sont des polymeéres cylindriques composeés de protofilaments
paralleles faits d’hétérodiméres de tubulines o et . Pour exercer ces fonctions, les MTs
nécessitent une dynamique régulée d’assemblage et de désassemblage. Cette dynamique

nécessite une énergie résultant de I’hydrolyse du guanoside triphosphate (GTP). Dans la
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cellule, la dynamique d’assemblage et de désassemblage résulte d’éléments structurauX

internes a la tubuline et elle est ’objet d’une étroite régulation. [8]

Protofilament

Figure 1.5 : structure tridimensionnelle d*un microtubule.

1.3.3. Nucléation

Pour initier la formation des microtubules, de multiples hétérodiméres d’o/p tubuline
s’associent pour former un noyau, a partir duquel les microtubules peuvent rapidement

s’allonger.

Ce noyau constitue le centre organisateur des microtubules (MTOC) qui renferme une
paire de centrioles perpendiculaires I’un a I’autre, entouré par le matériel péricentriolaire.
Chague centriole est formé de 9 groupes de 3 microtubules arrangés de maniére trés précise.
La y tubuline, membre de la superfamille de la tubuline et découverte il y a environ une
vingtaine d’années, est reconnue comme étant un composant indispensable des MTOC. Elle

est présente a la surface du centrosome sous forme d’anneaux.

L’ensemble de ce complexe agit comme un échafaudage pour I’hétérodimere de

tubuline afin de débuter la polymérisation. [9]
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Figure 1.6 : étapes de nucleation et d'allongement de la polymérisation en une structure tubulaire.

1.3.4. Assemblage des microtubules

L’assemblage de la tubuline en microtubule et d’autres formes polymériques, comme
des cycles ou des spirales, est favorisé par de hautes concentrations de Mg2+ et une
importante force ionique. Mg2+ est requis pour I’assemblage en partie parce que le GTP se

fixe en complexe Mg-GTP.
Trois étapes sont nécessaires pour I’assemblage des microtubules :

» Formation des protofilaments a partir des sous unités d’o/fB tubuline

» Association des protofilaments entre eux pour former le cylindre des microtubules
(formation des microtubules)

> addition de sous-unités supplémentaires aux extrémités des protofilaments pour

allonger les microtubules.[10]
Extémité positive

Protofilament
GTP-tubuline

S

GDP-tubuline

" S

% mer

2% run

Extémité négative

Figure 1.7 : Assemblage des microtubules.
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1.3.5. Dynamique des microtubules

Les microtubules sont des polyméres dynamiques qui oscillent entre des cycles de
polymérisation et de dépolymérisation, par ajout et perte de tubuline a leurs extrémités. A. La
transition de polymérisation & dépolymérisation est appelée une « catastrophe », la transition
inverse est un « sauvetage ». Ce processus, connu sous le nom d’instabilité dynamique, est une
propriété intrinséque des microtubules et est caractérisé par quatre parametres : la vitesse de
polymérisation, la vitesse de dépolymérisation, la fréquence de catastrophe et la fréquence de
sauvetage. L’énergie nécessaire a I’instabilité dynamique provient de I’hydrolyse du GTP sur
la tubuline au cours de I’assemblage en microtubule. Cette hydrolyse n’est pas essentielle pour
la polymérisation ; elle est en revanche nécessaire pour destabiliser la paroi du microtubule et
permettre par la suite sa dépolymerisation qui libére alors des dimeres de tubuline-

GDP. B. Les différents niveaux d’organisation d’un microtubule.

Les microtubules sont formés de tubuline, un dimére de deux sous-unités o et B. Ces
dimeres de tubuline sont organisés, dans la paroi d’un microtubule, en protofilaments. Le
modele classique d’un microtubule comporte 13 protofilaments paralleles a 1’axe du tube.
Chaque protofilament est décalé par rapport a son voisin de telle sorte que 1’enchainement
latéral des sous-unités de tubuline décrit des hélices autour de la paroi du microtubule

(indiquées par les fleches rouges).[9]

Tubuline Protofilament Microtubule

Figure 1.8 : Dynamique des microtubules.
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I.4. Polymérisation de tubuline

Les microtubules sont l'une des meilleures cibles pour le développement de
médicaments anticancéreux. Diverses molécules naturelles sont bien connues pour leur effet
anti-tubuline comme la vinca, le paclitaxel, la combrétastatine, la colchicine, etc. Inhibant la

polymérisation de la tubuline (agents déstabilisants de la tubuline).

De nos jours, divers domaines de liaison ont été explorés a travers lesquels ces
molécules se lient a la tubuline, mais les trois principaux domaines de liaison de la tubuline

sont le domaine de liaison du taxol, de la vinca et de la colchicine.

Le présent article se concentre principalement sur la classification de divers composés
naturels sur la base de leurs processus d'inhibition (dépolymeérisation et polymeérisation) et du
site d'interaction (cible le domaine de liaison du taxol, de la vinca et de la colchicine...) qui a

été rapporté jusqu'a present.

En plagant tous les analogues naturels des sites de liaison du taxol, de la vinca et de la
colchicine en un seul endroit, il permet de mieux comprendre les interactions de la tubuline
avec les liants naturels connus de la tubuline, ce qui aiderait a la découverte de nouveaux et
puissants analogues naturels, semi-synthetiques et synthétiques pour le traitement du
Cancer.[11]

6TP- P 6P~ P
6TP- 1 6TPL
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6P~ 1 P-Tubuline
67P- Ja-Tubuline ) &
L Extrémité GW{. S Extrémité 1)
&TP= -+ AR
&6TP- "
GDP: microtubule ep OL
—_— p— e
s*rP; ) GTP/GDP
e '
G6TP- = { lr Extrémité (=)
Protofilament -
1 2 G ¥
Assemblage Assemblage 3
des dimeéres 5 . .
B lateéral de 13 Polymérisation du
e tubuline en protofilaments microtubule
protofilaments en feuillets

Figure 1.9 : polymérisation de microtubule.
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La dynamique de la tubuline est une cible prometteuse pour les nouveaux agents
chimio thérapeutiques. La liaison de la colchicine est 'une des poches les plus importantes

pour les déstabilisateurs potentiels de la polymérisation de la tubuline.

Les inhibiteurs du site de liaison de la colchicine (CBSI) exercent leurs effets
biologiques en inhibant la tubuline assemblage et suppression de la formation de

microtubules.

Un grand nombre de molécules interagissant avec le site de liaison de la colchicine a

¢té congu et synthétisé avec une la diversité.

Les CBSI ont été modifiés en ce qui concerne la structure chimique ainsi que la
pharmacocinétique Propriétés, et testé afin de trouver un agent hautement puissant et peu

toxique pour le traitement des cancers.

On pense que les CBSI agissent par un mécanisme commun via la liaison au site de la

colchicine sur la tubuline.

Le présent examen est un résumé des composés qui ont été signalés au cours de la
derniére décennie Ont amélioré notre compréhension des actions des CBSI.
Les médicaments qui perturbent la dynamique microtubule / tubuline sont largement

utilisés dans la chimiothérapie anticancéreuse.

La grande majorité de ces molécules agissent en se liant a la protéine tubuline, une a,
B-hétérodimere qui forme le noyau du microtubule. Les agents de ciblage des microtubules
(MTA) sont également appelés agents antimitotiques qui perturbent non seulement la mitose,

mais arrétent également les cellules pendant interphase.

Les MTA sont connus pour interagir avec la tubuline via au moins quatre sites de

liaison : sites laulimalide, taxane / épothilone, vinca alcaloide et colchicine (Fig.1.10).

Semblable a paclitaxel, le laulimalide peut favoriser l'assemblage tubuline-

microtubule, mais se lie a un site différent sur les microtubules.

Les taxanes, y compris le paclitaxel et le docétaxel, se lient a microtubules

polymérisés a la surface intérieure de la sous-unité B, et sont largement utilisés dans le

13
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Traitement des cancers du poumon, du sein, de l'ovaire et de la vessie. Les taxanes favorisent

la tubuline stabilisation, interférant ainsi avec la dynamique de la tubuline.

Vinca alcaloides, y compris la vinblastine, la vincristine et la vinorelbine favorisent la
dépolymérisation des microtubules. Ils Se lient généralement avec une grande affinité a une
ou quelques molécules de tubuline a l'extrémité des microtubules mais ne pas copolymériser

en microtubules.

En effet, la vinblastine empéche l'auto-association de tubuline en interagissant a

l'interface entre deux hétérodimeres d'ap-tubuline.

Le quatrieme groupe des agents interférant avec les microtubules est représenté par la
colchicine, qui induit également dépolymérisation des microtubules. Contrairement aux
agents se liant aux trois autres sites, la colchicine se lie avec une forte affinité a la tubuline qui

peut devenir copolymérisée en microtubules.

La liaison de la colchicine a la B-tubuline entraine un dimere de tubuline incurvé et
I'empéche adopter une structure droite, en raison d'un choc stérique entre la colchicine et 1'a-

tubuline, qui inhibe l'assemblage des microtubules.[12]

Compte tenu du succes des taxanes et des vinca alcaloides, qui ont établi la tubuline
comme un cible valide dans le traitement du cancer, les efforts de recherche se sont

concentrés sur le développement de la colchicine comme des composés pour le traitement du

cancer.
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Figure 1.10 : sites de liaison a la tubuline(BS) des agents de ciblage de microtubules.
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Les molécules naturelles les plus utilisées pour inhiber la polymérisation de tubuline sont :

a- La colchicine

La colchicine est un alcaloide tricyclique trés toxique, extrait au départ des
colchiques (plantes du genre Colchicum) , principalement le colchique dautomne a
colchicine, a été isolé en 1820 par les chimistes francais Pierre Joseph Pelletier et Joseph
Bienaimé Caventou . L'effet du cette composé sur la mitose a été décrit pour la premiere fois
par le scientifique italien B. Pernice en 1889. Dans son expérience, il a observé la division de
cellules gastro-intestinales de deux chiens traités avec la colchicine et en plus d'autres choses,
il n'a décrit qu'un événement rare des derniers stades de la division cellulaire. La propriété la
plus étudiée de ce composé est sa capacité a se lier aux dimeres de tubuline. Le site de liaison
de la colchicine est situé a l'interface de deux sous-unités de tubuline dans un dimere. Le
dimere de tubuline lié a la colchicine est toujours capable de se fixer sur la fibre de
microtubule, mais tubuline supplémentaire les dimeres ne peuvent pas étre attachés a ce
dimere modifié / terminal, ce qui entraine une inhibition de la croissance des microtubules.
[13]

Cette molécule est souvent utilisée pour eétablir un caryotype car en inhibant la
polymérisation des microtubules, la colchicine va bloquer la mitose en métaphase, phase a
laquelle les chromosomes sont apparents. Ainsi, apres la mort de la cellule (induite par la

colchicine), on peut établir le caryotype.

/O

ol HINH

Figure 1.11 : Structure de colchicine.
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Ce n’est qu’en 1960 cependant que son activité antimitotique a été lie a la fixation a
la tubuline. La colchicine se fixe de fagon irréversible a I’interface de ’hétérodimere d’a et B

tubuline, a proximité du site de I’intradimére.
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Figure 1.12: Localisation du site de la colchicine dans la beta tubuline.

Le site de la colchicine se trouve a 'intérieur du domaine intermédiaire de 1a sous
unité P, entouré par les feuillets S8 et S9, de la boucle T7 et les hélices H7 et H8. La

colchicine interagit aussi avec la boucle T5 de la sous unité o adjacente (Figurel. 13).
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b- La combrétastatine A-4 (CA-4)

La premiere syntheése d’un mélange racémique de combrétastatines est réalisée par C.S.
Annapurna en 1983 [14]. La synthése totale de la molécule naturelle est réalisée par G.R.
Pettit en 1985 [15].

Les combrétastatines sont caractérisées par une activité biologique remarquable
d’inhibition de la polymérisation de la tubuline. La molécule la plus puissante est la
combrétastatine A4 (CA4), mais sa solubilité limitée en milieu aqueux conduit & la synthese
d’un dérivé plus soluble, la combrétastatine A4 phosphate (CA4-P) [16]. Cette molécule
possede une action spécifique sur les vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs. Elle provoque
une diminution importante du débit sanguin au niveau de la tumeur dont elle induit la nécrose
[17, 18].

Figure 1.14: Structure de la combrétastatine A-4.

Les relations structure-activit¢ (RSA) ont mis en évidence des caractéristiques
importantes du maintien l'interaction tubuline pour CA-4. La présence des groupes 3, 4,5-
triméthoxy sur le cycle A, le groupe 4'-méthoxy au niveau du cycle B et la configuration cis

de l'oléfine sont indispensables pour inhiber la tubuline.[19]

c- Composés avec un noyau de I’indole

Au cours des dernieres années, plusieurs petites molécules synthétiques qui ont un
noyau d’indole en tant que structure centrale ont été identifiées comme des inhibiteurs de la

tubuline.
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Figure 1.15 : Structure darylthioindole.

Parmi ceux-ci, les aroylindoles, les arylthioindoles (ATI), les diarylindoles et les

indolylglyoxyamides ont montré une bonne inhibition de la polymérisation de la tubuline.

Les dérivés d'ATI portant le groupent 3- (3, 4,5-triméthoxyphényl) thio sont trés actifs en
tant qu'inhibiteurs de la tubuline polymérisation, avec des valeurs de Clso de 2,0 a 4,5 uM. Le
méthyle 3 - [(3, 4,5-triméthoxyphényl) thio] -5-méthoxylH-indole-2-carboxylate, le plus

puissant dérive, a une valeur I1Cso de 2,0 uM, 1,6 fois plus actif que la colchicine.[20]

d- Dérivés de Chalcone

Le terme flavonoide regroupe un vaste ensemble de composés naturels. Ce sont des

métabolites secondaires faisant partie de la famille des polyphénols.

Les principaux flavonoides sont les chalcones, les flavones, les flavanones, les

flavonols, et les anthocyanidols (ou anthocyanidines).

Plusieurs auteurs ont montré que les chalcones peuvent se lier aux sites de la tubuline
et ainsi bloquer sa polymérisation en microtubules, entrainant I’arrét de la mitose et donc du
cycle cellulaire pour finalement provoquer la mort cellulaire. La présence du groupement
3,4,5-triméthoxyphényl (noyau A) semble fortement bénéfique pour I'interaction de ces
chalcones avec la tubuline, via le site de liaison a la colchicine, ainsi que pour les effets

antiprolifératifs et antimitotiques.[21]
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Figure 1.16 : Structure des chalcones.

La vincristine et la vinblastine sont des agents anticancéreux qui inhiber I'assemblage des

microtubules en se liant dans un irréversible a la tubuline. [22]
e. Deérivés / analogues de podophyllotoxine

La podophyllotoxine est un lignane d'aryltétraline d'origine naturelle trouvé dans les
racines du podophyllum peltatum Linnaeus (nord-américain). King et Sullivan ont montré que
le mécanisme du cytostatique au niveau cellulaire de la podophylline est la méme que celle
de la colchicine, c'est-a-dire une inhibition de la formation du fuseau mitotique, résultant en
un arrét du processus de division cellulaire en métaphase et une agglutination des
chromosomes (c-mitose). Plus tard, ils ont été montré que, au niveau subcellulaire, cela est dd
a la liaison de la podophyllotoxine a la tubuline, empéchant ces macromolécules de former

des microtubules, qui constituent les fibres du fuseau mitotique.[23]

Les dérivés de cette molécule en faisant une modification sur ses quatre anneaux (A, B, C

et D) augmentent d’inhibition de la polymérisation de tubuline.

O

/

Figure 1.17 : Structure de podophyllotoxine.
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f. Dérivés de myosévérine

La myoseverine est une purine trisubstituée qu’inhibe 1'assemblage des microtubules in
vitro , interféere avec l'assemblage normal du fuseau mitotique et arréte le cycle cellulaire en
mitose dans les cellules U937.[ 24]

La myosévérine inhibe la polymérisation de la tubuline in vitro, ce qui peut avoir stimulé
la fission des myotubes en fragments individuels. [25]

\

Figure 1.18: Structure de myosévérine

L'inhibition de l'assemblage des microtubules induite par la myoséveérine a favorisé la
synthese de nouvelles banques de triazine trisubstituées. Les composes identifiés a partir de

ces bibliothéques présentent de nouvelles activités anti-tubuline in vitro et in vivo.[26]

g. Sulfonamides

Le (N- (3-chloro-7-indolyl) -1,4-benzénedisulfonamide, E7070) est un nouvel agent

anticancéreux pour le traitement des tumeurs solides.[27]

Le motif de sulfonamide aromatique / hétérocyclique joue un rdle d’antitumorale, tels
que l'inhibition de l'anhydrase carbonique, l'arrét du cycle cellulaire en phase G1 et
I’inhibition de polymérisation de la tubuline.[28,29]
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Figure 1.19: Sulfonamides.

h. Analogues de thiazolidinone, thiazole et imidazole

e Analogues de thiazolidinone

les dérivés de thiazolidinone possédent diverses propriétés telles que anticancéreuses, anti-
inflammatoires, antibactériennes, antioxydantes, antivirales, antimicrobiennes et
antifongiques Les dérivés de thiazolidinone sont utilisés pour I’inhibition de polymérisation

de la tubuline.[30]

=

Cl 0 §

Figure 1.20: Structure de thiazolidinone
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e Analogues de thiazole et imidazols.

Une série de méthoxybenzoyl-aryl-thiazoles 4-substitués (SMART) basée sur le composé
principal 2-arylthiazolidine-4-amides d'acide carboxylique (ATCAA) a été synthétisée. De ces
SMART composés, le composé 1 est un analogue représentatif qui possede une activité
nanomolaire pour inhiber le mélanome et la croissance des cellules cancéreuses de la prostate
in vitro. Sur la base d'études préliminaires, Les composés SMART inhibent la polymérisation
de la tubuline, empéchent efficacement la formation de microtubules fonctionnels et bloquent

la mitose cellulaire.

Les composeés 2 et 3 (figur 1.21) ont une bonne activité anticancéreuse et une inhibition

plus forte de la polymérisation de la tubuline par rapport a la colchicine. [30]

/ Y
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Figure 1.21 : Analogues de thiazole et imidazole.
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Il. Le criblage

I1.1. Introduction

La découverte de nouvelles drogues médicamenteuses dépend d’un procédé long et
couteux. Le temps compté entre 1’identification d’un nouveau composé potentiellement actif
sur une cible a son approbation et sa mise sur le marché varie entre 9 et12 ans, sans oublier
qu’un grand nombre de molécules sont rejetées au fur et a mesure des phases cliniques. Ce
procédé peut étre scindé en quatre étape, allant de la découverte du « composé médicament »

a sa production [1]

11.2. Le procédé de génération de nouveaux médicaments

Le procédé de développement de nouvelles substances thérapeutiques a été décrit comme
particulierement long et couteux fait de multiples étapes. La génération de téte de séries
(leads) requiert les connaissances de secteurs interdisciplinaire dont la pharmacologie, la
biochimie, la chimie, (figure 1.23). La premiere de ces étapes consiste a identifier et valider
une nouvelle cible biologique, communément une protéine fortement impliquée dans une

maladie.

Une fois cette cible déterminée, différentes techniques sont mises en ceuvres afin d’étude
et identifier des molécules aux proprietés nouvelles et biologiquement actives. Le criblage
désigne cet ensemble de tests et conduit a I’identification de touche (molécule candidates
communément appelées « hits » en anglais). Elles sont issues du criblage primaire d’une
collection de composés de synthése (chimiothéque) ou de produits naturels (chimiothéque et
extractothéque). Ces touches sont alors soumises a un criblage secondaire afin d’évaluer

activité biologique, toxicité, métabolisme et biodisponibilité

Les résultats obtenus lors du criblage secondaire sont soumis a une étape de validation lors
de laquelle les relations structurent -—activités (RSA) sont étudiées, des études de
pharmacomodulations sur les structures initiales sont souvent menées pour en améliorer les

propriétés pharmacologiques et ensuite donner des tétes de séries, les futurs médicaments.

L’ensemble de ces tests sera pris en compte pour la suite des analyses au stade du
développement préclinique. L’évolution des techniques de criblage a haut débit (HTS= Hight

Throughput Screening) a permis de diminuer le temps d’identification de nouvelles molécules
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Génomique, protéomique, biologie moléculaire
Identification et validation de la cible

Développement de tests

N T

Composés a crlblage COMpOses confirmation ~ touches  validation Tetes de
—_—> —
Tester prlmalre actifs vérification «Hits»  RSA série
Structurelle « Leads »

Figure 11.1 : Protocole de développement de nouvelle substance thérapeutique (RSA= relations
structure activité).

de 15 mois en moyenne en 1996 a 6mois actuellement. Ir criblage & haut débit est la méthode
de référence, puisque des méthode a moyen débit sont egalement développées. A titre
d’exemple, en 2011 une ¢étude menée par HTS a permis d’identifier un nouveau composé
inhibiteur de la Glutathion S-Transférase Omega 1 (GSTO1), une enzyme surexprimée dans
des lignées cellulaires de cancers humains et impliquée dans la résistance chimio
thérapeutique. Aprés criblage d’une partie de la banque de molécule MLSMR (Moléculaire
Libraires Small Molécule Repository), un nouvel agent KT53 est ressorti comme inhibiteur
puissant et sélectif des GSTO1.[1]

11.3. Le criblage virtuel

Le criblage virtuel correspond a tout procédé de recherche informatique dans des banques
de données moléculaires permettant la sélection de molécules ayant une potentielle activité
biologique. Le nombre grandissant de cibles génomiques d’intérét thérapeutique et de
macromolécules (protéines, acide nucléique) pour lesquels une structure tridimensionnelle
(3D) est disponible rendent les techniques de cible virtuelle de plus en plus attractive pour des

projets d’identification de molécule bioactives. [1]

Le criblage virtuel, analogue in silico de I'HTS, peut schématiquement étre assimilé a un
entonnoir dans lequel on verse un grand nombre de composeés, constituant la chimiothéques a

cribler, pour obtenir, a l'aide d'un algorithme de criblage, un plus faible nombre de composés
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qui seront ensuite testés expérimentalement. Le réle des méthodes de criblage est donc
d'éliminer les composés supposes inactifs ou les molécules indésirables tout en priorisant les
composés les plus susceptibles d'étre actifs Les méthodes basées sur la structure (ou «
structure-based »), évaluent la capacité des ligands a établir des interactions avec le site de
liaison étudie pour sélectionner les molécules capables de se lier a la cible. Les méthodes
basées sur les ligands (ou « ligand-based ») peuvent pour leur part étre mises en ceuvre
lorsque les valeurs d'activité pour la cible étudiée d'un ensemble de ligands sont disponibles.
Les relations structure-activité de ces molécules sont alors analysées pour découvrir de
Nouveaux composés susceptibles d'étre actifs. Lorsque ces deux types de données sont
disponibles simultanément, les méthodes « ligand-based » et « structure-based » peuvent

toutes deux étre utilisées l'une a la suite de ’autre. [2]

L’ensemble des méthodes virtuelles pratiquées ne donnent pas un accés direct a de
nouveaux medicaments, mais elles montrent une carte un peu plus détaillée pour accomplir
I’objectif voulu, ces méthodes virtuelles sont capables de prédire I’affinité des produits sont
de plus en plus utilisées pour guider la sélection des composés et particulierement lors des
premiéres phases de R&D (phases précoces de recherche et développement) par réalisation
d’un criblage virtuel (Abrigach, 2016).

Tout criblage virtuel se décompose en trois étapes importance :

» La mise au point de la chimiotheque de départ, celle-ci peut étre soit une collection de
criblage (molécules disponibles) soit une collection virtuel (molécule a synthétisé)

» Le criblage proprement dit, qui consiste a prédire a la fois la conformation et 1’orientation
relative de chacune des molécules de la chimiothéque, par rapport a la cible d’intérét

> La selection d'une liste de touches virtuelles. Apreés différents traitements permettant
d’éliminer les « faux positifs », la sélection finale des molécules a évaluer passe par un

examen individuel des interaction 3D de chaque hit virtuel avec le récepteur.

Il est a noter que toute erreur a chacune de ces trois étapes aura des consegquences
importantes se traduisant généralement par une élévation du taux de faux positifs et de faux

négatifs. 1l répond donc d'étre trées méfiant a chacune d'entre elles. [1]

Deux approches de criblage virtuel sont possibles pour répondre au probléeme général de

recherche de nouvelles molécules bioactives.
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% Le criblage Virtual par amarrage, plus connu sous le terme « Docking », qui requiert la
connaissance de la structure 3D de la protéine cible. Cette technique classe par ordre de
priorité les composés ayant une possibilité de se lier a la cible. On peut comparer cette
approche de docking a un systeme de clé-serrure, dans lequel la serrure correspond a la
protéine et la clé a la molécule cherchée. On peut alors soit utiliser la connaissance de
forme, soit la dynamique moléculaire qui consiste a simuler par le calcul informatique

I’évolution d’un systéeme moléculaire au cours du temps.

X/

* Le criblage virtuel qui repose sur la similarité ou aucune information sur la protéine n’est
nécessaire, mais les structures de plusieurs composés connus actifs sur la cible sont alors
utilisée. Bien que cette technique de criblage présente certains avantage (rapidité, trés peu
cher une fois I’équipement informatique install¢), il inévitable de passer ensuite a des tests
sur le vivant afin d’avoir une information plus réaliste sur I’action d’un composé. Méme si
le criblage virtuel permet d’aboutir a des molécules candidates, la suite du travail
(synthese, évaluation biologique) reste une part importante tant en terme de temps qu’en

couts humain et matériel. [1]
11.3.1. Criblage virtuel « ligand-based »

Un criblage virtuel « ligand-based » peut étre réalisable, si au moins un ligand de la
cible étudiée est déja connu. L'hypothése que les molécules similaires vont avoir tendance a
présenter des profils d'activités trés proches a similaires, est le principe de base de toute les
méthodes « ligand based ». Ce type de criblage trés populaire est employé au cours de la
phase d’identification de nouveaux hits et les phases d’optimisation des hits et des leads. Qui
permet de rationaliser les processus de découverte de nouveaux composeés, lorsque des

données sont disponibles sur un ou plusieurs ligands actifs de référence [2]
11.3.2. Criblage virtuel « structure-based »

Le criblage virtuel « structure-based » est basé sur la structure de la cible en évaluent la
capacité des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner
les molécules capables de se lier a cette cible Lorsque la structure 3D de la cible biologique
d’intérét est disponible, des méthodes dites basées sur la structure peuvent étre employées. I1
existe deux types de méthodes expérimentales pour obtenir la structure 3D d’une cible : la
cristallographie aux rayons X et la résonnance magnétique nucléaire (RMN). Comme leur

nom l’indique, ces méthodes utilisent la structure de la cible pour découvrir de nouveaux
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composés actifs. Pour cela, différentes approches peuvent étre employeées : la construction de
mode¢les pharmacophoriques basés sur la structure, 1’établissement de modéles RD-QSAR, la
conception de novo (ou de novo design) et les méthodes de docking qui sont les plus

populaires. Toutes ces techniques nécessitent I’identification préalable du site de liaison. [2]

Meéthodes de criblage virtuel «in silico» au
cours du processus R&D

Docking Moléculaire

Conception de novo Méthodes

« structure-based
! »
3D-QSAR
Pharmacophore ‘

Meéthodes

QSAR « ligand-based »

Recherche de similarité

Figure 11.2 : Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand- based » et « structure —based ».

11.4. Filtrage ADME-Tox

Les échecs dans le développement de médicaments étaient principalement la
conséquence de mauvaises performances pharmacocinétiques. Ce probleme a été en grande
partie résolu grace a [I'utilisation d’un filtrage précédant I’utilisation des chimiothéques,
réduisant les taux d’échec dans les phases de développement. Les filtres par ADME-Tox
(Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité) sont rapidement devenus
populaires. lls reposent sur plusieurs critéres déterminant les propriétés pharmacocinétiques
potentilles des molécules et sont désormais largement utilisés pour réduire le nombre de

composés d’une chimiotheques en sélectionnant les plus aptes a devenir des candidats
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Médicaments, avant tout processus de criblage. L’utilisation de ces filtres a donné de trés
bons résultats. [2]
v Absorption :

L’absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site
d’administration a la circulation générale. La voie d’administration du médicament
influence cette premiere phase : la voie intraveineuse est la voie de référence puisque par
définition, a la différence des autres voies (orale par exemple) toute la dose administrée
atteint la circulation générale.

v' Ladistribution :

La distribution est fonction de la capacité du médicament a franchir les barriéres qui
séparent les différents compartiments de l'organisme et a s'y accumuler ou a en étre exclu.
Ceci impligue le passage de barrieres membranaires qui peuvent étre franchies par diffusion

passive ou par l'action de transporteurs.
v' Meétabolisme :

Le terme de metabolisme fait référence a la transformation, par une réaction enzymatique
d’'un médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan
pharmacologique. De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon,
rein, intestin...). Néanmoins le principal site de biotransformation est situé au niveau

hépatique, dans les enzymes des microsomes. [2]
v Elimination :

N’importe Elimination se définit comme le volume de plasma contenant la quantité de
médicament éliminée par unité de temps. Si, stricto sensu, la clairance d'un médicament peut
étre le résultat de Quelle voie d'élimination, les éliminations hépatique et rénale sont,

habituellement, les deux principales a prendre en compte dans I'étude des médicaments.
v' Toxicologie :

La toxicité d'un candidat-médicament est l'un des parameétres les plus redoutés par les
développeurs, surtout lorsqu'il entre en phases cliniques. En effet, un candidat-médicament
présentant des effets secondaires graves lors des phases cliniques est immédiatement
abandonné, et ce généralement de maniere définitive. Il est donc trés important de tenter de

prédire la toxicité d'un composé a partir de sa structure lors des phases précoces de
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développement R&D. La toxicité peut étre classifiée selon l'organe affecté ou selon le

mecanisme de toxicité [2]
11.5. Les récepteurs

Ce sont des proteines soit exprimés a la surface des cellules cibles (R. membranaires) :
récepteurs inotropes et métabotropes, soit a I’intérieur des cellules cibles (R. intracellulaire) :
dans le noyau (R. intranucléaires) ou dans le cytosol (R. extranucléaire). L'interaction
intermoléculaire ligand-site de liaison du récepteur est réversible. Le ligand s'associe a son
récepteur (les récepteurs doivent €tre saturable pour donner I’effet physiologique), puis apres
un certain temps, s'en sépare. La liaison se réalise grace aux forces entre molécules : force
électrique et force chimique (les liaisons ioniques, les liaisons d’hydrogéne). Qui est définie
par leur affinité de liaison ou la force de liaison entre ces deux éléments. Un ligand a faible
affinité pour son recepteur (par une faible force intermoléculaire) se caractérise par une courte
durée de liaison. Exemple : 1’Ach et son récepteur nicotinique au niveau de la JNM, Un ligand
a haute affinité pour son récepteur (par une grande force intermoléculaire) se caracterise par

une longue durée de liaison. Exemple : hormone thyroidienne et son récepteur intranucléaire.

[3]
11.6. Les ligands

Un ligand (du latin ligandum, liant) Ce sont des molécules de signalisation qui en se
fixant sur des récepteurs spécifiques (de surface ou intracellulaire) déterminent une réponse
cellulaire. Le ligand est de type endogéne ou naturelle comme : les hormones,
neurotransmetteurs, cytokines, ou ligand exogene : comme les médicaments qui miment ou

bloquent les effets d’un ligand endogene. [3]
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Figure 11.3 : Schéma Liaison d'un ligand dans un récepteur.
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11.7. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire est I'étude de la facon dont deux ou plus les structures
moléculaires (par exemple, le médicament et I'enzyme ou la protéine) s'emboitent. Dans une
définition simple, I'amarrage est une technique de modélisation moléculaire qui est utilisee
pour prédire comment une protéine (enzyme) interagit avec de petites molécules (ligands). La
capacité d'une protéine (enzyme) et d'un acide nucléique a interagir avec de petites molécules
pour former un complexe supramoléculaire joue un r6le majeur dans la dynamique de la
protéine, qui peut améliorer ou inhiber sa fonction biologique. Le comportement de petites
molécules dans les poches de liaison des protéines cibles peut étre décrit par ancrage
moléculaire. La méthode vise a identifier les poses correctes des ligands dans la poche de
liaison d'une protéine et a prédire l'affinité entre le ligand et la protéine. En fonction des types

de ligand, lI'amarrage peut étre classé comme :

» Docking protéine-petite molécule (ligand)
» Docking proteéin-acide nucleique

> Docking protéine-protéine [4]

Target Ligand Complex

docking
B

[9 docking

I —

—¥

Figure 11.4: docking protein-ligand.
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Le « Docking » moléculaire étude la ou les structures des complexes possibles formés

entre une molécule active et une protéine.

« Nous utilisons des algorithmes de calcul pour générer un grand nombre de directions

possibles afin d'obtenir la meilleure insertion possible de la molécule dans la protéine

« Le programme prend en compte tous les degrées de liberté de la molécule (translation et

rotation).

% Pour chaque possibilité I'énergie est calculée en Mécanique Moléculaire, prenant ainsi en
compte toutes les interactions ligand-récepteur (liaisons de Van der Waals, liaisons H,

hydrophobie...).
+ On obtient ainsi un « score » pour estimer la meilleure interaction ligand/ récepteur.

% Le score est I'enthalpie libre de liaison (il doit étre minimisé). [5]

Logiciels pour Docking :

Auto dock, arguslab, suissdock et Schrodinger...etc.

11.8. Pharmacophore

11.8.1. Pharmacophore (schéma pharmacophorique)

Un pharmacophore est I'ensemble des caractéristiques stériques et électroniques
nécessaires pour assurer les interactions supramoléculaires optimales avec une structure cible
biologique spécifique et pour déclencher (ou bloquer) sa réponse biologique. (Un
pharmacophore ne représente pas une molécule réelle ou une véritable association de groupes
fonctionnels, mais un concept purement abstrait qui rend compte des capacités communes

d'interaction moléculaire d'un groupe de composés vers leur structure cible.).[6]
11.8.2. Modélisation des pharmacophores

La modélisation des pharmacophores est un sous-domaine réussi mais tres diversifié de
la conception de médicaments assistée par ordinateur. Le concept de pharmacophore a été
largement appligué a la conception rationnelle de nouveaux médicaments. Les
pharmacophores peuvent étre utilisés pour représenter et identifier des molécules au niveau

2D ou 3D en décrivant schématiquement les éléments clés de la reconnaissance moléculaire.
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L'application la plus courante des pharmacophores est le dépistage virtuel, et différentes
stratégies sont possibles en fonction des connaissances préalables. Cependant, le concept de
pharmacophore est également utile pour la modélisation ADME-tox, les effets secondaires et
la prediction hors cible ainsi que pour l'identification de la cible. De plus, les pharmacophores
sont souvent associés a des simulations d'amarrage moléculaire pour améliorer le criblage
virtuel.[7]

11.9.3D QSAR

11.9.1. Définition

Les relations quantitatives structure-activité (QSAR) sont des relations mathématiques
liant la structure chimique et l'activité pharmacologique de maniere quantitative pour une
série de composes. Les methodes qui peuvent étre utilisées dans QSAR comprennent diverses

techniques de régression et de reconnaissance de formes.[8]
11.9.2. Objectifs du QSAR

La plupart des méthodes QSAR se concentrent sur les objectifs suivants :

* Corréler et récapituler quantitativement les relations entre les tendances des altérations de
la structure chimique et les changements respectifs des paramétres biologiques pour
comprendre quelles propriétés chimiques sont les déterminants les plus probables de leurs

activités biologiques
* Optimiser les leads existants pour améliorer leurs activités biologiques

* Prédire les activités biologiques de composés non testés et parfois encore

indisponibles.[8]
11.9.3. Progres dans les approches 3D-QSAR

3D-QSAR est un terme large englobant toutes ces méthodes QSAR qui corrélent les
propriétés macroscopiques des cibles avec des descripteurs calculés basés sur des atomes
dérivés de la représentation spatiale (tridimensionnelle) des structures moléculaires. La
méthodologie est apparue comme une extension naturelle des approches QSAR classiques
mises au point par Hansch et Free-Wilson. L'inconvénient majeur des techniques 3D-QSAR

est qu'elles reposent toutes sur diverses hypothéses qui sont décrites dans la section
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suivante.[8] .
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Figure 11.5 : Modéle de I'étude de relation structure activité

11.9.4. Etudes 3D-QSAR

Des modeéles 3D-QDAR dit « receptor dependent » (RD-QSAR) peuvent étre miss en
oeuvre lorsque la structure 3D de la cible biologique est résolue [9]. Les approches 3D-QSAR
ont été développées pour corréler ’activité biologique d’une série de composés actifs de
référence avec 1’arrangement spatial de nombreuses propriétés de la molécule telles que les
propriétés stériques, lipophiliques et électronique et pour fournir des indications pour
I’optimisation par phamacomodulation et la conception de nouveaux composés avec des

profils d’activité améliorés [10].

En 1979, La premiére approche 3D-QSAR a été proposée en décrivant les propriétés de

champs moléculaires de composés, les calculer sur une grille réguliere puis les corréler a leur
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activité biologique par analyse en «composante principale» (PCA) [11]. Actuellement,
différentes méthodes 3D-QSAR sont utilisées tel que CoMFA (Comparative Molecular Field
Analysis) et COMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis). 1l est a noter que
toutes ces méthodes nécessitent un alignement minutieux des ligands de référence. Cependant,

ces approches sont considérées a la fois « ligand-based » et « structure-based ».

Le CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis), une méthode qui refléte I'interaction
sans liaison entre le récepteur et le ligand, est largement utilisé dans la conception de
médicaments. Les énergies potentielles stériqgue (Lennard-Jones) et électrostatique
(coulombique) des champs de force implémentés dans logiciel SYBYL ont été évaluées par
CoMFA. Pour chaque ligand d'alignement de pharmacophore, un réseau cubique 3D avec un
espacement de grille de 1,0 A dans les directions x, y et z a été généré pour enfermer l'agrégat
de molécule. Un atome de carbone sp3 avec une charge de +1,0 et un rayon de Van der Waals
de 1,52 A a été utilisé comme sonde ; cet atome a été placé & chaque point du réseau pour
calculer divers champs stériques et électrostatiques. Une valeur de coupure d'énergie de 30
kcal / mol a été imposée a tous les calculs de CoMFA pour éviter des valeurs d'énergie
excessivement élevées et irréalistes dans la molécule. Ensuite, I'analyse des moindres carrés

partiels (PLS) a été appliquée pour obtenir le modele final.[12]

Le CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis) a utilisé une
fonction de type gaussien basée sur la distance. Ainsi, COMSIA peut étre capable d'obtenir
des modeles plus stables que CoMFA dans les études 3D-QSAR. Le modele CoMSIA
construit a fourni des informations sur les champs steriques, électrostatiques, hydrophobes,

donneurs de liaisons hydrogene et accepteurs de liaisons hydrogene.[12]

11.9.5. Modeles statistiques

L’objectif de I’analyse statistique est justement de « déméler » ces descripteurs et
d’identifier ceux qui sont corrélés a la variable cible, qui produisent du signal, de ceux qui ne
le sont pas, qui produisent du bruit. L’analyse statistique permet également d’identifier les
descripteurs qui sont corrélés entre eux pour ne garder que les principaux et réduire ainsi la

redondance d’informations.
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L’analyse statistique détermine et quantifie les corrélations entre les descripteurs et la
variable cible. Elle indique également la contribution relative de chaque descripteur dans
I’explication globale de I’activité. Le modele statistique est une équation donnant la valeur de
la variable cible en fonction de la somme des valeurs pondérées des descripteurs. Les

principaux outils statistiques pour obtenir un modele sont :

- la régression linéaire multi variée (Multivariate Linear Regression - MLR).
- la régression en composante principale (Principale Componant Regression - PCR).
- la régression des moindre carrés partiels (Partial Least Squares - PLS) [14].

- les réseaux de neurones artificiels (Artificial Neural Network - ANN).

11.9.5. 1. Régression linéaire multiple

Une analyse de régression ou la variable dépendante Y dépend linéairement de plusieurs
variables independantes X1, Xz, . . ., Xjest appelée régression linéaire multiple. L’équation de

régression linéaire multiple est de la forme :

Y=1 (X1, X, ..., Xj)ouf (XL, X2,..., X]) est une fonction linéaire de X1, X, .. ., Xj [13].

11.9.5. 2. Test de la signification globale de la régression

e Coefficient de corrélation (R?)

C’est le coefficient de corrélation de Bravais Pearson entre Y et Y’, c’est a dire entre valeurs
observées et prédites par le modele de régression, il est noté R, sa valeur variée entreQ et 1.
Une bonne corrélation entre 1’activité cible et I’activité initiale si r est plus proche de 1.

e Test Fisher-Snedecor (F)

Le test de Fisher-Snedecor est un test statistique qui compare les variances de deux

échantillons statistiques.

e Coefficient de prédiction (Q2)
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Si R2 est une mesure de la justesse de la corrélation, Q2 est une mesure de la justesse de la

prédiction. Il mesure la capacité prédictive d’un modéele.
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I11. 1. Introduction

Dans la présente étude, un modéle 3D-QSAR basé sur le ligand et des études
d'amarrage moléculaire (docking) sur les dérivés de colchicine, combrétastatine A-4,
podophyllotoxine, myosevérine, sulfonamide et de chalcone ont été réalisées pour élucider les

caractéristiques structurelles des inhibiteurs de la tubuline. Pour cette étude on prend les 34

ligands suivants :
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Figure 111.1: Inhibiteurs actifs & activité 1Cs.

I11. 2. Matériels et méthodes

111.2.1. Base de données

Un ensemble de 34 composés a été recherché dans la base de données pubchem et
dans la littérature [1-2] en tant qu'inhibiteurs puissants de polymérisation de la tubuline.
L'ensemble de données a été divisé au hasard en un ensemble d'apprentissage et un ensemble
de test, en considérant 80% du total des composés dans I'ensemble d'apprentissage

(28composés) et 20% dans I'ensemble de test (6 composés). L'ensemble de d'apprentissage a
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été utilisé pour générer des modeles 3D-QSAR, tandis que I'ensemble de test a été utilisé pour
valider la qualité du modele. Toutes les activités biologiques utilisées dans cette étude ont été

exprimées en plCso = —log 10 ICsp (voir le tableaulll.1).
I11. 2.2. Préparation de la protéine

Structure cristalline tridimensionnelle de la tubuline (PDB ID: 1SAO) a été
téléchargée au format PDB a partir de la banque de données de protéines [3]. Par la suite, la
structure a été préparée et affinée a l'aide de l'assistant de préparation de protéines (Protein
Préparation Wizard) de Schrodinger-Maestro v11.8 [4]. Des charges et des ordres de liaison
ont eté attribués, des hydrogénes ont été ajoutes aux atomes lourds et toutes les eaux ont été
supprimees. La minimisation de I'énergie a été réalisée a I'aide du champ de force OPLS 2005

en réglant le RMSD (root-mean-square-déviation) de I'atome lourd & 0,30 A.
I11. 2. 3. Génération des grilles de récepteur

Le module Glide [5] du logiciel Schrédinger a été utilisé pour generer des grilles de
récepteurs. Les grilles de recepteurs ont éte déterminées pour les protéines préparées de telle
sorte que diverses poses de ligand se lient a l'intérieur du site actif prédit pendant I'amarrage.
Les grilles ont été produites en gardant les parametres par défaut du facteur d'échelle de van
der Waals 1,00 et de la coupure de charge 0,25 sous le champ de force OPLS 2005. Une boite
cubique de dimensions spécifiques focalisée autour du centre de gravité des residus du site
actif (site actif du ligand de référence, colchicine) a été créée pour le récepteur. La limitation

de la boite a été réglée a4 10 A x 10 A x 10 A pour les calculs d'amarrage.
I11. 2. 4. Préparation des ligands

Toutes les molécules ont été construites dans le programme Maestro version 11.8 [4] et ont
été préparées a l'aide de LigPrep (module implémenté dans le logiciel Schrodinger) pour
convertir la structure bidimensionnelle en une structure 3D, générer un stéréoisomere,
déterminer I'état d'ionisation le plus probable en utilisant les conditions par défaut a pH 7,0 £
2.0. L’utilisation le sous-programme epike pour neutraliser les structures chargées, ajouter de
I'hydrogene et générer les conformeéres bioactifs les plus minimisés de 1’énergie en appliquant

le champ de force OPLS (potentiels optimisés pour les simulations de liquides) 2005.
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I11. 2. 5. Amarrage (docking)

Quand la grille de récepteur a été produite ; les ligands ont été amarrés a la protéine en
utilisant le protocole d'amarrage de Glide. Le ligand flexible et le mode XP (Précision Extra)
ont été utilisés dans la procédure d'amarrage. Les conformeres amarrés ont été évalués a I’aide
de docking Score [6]. Le protocole « Glide XP » déduit des termes énergétiques tels que les

interactions : liaisons d’hydrogénes, électrostatiques, hydrophobe et pi — pi (n-7). [4]
I11. 3. Résultats et discussion

I11. 3.1. Modele 3D-QSAR

Field-Based QSAR (dans le logiciel Schrodinger) est un outil pour construire un
modele pour la relation entre les valeurs d'activité connues et les caractéristiques 3D d'un
ensemble de composés alignés (similaire a I'analyse comparative de champ moléculaire
CoMFA / analyse comparative de I'indice de similarité moléculaire COMSIA). Il pourrait étre
possible de visualiser le modéle QSAR dans I'espace pour évaluer qualitativement, ce qui
nous permet d'ajouter ou de supprimer des groupes fonctionnels et d'utiliser le modéle pour
prédire quantitativement les activités d'autres molécules. Le modele 3D QSAR a été généré en
PHASE (module implémenté dans le logiciel Schrédinger) en utilisant 28 composés comme
d’apprentissage, tandis que le modele a été validé en utilisant 6 composés en tant que
composes de test. Les activités expérimentales et predites pour I'ensemble d'apprentissage et
I'ensemble de test sont données dans le tableau 111.1. Un modeéle a cing facteurs de PLS avec
de bonnes statistiques et une capacité prédéterminée a été généré pour lI'ensemble de données.
Les valeurs statistiques ont été répertoriées dans le tableau 111.2. Les résultats de QSAR
montrent le meilleur coefficient de régression de R? (0,996), une grande valeur de F (1346.7)
et une valeur P (1,4e-026), une petite valeur de I'écart type (0,033), RMSE (0,25) et des
valeurs élevées de Pearson-P (0,885) indiquent un modele de régression statistiquement
significatif. Le modéle a été validé par un bon coefficient de corrélation pour I'ensemble de test
g® = 0,687. Le graphique de I'activité biologique observée par rapport a l'activité biologique

prévue des ensembles d'apprentissage et de test est illustré dans la figure 111.2.
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Tableau 111.1. Données d'activité Exprérience/prédite pour I’apprentissage et le test de

I'ensemble de ligands.

Numéros de Ensemble Activité Exp Facteurs PLS | Activité prédite
ligand QSAR
1 Apprentissage 5.769 5 5.749
2 Apprentissage 5.244 5 5. 287
3 Apprentissage 5.337 5 5. 332
4 Apprentissage 5.677 5 5.686
5 Apprentissage 5.818 5 5.827
6 Apprentissage 7.301 5 7.270
7 Test 4.740 5 4.930
8 Apprentissage 4.675 5 4.629
9 Apprentissage 6.00 5 5.990
10 Apprentissage 5.434 5 5.443
11 Apprentissage 4,772 5 4.751
12 Apprentissage 5.619 5 5.602
13 Test 5.698 5 6.364
14 Apprentissage 5.602 5 5.596
15 Apprentissage 5.537 5 5.648
16 Test 5.443 5 5.511
17 Apprentissage 5.468 5 5.400
18 Apprentissage 5.202 5 5.221
19 Test 5.206 5 5.210
20 Apprentissage 4.775 5 4.749
21 Apprentissage 5.832 5 5.732
22 Test 6.207 5 5.732
23 Apprentissage 6.346 5 6.318
24 Apprentissage 5.167 5 5.185
25 Test 5.657 5 5.658
26 Apprentissage 5.5652 5 5.581
27 Apprentissage 5.795 5 5.803
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28 Apprentissage 5.880 5 5.859
29 Apprentissage 5.443 5 5.459
30 Apprentissage 6.309 5 6.356
31 Apprentissage 5.701 5 5.676
32 Apprentissage 5571 5 5.564
33 Apprentissage 5.844 5 5.841
34 Apprentissage 5.216 5 5.259
Tableau I11.2. Valeurs statistiques pour le modele 3D-QSAR géneré par PLS.
# Les SD R? F P RMSE Q? Pearson-
facteurs r
1 0.272 0.740 74.3 | 4.26e-009 0.21 0.786 0.903
2 0.159 0.914 134.0 | 4.36e-014 0.24 0.714 0.886
3 0.106 0.963 209.9 | 2.37e-017 0.27 0.634 0.870
4 0.053 0.991 643.6 | 3.06e-023 0.25 0.682 0.862
5 0.033 0.996 | 1346.7| 1.4e-026 0.25 0.687 0.885

SD: écart type de la régression; R? coefficient de régression; F: rapport de la variance du modéle a la
variance de l'activité observée (ratio de variance); P: niveau de signification du rapport de
variance;Q2: coefficient de corrélation a validation croisée pour l'ensemble de test; RMSE: I'erreur

RMS dans les prédictions de I'ensemble de test.
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Figure 111.2 : Graphique de corrélation de pIC50 expérimental et prédit des ensembles d’apprentissage
et de test.

Les contributions relatives des champs stérique, électrostatique, hydrophobe, accepteur de
liaison d’hydrogéne et donneur de liaison d’hydrogeéne sur I’activité sont respectivement de
0,385, 0,104, 0,212, 0,183 et 0,114 (voir le tableau 111.3 pour le meilleur PLS). La validité
effective du modéle est indiquée par sa capacité a prédire l'activité biologique de nouvelles
molécules. . D'apres le tableau 111.3, il apparait que le champ stérique contribue de fagcon
remarquable sur l'activité par rapport les champs hydrophobe, accepteur de liaison

d’hydrogene, électrostatique et donneur de liaison d’hydrogene, respectivement.
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Tableau I11.3. Détails des calculs du modéle QSAR basé sur le terrain.

# Les | Stérique Electrostatique | Hydrophobe | Accepteur Donateur
facteurs gaussien gaussien gaussien Hbond Hbond

1 0.466 0.081 0.202 0.152 0.096

2 0.404 0.094 0.212 0.181 0.106

3 0.397 0.098 0.212 0.181 0.109

4 0.388 0.102 0.211 0.184 0.113

5 0.385 0.104 0.212 0.183 0.114

Les données d’interaction ainsi obtenues permettent la construction d’un modele de
régression PLS comprenant un grand nombre de coefficients. Afin de faciliter la
compréhension de ce modele, les résultats sont généralement représentés sous la forme d’aires
de contour indiquant les régions favorables et défavorables aux interactions stériques,
électrostatiques, hydrophobique, accepteur de liaison d’hydrogéne et donneur de liaison

d’hydrogene.

Les contours 3QSAR basés sur le champ guassian pour les interactions stérique,
hydrophobique et accepteur de liaison d’hydrogeéne sont représentés sur les figures III.3a,
111.3b et 111.3c, respectivement. Dans les aires de contour, chaque contour coloré correspond a
des propriétés spécifiques telles que les contours verts pour les régions a haute influence de
stérique, jaune pour une faible influence de stérique. Les contours orange représente les
régions hydrophobique favorisées et les contours bleus pour les régions hydrophobique
défavorisées. Les contours magenta et rouge indiquent des régions favorables et défavorables

pour l'accepteur de liaison hydrogene, respectivement.
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Figure 111.3a : Aires du champ gaussian stérique pour la colchicine (ligand de réference).

les interactions stériques de 3D QSAR basé du champ gaussian dans la figure Il1.3a ne
montre aucune présence de contours jaunes sur la molécule de référence indiquant I'absence
de régions défavorables. Le grand contour vert situé sur les cycles de colchicine (ligand de
référence) indique une influence stérique élevée dans ces zones (la zone ou le groupe

volumineux favorise l'activité)).

Figure 111.3b. Aires du champ gaussian d’hydrophobe pour la colchicine.
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Les aires de contours hydrophobes sont affichées sur la figure 111.3b. Les contours bleus
montrent des régions hydrophobes défavorables situées sur le cycle benzénique (cycle A), les
groupes méthoxy et la fonction amide. Les contours orange sont présents dans des zones
hydrophobes favorables situées sur une partie du cycle B de la colchicine, ce qui indique que

tout groupe en présent a cette position représente des régions hydrophobiques favorisées.

Les aires de contours d'accepteur de liaison d’hydrogene sont indiquées par des contours
rouges et magenta sur la figure 111.3c. Les contours rouges représentent des régions ou les
accepteurs de liaisons hydrogene sont favorables et les contours magenta indiquent des
régions ou les accepteurs de liaisons hydrogene sont défavorables pour l'activité. Dans cette

position (rouge), tout substituant contenant un groupe accepteur augmente l'activité.

Figure 111.3c : Aires du champ guassian d'accepteur de liaison d’hydrogene pour la colchicine.

I11. 3.2. Amarrage (Docking)

Etudes de la structure docking ont été menées pour étudier I’interaction intermoléculaire

entre le ligand et ’enzyme ciblée a I’aide de Glide (Glide 5.8, Schrodinger, 2018). Le docking
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a été effectué pour étudier le mode de liaison des composés actifs avec le récepteur : 28ai et
obtenir des informations pour de nouvelles améliorations structurelles. La génération de grille
pour définir le site de liaison sur le récepteur a été effectuée a ’aide du panneau de génération
de grille du récepteur avec les parametres par défaut. Le docking Glide (XP) a été utilisé pour
cette étude. Pour évaluer le docking des ligands protonnés, le score de docking doit étre
utilisé. Ainsi, dans ce travail, le score de docking a été utilisé pour comparer la stabilité des

complexes simulés.

Le site actif le plus susceptible d'effectuer le processus d'amarrage se compose des acides
aminés suivants : ASN A :101, ALA A:180, VAL A:181, LYS B:352, THR B : 353, ALA
B :354, ALA B :316, ALA B :317, VAL B: 318, CYS B :241, MET B : 259, ASN B :258,
VAL B :238, ILE B: 378, LEU B :255, LYS B :254, LEU B :252, ASP B : 251, ALA B
250, ASN B : 249, LEU B : 248, GLN A : 11.

Le score d'amarrage obtenu pour les inhibiteurs potentiels L-2, L-6, L-22, L-23 et L-30
sont -5.67,-5.45,-5.45,-6.97 et -7.30, respectivement (\oir le tableau 111.4). D’aprés le tableau
[11.4, le complexe L-30/ tubuline est plus stable que les complexe L-23/ tubuline, L-2/
tubuline, L-6/ tubuline, L-22/ tubuline, respectivement. Parmi ces inhibiteurs étudiés,

I’inhibiteur L-30 a un score d'amarrage plus élevé par rapport a tous les inhibiteurs actifs.

Tableau I11.4: Résultats de I'analyse d'amarrage des ligands sélectionnés.

Ligands Score docking Energie Glide Activité PICs
L2 (Colchicine) -5.67 -42.72 5.244
L-6 -5.45 -53.32 7.301
L-22 -5.45 -44 .87 6.207
L-23 -6.97 -49.12 6.346
L-30 -7.28 -44.75 6.309
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Figure I11.4a : Interactions 2D et 3D du ligand 6 dans le site actif du récepteur 1SAQ.
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Figure 111.4b : Interactions 2D et 3D du ligand 22 dans le site actif du récepteur 1SAO.
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Figure I11.4c : Interactions 2D et 3D du ligand 23 dans le site actif du récepteur 1SAQ.
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Figure 111.4.d : Interaction 2D et 3D du ligand 30 dans le site actif du récepteur 1SAO.
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Des études d'amarrage de ligand 6 ont montré que I’atome d’oxygene du groupe (OCH3)
dans le cycle benzénique (contient trois groupes OCH3) agit comme accepteur et crée une
liaison hydrogéne avec LYS B : 254 (Figure I11.4a). Pour le ligand 22, ’atome d’oxygéne du
groupe (OH) agit comme un accepteur et crée une liaison hydrogéne avec LYS B : 254 et
I’atome d’oxygene du groupe (OCH3) dans le cycle benzénique (contient trois groupes OCH3)
agit comme un accepteur de liaison hydrogéne et crée une liaison hydrogene avec CYS
B :241 (Figure 111.4b). Pour le ligand 23, le groupe (OH) agit comme un donneur de liaison
d’hydrogene et crée une liaison hydrogéne avec le LEU B : 248 et I’atome d’oxygéne de
méthoxy (OCH3) dans le cycle benzénique (contient trois groupes OCH3) agit comme un
accepteur de liaison d’hydrogeéne et crée une liaison hydrogéne avec CYS B: 241 du
récepteur 1SAO (Figure 111.3c). Pour le ligand 30, I’atome d’oxygéne (OH) agit comme un
donneur de liaison hydrogéne et crée une liaison hydrogéne avec le LEU B : 248 et en méme
temps agit comme accepteur de liaison hydrogene et crée une liaison hydrogene avec le LYS
B : 254 du récepteur (Figure 111.3d).

Ces interactions globales avec LYS B : 254 pourraient étre la raison de score de docking
élevé et par conséquent il permet d'étre puissant et aussi selectif pour l'activité biologique

étudiée.
I11. 3.3. Prédiction d’ADMET

Les propriétés d'analyse ADMET (absorption, distribution, métabolisme, élimination et
toxicité) pour les ligands peuvent étre déterminées in-silico en utilisant le module gikprop de
Schrddinger suite 2018. Nous avons evalué les descripteurs physio-chimiques et les propriétés
pharmaceutiques pertinentes des ligands actifs sélectionnés pour analyser les propriétés

médicamenteuses (tableau 111.5).

Le nombre calculé de réactions métaboliques probables (# metab) est compris entre 2 et 7.
Tous les ligands actifs ont montré de bonnes valeurs de coefficient de partage (QP log Po / w)
(2.592 a 4.972), qui étaient essentielles pour I'absorption et la distribution des médicaments.
Le nombre estimé de liaisons hydrogéne qui seraient données par le soluté aux molécules
d'eau dans une solution aqueuse des composés est compris entre 1.000 et 2.000. Le nombre

estimé de liaisons hydrogéne qui seraient acceptées par le soluté a partir de molécules d'eau
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dans une solution aqueuse des composés est de I'ordre de 3.500 a 8.250. Le nombre de
violations de la régle de cing de Lipinski est de 0-1. Les composés ont 100% d'absorption
orale humaine. Le coefficient de partage cerveau / sang estimé (QPlogBB) est compris entre -
0.993 et -0.391. Ainsi, presque toutes les propriétés des ligands actifs se situent dans les
valeurs recommandées. A partir de ces résultats, nous pouvons dire que les ligands actifs
peuvent étre utilises dans les essais cliniques en raison de bonnes propriétés ADMET. Les

détails des propriétés ADMET pour les ligands actifs sont indiqués dans le Tableau I11.5.

Tableau 111.5 : Criblage in silico ADMET de ligands sélectinnés.

Ligand QPlogBB QPlogHERG QPlogKP QPPcaco QPPMD
CK
L-2 -0.604 -3.119 -2.524 926.974 710.227
L-6 -0.483 -4.137 -2.335 646.788 3957.227
L-22 -0.993 -5.460 -1.878 1129.637 564.379
L-23 -0.865 -4.923 -1.886 1353.127 685.980
L-30 -0.604 -6.734 -0.911 1624.067 | 1511.397
Valeurs AU DESSUS -5 -8al <25 :faible ;> | <25:

reczggan— -3.0t0 1.0 500 : super faible ;2
500: super

Ligand | Donne- | Accepte- | QPLog | #metab | QPlog | Régle de | %oHumane
ur HB ur HB PO /W Khsa cing Orale_

Absorption

2 1.000 7.500 2.592 5 -0.084 0 300

6 2.000 7.750 4.949 7 0.632 1 100

22 1.000 5.750 3.381 5 0.138 0 300

23 1.000 5.750 3.629 6 0.247 0 300

30 1.000 3.500 4972 2 0.703 0 300
Valeurs <5 <10 -20-65| 1-8 |-1.5-15| Max4 | >80% super
o, <25% faible
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Donneur HB : Nombre estimé de liaisons hydrogéne qui seraient données par le soluté aux molécules
d'eau dans une solution aqueuse. Les valeurs sont des moyennes prises sur un certain nombre de

configurations.

Accepteur HB : Nombre estimé de liaisons hydrogene qui seraient acceptées par le soluté a partir de
molécules d'eau dans une solution aqueuse. Les valeurs sont des moyennes prises sur un certain

nombre de configurations.
QPlogPo / w : Coefficient de partage octanol / eau prévu.
QPIlogHERG : Valeur 1C50 prévue pour le blocage des canaux HERG K +.

QPPCaco : Perméabilité apparente prévue des cellules Caco-2 en nm/s. Les cellules Caco-2 sont un

modele pour la barriere intestinale. Les prédictions QikProp concernent le transport non actif.

QPlogBB : Coefficient de partage cerveau / sang prédit. Remarque : les prédictions QikProp

concernent les médicaments administrés par voie orale

QPPMDCK : Perméabilité apparente prévue des cellules MDCK en nm/ s. Les cellules MDCK sont
considérées comme une bonne imitation de la barriére hémato-encéphalique. Les prédictions QikProp

concernent le transport non actif.
QPlogKp : Perméabilité cutanée prévue.

# Metab : Nombre de réactions métaboliques probables. Voir I'annexe A du manuel d'utilisation de

QikProp pour une liste compléte des réactions.
QPlog Khsa : Prédiction de la liaison a I'albumine sérique humaine

Pourcentage d'Absorption Humaine Orale : Absorption orale humaine prédite sur une échelle de 0
a 100% La prédiction est basée sur un modele de régression linéaire multiple quantitative. Cette
propriété est généralement bien corrélée avec HumanOralAbsorption, car les deux mesurent la méme

propriété.

Rule Of Five : Nombre de violations de la regle de Lipinski de cing.
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Conclusion générale

Dans cette étude, des analyses de modele QSAR basé sur le champ ont été
utilisées pour predire I'activité antipolymérisation de tubuline d'un ensemble de
dérivés de plusieurs familles de colchicine, combrétastatine A-4,

podophyllotoxine, myosevérine, sulfonamide et de chalcone.

Les modeles QSAR ont donné de bons résultats statistiques en termes de
valeurs r? et Q? (r>=0.996, Q?=0.687). Le modéle QSAR basé sur le champ a
fourni une corrélation significative du champ stérique, hydrophobe et accepteur
de liaison d’hydrogéne avec les valeurs d'activité biologique. Les champs du
modeéle 3D QSAR au niveau des molécules alignées sur l'activité biologique ont

été expliques en analysant les aires de contour.

L'amarrage a été effectué pour étudier le mode de liaison des ligands actifs
sur le recepteur afin d'obtenir des informations pour une optimisation plus

poussée de la structure. Le ligand L-30 affiche le meilleur score d'amarrage.

Le criblage insilico ADMET de ces ligands actifs a également été effectué et

les valeurs de toutes les propriétés sont dans les valeurs recommandees.

Les informations obtenues dans cette étude fournissent une methodologie
pour prédire l'affinité des dérivés de ces familles apparentés pour inhiber la

polymerisation de tubuline
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