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Introduction

Le cancer est un probléeme majeur de santé publique dans le monde de nos jours. Ces
derniéres décennies, une poussée épidémiologique inquiétante de maladies cancéreuses. Au
niveau mondial, le nombre de nouveaux cas de cancer est passé de 12,7 millions a 19,3 millions
de 2008 a 2019 (Zongo et al., 2023). Pour I’année 2024, environ 20 millions de nouveaux cas
sont imputables au cancer selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS, 2024). Le cancer
colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus répondu dans le monde apres les cancers du
poumon et du sein (Hbibi, 2023). 1l est responsable de plus d’un million de nouveaux cas et
plus d’un demi-million de déces par an mondial (Cardenas et al., 2023). La tabagisme et la
consommation de viande rouge et I’utilisation d’aspirine sont quelques facteur de risque qui
induisent 1’introduction de cancer colorectal (Siegel et al., 2017).

Depuis des siécles, les plantes médicinales ont été utilisées pour traiter diverses maladies
dans le cadre de la médecine traditionnelle, se positionnant ainsi en tant qu'approche alternative
de premier plan. Actuellement, plus de 3000 especes végétales sont reconnues pour leurs
activités anticancéreuses, et une trentaine de composeés d'origine végétale sont en cours de tests
précliniques (Haque et al., 2021). Des recherches ont également montré que les agrumes, les
legumes et les plantes médicinales possédent une activité anticancéreuse prometteuse en
préclinique (Choudhari et al., 2020 ; Haque et al., 2021). Des études menées par divers
laboratoires indépendants ont identifié plusieurs composés phénoliques végétaux pour leur
potentiel dans le traitement du cancer colorectal (Sun et Shahrajabian, 2023).

Les flavonoides, agissant comme pro-oxydants, pourraient inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses en ciblant le récepteur du facteur de croissance épidermique/protéine
kinase activée (EGFR/PKA) (Abotaleb et al., 2018 ; Rodriguez-garcia et al., 2019 ).

L’¢élaboration d’un protocole pour estimer I’efficacité de nouveaux composés chimiques
in vivo et in vitro est parfois tres difficile a réaliser sur le plan biologique (couteux et lent)
(Grosdidier, 2007). Ce qui a poussé les chercheurs actuellement a se baser sur 1’'usage des
outils informatiques tels que la modélisation moléculaire et plus précisément 1’amarrage

moléculaire plus souvent connu sous le terme « docking » (Macari et al., 2022).

Le criblage virtuel par docking moléculaire est une technique de simulation

informatique in silico qui vise a simuler et prédire I’affinité d’un trés grand nombre de ligands
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pour le site actif d’une cible thérapeutique donnée. Cette approche a été initié au début des
années 1980, ensuite s’est développée pour devenir, de nos jours, un outil incontournable dans
la recherche de nouvelles molécules bioactives (Mokrani et al., 2012) cette technique est plus
rapide et moins couteuse que les criblages expérimentaux classiques.

C’est dans ce contexte que s’inscrit 1’objectif de ce présent travail qui vise a évaluer
I'efficacité anticancéreuse colorectale d'un groupe de flavonoides couramment présents dans
I'alimentation, ainsi qu'a comprendre les mécanismes sous-jacents des interactions entre ces
flavonoides et le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Il est crucial de
souligner que cette étude vise également a approfondir I'analyse post-docking en incluant un
filtrage ADME/T, permettant ainsi d'évaluer la pharmacocinétique et la toxicité potentielle de
ces composés. En effet, notre objectif est de quantifier I'énergie des interactions de ces
composeés et de visualiser leurs liaisons avec le site actif de la protéine, tout en prenant en

compte leur viabilité en tant que candidats thérapeutiques potentiels.

Ce travail est structuré en deux grandes parties, la premiere partie théorique est
composée de deux chapitres distincts. Le premier chapitre explore le lien entre le cancer et les
flavonoides, tandis que le second chapitre se concentre sur le docking moléculaire. La seconde
partie est consacrée a la partie expérimentale et se divise également en deux sections. La
premiére section détaille les différents matériels et méthodes utilisés dans I'étude, tandis que la

seconde section présente les résultats obtenus et leur discussion.
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Chapitre | Cancer et Flavonoides

1.1 Le Cancer
1.1.1 Définition

Le cancer peut étre décrit comme une croissance cellulaire désordonnée et incontrélable
dans une région spécifique du corps, qui peut s’é¢tendre a d’autres parties adjacentes ou
éloignées (Mohemed et al., 2023). Cette croissance anormale est le résultat de multiples
mutations génétiques qui s’accumulent dans les cellules dés les premiers stades de
développement embryonnaire. Cependant, le développement d’un cancer ne survient que
lorsqu’une combinaison spécifique de mutations affecte plusieurs genes. Ces mutations
modifient la séquence d’acides aminés des protéines, les rendant nouvelles pour le systéme

immunitaire adaptatif de ’organisme (Xia et al., 2021).

1.1.2 Facteurs de risque

1.1.2.1 Facteurs internes

Certaine cancer peuvent avoir une composante héréditaire (transmis dans la famille),
d’autres peuvent étre dus a une mutation génétique (Agagindiz et al., 2023). En effet,
certaines personnes sont plus prédisposées a développer un cancer. Elles ont hérité d’une
mutation génétique particuliere augmentant le risque de cancer, ce qui ne signifie pas forcément

qu’elles seront un jour atteintes d’un cancer malin (Mongis, 2017).

1.1.2.2 Facteurs externes

Les substances cancérogenes proposées par 1’environnement comme facteurs de risque
tels-que les ultraviolets, la radioactivité et les champs électromagnétiques, la pollution de 1’air,
les biocides, les pesticides et les métaux (Belpomme et al., 2007), aussi divers facteurs de
risque sociaux tels que le tabagisme, I’abus d’alcool, une alimentation déséquilibrée et la
sédentarité contribuent au développement des cancers colorectaux. De plus, le risque de
développer un cancer est accru lorsque I’individu est exposé a des agents cancérogenes en

quantité importante, de maniére précoce ou réguliére (Mongis, 2017).

1.1.3 Les étapes de cancérogenése

La cancérogenese est un processus complexe qui se déroule selon plusieurs voies. Au
cours de ce processus, des altérations moléculaires et cellulaires distinctes surviennent,
impliquant des étapes spécifiques, mais étroitement liées, telles que L’initiation, la promotion

et la progression (Sidiqui et al., 2015).



Chapitre | Cancer et Flavonoides

1.1.3.1 Initiation

La premicre étape dans le développement d’un cancer est I’initiation, au cours de
laquelle un changement du matériel génétique d’une cellule (mutation) la prépare pour qu’elle
devienne maligne. Débute aprés 1’exposition a des agents cancérigéne initiateurs tels que, virus,
des produits chimique les radiations et les rayons solaires (Oliveira et al., 2007 ; Sawicki et
al., 2021).

1.1.3.2 Promotion

Dans 1’étape de promotion, une cellule mutante commence une division cellulaire
incontr6lée (Laurier et al., 2023). Contrairement aux cancérigenes, les promoteurs ne sont pas
en eux-mémes la cause directe du cancer. Cependant, ils permettent a la cellule qui a subi

I’initiation de devenir cancéreuse (Belpomme et al., 2007).

1.1.3.3 Progression

Pendant la derniere phase de progression, la prolifération continue et les genes
suppresseurs de tumeurs perdent leur activité normale. Il y a une activation de métallo protéases
permettant la modifications de la matrice extracellulaire (Gialeli et al., 2011). Des nouveaux
vaisseaux se forment afin d’alimenter la tumeur. L’invasion vers des sites secondaires est initiée

pour en arriver a la formation de métastases (Carlo et Croce, 2008).
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Figure 01 : Mécanismes d’initiation et de progression du cancer colorectal (CCR) et quelques

facteur de risque (Tirendi et al., 2023).
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1.2 Le Cancer colorectal

1.2.1 Définition

Le cancer colorectal (CCR) est une maladie multifactorielle qui découle de
I’accumulation de facteurs génétiques et environnementaux. Bien que I’incidence du CCR varie
a I’échelle mondiale, elle a augmenté ces derniers temps particulierement chez les jeunes
adultes (Cardenas et al., 2023).

1.2.2 Deéveloppement du cancer colorectal

Les études antérieures ont démontré que Les cancers colorectaux évoluent
progressivement a mesure que des altérations génétiques s'accumulent, impactant les
régulateurs de la prolifération cellulaire, les processus du cycle cellulaire, I'apoptose (mort

cellulaire programmee) et les mécanismes de réparation de I'ADN (Zakaria et al., 2021).

Le cancer colorectal progresse lentement et souvent sans symptdmes apparents jusqu'a
ce qu'il atteigne une certaine taille. A ce stade, il peut provoquer des blocages dans le passage
des selles, entrainant des crampes, des douleurs ou des saignements visibles. La plupart du
temps, ces symptomes surviennent lorsque la tumeur est déja assez grande (Sawicki et al.,
2021). Le cancer du cblon évolue généralement par étapes, avec des changements progressifs

au niveau des cellules et de leur structure génétique (Simon, 2016).

Dysplasie de haut grade

Figure 02 : Les étapes de développement du cancer colorectal (Simon, 2016).
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1.2.3  Protéines de surface cellulaire EGFR/ErbB

Les récepteurs du facteur de croissance (ErbB) ont été associes a la pathogenese du
cancer humain il y a environ trente ans. Des mutations dans les génes EGFR et ErbB2 ont été
observées dans de nombreuses tumeurs épithéliales, et des études cliniques suggerent qu'ils
jouent un role important dans le développement et la progression du cancer (Appert-Collin et
al., 2015).

En effet, la famille ErbB des récepteurs a tyrosine kinases (RTK) comprend les
récepteurs du facteur de croissance épidermique (EGFR), ErbB2, ErbB3 et ErbB4 qui sont
exprimés de maniére omniprésente dans les cellules épithéliales, mésenchymateuses,
cardiaques, et les cellules neuronales. lls sont impliqués dans divers processus cellulaires,
notamment la prolifération, la survie, I’angiogenése et les métastases dans de nombreux cancers
(Minnelli et al., 2020).

La voie de signalisation de ’EGFR, pendant longtemps ¢’était la voie la plus étudiée
dans plusieurs types de cancer et récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) était
la molécule clé dans le diagnostic et le traitement de cancer colorectal ainsi, plusieurs
médicaments ont été développés par 1’industrie pharmaceutique pour bloquer voire inhiber cette

protéine de surface cellulaire afin de stopper la croissance des cellules tumorales. (Hbibi, 2023).

Des études récentes montrent que ’EGFR exprimé par les cellules myéloides du stoma
tumoral, plutdt que par les cellules cancéreuses elles-mémes, contribue de maniére importante
au développement du cancer colorectal. L’EGFR dans les cellules my¢loides active la voie
STAT3 et augmente I’expression de la survivance dans les cellules épithéliales intestinales,
ainsi que la sécrétion d’IL-6 dans le colon. Cela crée un microenvironnement tumoral favorable

a la progression du cancer (Frattini et al., 2015).

La dégradation de la voie de signalisation d’EGFR que ce soit dans les cellules
tumorales ou dans les cellules stromales, est un mécanisme clé de la carcinogéne colorectale
(Frattini et al., 2015 ; Janani et al., 2022).
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Figure 03 : Organisation structurale des récepteurs ErbB/HER (Appert-Collin et al., 2015).

¢

Figure 04 : Les principaux événements structurels impliqués dans 1’activation du récepteur EGF
(Appert-Collin et al., 2015).

1.2.4  Traitements

Plusieurs types de traitements sont utilisés, seuls ou en combinaison, pour traiter les
différents cancers qui sont la radiothérapie, I’'immunothérapie, chirurgie, chimiothérapie,
hormonothérapie, les traitements médicamenteux et la greffe de cellules souches
hématopoiétiques (Hagan et Donovan, 2012).
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L’objectif des traitements du cancer colorectal est le ralentissement voire 1’éradication
de la tumeur primaire et ses métastases, et de réduire les récidives (Hbibi, 2023). Les

traitements des cancers colorectaux reposent sur plusieurs possibilités, tel que :

1.2.4.1 Lachirurgie
Lorsque le cancer colorectal est diagnostiqué a un stade précoce, ¢’est-a-dire lorsque la

tumeur est localisée, celle-ci peut étre réséquee par chirurgie (Hbibi, 2023).

1.2.4.2 La chimiothérapie

C’est un traitement général, qui repose sur I’utilisation de médicaments pour éliminer
les cellules cancéreuses. Les cancers du stade O et | ne sont pas concernés par la chimiothérapie.
Elle est administrée apres la chirurgie dans le cas des cancers avancés (stades : II, Il et 1V)
(Van vuuren, 2015).

1.2.4.3 Les anticorps (AC) monoclonaux

I’apport des immunothérapies ciblées, avec 1’arrivée en 2004 des anti-VEGF
(Bevacizumab) et anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Cetuximab) est non
négligeable (Hurwitz et al., 2004 ; Rodriguez et al., 2010 ; Cunningham et al., 2023 ; Hbibi,
2023). Ces AC monoclonaux ont augmenté significativement le taux de réponse globale, la

survie sans progression de la tumeur et la survie globale des patients (Winder et Lenz, 2010).

Au cours de la derniére décennie, un nouvel espoir a vu le jour aprés le développement
de la thérapie ciblée avec la mise sur le marché de nouvelles molécules qui ciblent
spéecifiquement des protéines cellulaires comme ’EGFR (Diaz et al., 2012 ; Misale et al.,
2012).

1.3 Flavonoides
1.3.1 Définition

Les flavonoides sont des produits naturels métabolites secondaire synthétisés par les
plantes ou les bactéries (Crozier et al., 2006). Sont abondants dans les fruits, les légumes et les
thés, notamment dans les agrumes, répartis dans leur peau et leur pulpe (Wang et al., 2021).
Ces composés bioactifs sont responsables de la coloration des fleurs et sont produits a partir de
la phénylalanine (Moulishankar et Lakchmanan, 2020). Les flavonoides constituent une
classe de composés remarquablement diversifiée, avec plus de 10 000 flavonoides identifiés a
ce jour (Wang et al., 2022).
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1.3.2 Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénols de faible poids moléculaire
comprennent une paire de cycle benzéniques (cycle A et B) avec des groupes hydroxyle, reliés
par trois carbones (Panche et al., 2016). En plus des cycles phényle A et B, les flavonoides
peuvent également abriter un cycle C hétérocyclique contenant de 1’oxygene (Wang et al.,
2022). La base structurelle des flavonoides est constituée d'une structure triple : I'unité cyclique
de diphénylpropane (C6-C3-C6), un squelette de quinze carbones, comprenant deux cycles
benzéniques (cycles A et B) reliés par un fragment C3. Ce dernier forme un cycle
hétérocyclique a six chainons (cycle C) attaché au cycle A (Moulichankar et Lakshmanan.,
2020).

Figure 05 : Structure de base des flavonoides

1.3.3 Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en différentes catégories en fonction de leurs
structures moléculaires : anthocyanes, flavonols, flavanols, flavones et isoflavones (Khan et
al., 2021).

Les flavonoides sont des composés naturellement présents dans de nombreux fruits,
légumes, céréales et boissons consommés dans 1’alimentation humaine (Panche et al., 2016)

représenté dans le tableau |
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Tableau I : Classification des flavonoides (Iwashina, 2013 ; Hoensch et Oertel, 2015 ; Panche et al., 2016; Liu et al., 2019)

Caractéristique

Structure chimique

Classe e Exemples Source majeure Bienfaits sur la santé
chimique de base
Fonction carbonyle en isorhamnétine . . . .
. ; Oignons, brocolis, Régule la pression
position 4 et d’une kaempferol . g .
Flavonols . o thé, artérielle systolique, les
fonction hydroxyle en myricétine . . P
2. - pomme, myrtilles niveaux glycémiques.
position 3 quercétine
Fonction cétone en Persil, céleri,
position 4 et une double apigénine thé a la camomille, Réaule 1a alveémi
. . - ; mi
Flavones liaison entre les luteoline fenugrec, oignon, ail, egule fa glycemie
positions 2 et 3 poivre, agrumes
Deux atomes Abricots, cacao, Réduit la pression
Flavanols asymétriques en catechines chocolats, raisins artérielle moyenne.

(catéchines)

positions 2 et 3 (C-2 et

epicatchines

rouges,

Améliore la résistance a

C-3) vin rouge, thé I'insuline.
Constitués d’une cyanidine Baies, vin rouge,
Anthocvanes molécule delphinidine Cho;‘“k’)?ie”am Réduit le risque
y d’anthocyanidine malvidine - . d’infarctus du myocarde.
, fruits colorés,
(aglycone) et d’un sucre .
cerises, canneberges
Groupe phényle, qui est daidzéine
attaché au carbone 3 au e Soja, produits Bénéfique pour le diabéte
Isoflavones . genistéine » .
lieu du carbone 2 des glycitéine laitiers, ceuf, viande de type 2 (DT2)

flavones
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1.3.4 Biosynthese des flavonoides

La synthese des flavonoides se déroule a l'intersection de deux voies métaboliques : la
voie du shikimate et la voie de I'acétate. La premiére voie produit du p-coumaroyl-CoA, tandis
que la seconde régule I'extension de la chaine carbonée en C2 (Li et al., 2022). La phénylalanine
ammoniaque-lyase (PAL) catalyse la désamination de la phénylalanine pour produire de
I'ammoniac et de I'acide cinnamique (Sun et al., 2018). Par la suite, I'acide cinnamique 4-
hydroxylase (C4H) catalyse la formation d'acide 4-coumarique (Karak, 2019). L'acide 4-
coumarique : CoA ligase (4CL) transforme l'acide 4-coumarique en 4-coumaroyl-CoA, une
molécule essentielle dans la voie metabolique des phénylpropanoides, qui controle la

biosynthése des flavonoides (Zhao et al., 2021).
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Figure 06 : Un apercu de la voie de biosynthese des flavonoides (Nabavi et al., 2018).

1.3.5 Propriétés pharmacologique des flavonoides

Ces composés bioactifs présentent de nombreuses propriétés pharmacologiques,
notamment des activités antioxydantes, antivirales, antifongiques, antibactériennes, anti-
inflammatoire, cardio-protectrices et anticancéreuses (Weston et Mathesius, 2013 ; Al
Aboody et Mickymaray, 2020). Les interactions complexes entre les flavonoides et les
protéines, notamment les enzymes, récepteurs, transporteurs et facteurs de transcription,
expliquent leurs nombreux effets pharmacologiques bénéfiques sur la santé. Une meilleure
compréhension de ces interactions ouvre la voie a de nouvelles applications thérapeutiques
potentielles (Shamsudin et al., 2022).
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Les flavonoides présentent des effets positifs sur différents types de cancer : c6lon,
poumons, prostate, pancréas. Divers mécanismes tels que I'inactivation cancérigene, l'arrét du
cycle cellulaire, I'antiprolifération, I'induction d'apoptose et I'inhibition de I'angiogenese ont été
signalés pour leur activité anticancéreuse (Kopustinskiene, 2020).

Les flavonoides sont métabolisés, peuvent potentiellement avoir des effets protecteurs
contre la formation de tumeurs dans le colon, tels que la régulation des voies de signalisation
impliquées dans l'apoptose, la prolifération cellulaire, l'inflammation et la régulation du

microbiote intestinal (Li et al., 2018).

12



[ Chapitre 11. Docking Moléculaire
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1.1 Docking moléculaire
11.1.1 Définition

Le terme docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais)
est une methode bioinformatique utilisée pour la découverte des nouvelles molécules (par
assemblage de deux ou plusieurs molécules), ou pour comprendre les propriétés des complexes
moléculaires obtenu par cristallographie, pour prédire les interactions ligand- protéine et
positionner un ligand (petite molécule) dans le site de liaison d'un récepteur (cible protéique)

de maniere a optimiser les interactions entre ce ligand avec le récepteur (Beautrait, 2008).

Target Protein Ligand Protien-Ligand
Complex

Figure 07 : Interaction Protéine-ligand (Raval et Ganata, 2022).

11.1.2 Principe

L'amarrage décrit le processus consistant a placer une molécule (ligand) sur le site actif
d'une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Il permet de réaliser des criblages
tres rapides pour identifier des molécules pouvant avoir une forte activité sur la cible
enzymatique (Traore, 2016). Le processus de docking moléculaire comprend deux étapes

fondamentales : le searching et le scoring (Figure 08) (Helperin et al., 2002).

11.1.2.1 Le searching
Autrement dit algorithme de recherche, est une étape cruciale de sélection ou le ligand
est positionné dans le site actif de la protéine, et ou différentes conformations, positions et

orientations possibles (appelées poses) sont échantillonnées (Saoussens, 2016).

11.1.2.2 Le scoring
Le scoring est I'étape de classification, elle permet d’évaluer les conformations obtenues

lors de la premiére étape par le calcul de I’énergie d’interaction entre ligands et protéines.
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Le score est une donnée numeérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand
se complexe a un récepteur. Ce score nous permet de garder la meilleure pose parmi toutes les

poses proposées (Saoussens, 2016).

™
Docking “ Scoring |__
Récepteur i Complexe

Figure 08 : Les deux étapes fondamentales (searching et scoring) (Errahmane, 2020).

11.1.3 Les outils du docking moléculaire

Les éléments essentiels pour faire un docking moléculaire se limitent en une petite
molécule appelée ligand congue pour interagi sur le plan moléculaire avec sa protéine cible
appelée récepteur et un logiciel de docking qui prédit la conformation la plus favorable du
ligand au sein du récepteur, fournissant des informations précieuses sur les interactions
moléculaires et leur impact sur la voie de signalisation biologique dans laquelle la protéine est

impliquée (Mcgann, 2011).

11.1.3.1 Récepteur

En termes de molécules, le récepteur est une protéine qui peut se lier spécifiquement et
de maniére réversible a une autre molécule appelée ligand (Guedes et al., 2013). La structure
de la protéine cible doit étre déterminée expérimentalement, généralement par cristallographie
aux rayons X ou RMN (Burley et al., 2017 ; Fan et al., 2019).

11.1.3.2 Ligand

Un ligand est un atome, un ion ou une molécule qui se lie de maniére reversible a une
macromolécule cible (protéine ou acide nucléique) et joue couramment un réle fonctionnel. Le
terme est largement utilisé dans la recherche sur les protéines et fait référence a des molécules
qui interagissent avec les protéines de maniere non covalente est spécifique et jouent un réle
dans leur fonctions (Guedes et al., 2014). Le ligand peut jouer le role d’un activateur qui

provoque changement conformationnel du site actif d'une enzyme en
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augmentant son affinité pour son substrat ou d’un inhibiteur, ce type de ligand altére la structure
électronique du site actif en diminuant l'affinité de I'enzyme pour son substrat (D’Oliveira,
2009).

11.1.4 Types du docking moléculaire
Les différents types du doking se distinguent par leurs conditions d’application et les

types d’information qu’elles peuvent fournir

11.1.4.1 Le docking flexible
Docking flexible intégre une certaine flexibilité des protéines et des ligands, il ne permet

pas une liberté totale de mouvement pour simplifier les calculs et les prédictions (Brut, 2009).

11.1.4.2 Le docking semi-flixible

Le docking semi-flexible est "asymétrique™ et couramment utilisé pour le docking des
protéines et des ligands. Dans ce cas, le ligand est considéré comme flexible tandis que la
protéine est gardée rigide (Brut, 2009).

11.1.4.3 Le docking rigide
Le docking rigide est une approche simplifiée qui considere les molécules comme des
corps rigides, permettant ainsi des calculs plus rapides mais au prix d'une précision moindre par

rapport a la réalité biologique (Brut, 2009).

I11.1.5 Les programmes de docking moléculaire

Les programmes de docking moléculaire jouent un réle essentiel dans cette approche,
en permettant la modélisation et la simulation de ces interactions de maniére efficace et précise.
Des principaux programmes disponibles tels que DOCK, AutoDock, GOLD, AutoDock Vina,
FlexX, ArgusLab et PyRx (Ounthaisong et Tangyuenyongwatana, 2017 ; Torres et al.,
2019). Ces programmes ont été développés dans le but d’obtenir une procédure rapide capable
d’identifier un nouveau composé principale pour but de générer des informations précieuses sur
la maniere dont ces ligands interagissent avec la protéine cible (Heberlé et Azevedo, 2011 ;

Goyzueta-Mamani et al., 2022).
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Docking moléculaire

ICM
6%

LIGIN
2%

G

FTD
4

—

Hammerhead 7—_
3%

\ DARWIN
X 1%
DIVALI
1%
DOCK
6%
DockVision
2%

= EUDOC
FlexX
11 2%

FLOG

Figure 09 : Différents programmes de docking moléculaire (Sousa et al., 2006).

AutoDock Vina offre I'avantage d'étre un logiciel de docking moléculaire hautement

efficace et précis, permettant une prédiction rapide et fiable des modes de liaison protéine-

ligand et des affinités, permet d'identifier rapidement des composés et d'optimiser leurs

propriétés de liaison, accélérant ainsi le processus de découverte de médicaments. Le site de ce

programme ainsi que d’autres se trouve dans le tableau II.

Tableau Il : Adresses des principaux programmes de docking moléculaire (Taylor et al.,

2003).
Nom Editeur Site internet
AutoDock Scripps http://www.scrips.cdu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://lwww.eyesopen.com/products/application/fred.html
Glide Schrodinger https://www.schrodinger.com/platform/products/glide/
Gold CCDC http://www.ccdc.com.ac.uk.products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://lwww.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics https://www.biopharmics.com/
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11.1.6 Fonctions des scores

La fonction de notation offre une méthode permettant de classer le positionnement des
ligands en fonction de leur proportion aux autres. Dans I'idéal, le score devrait étre directement
lié a I'affinité de liaison du ligand avec la protéine, de sorte que les ligands ayant le meilleur
score soient les meilleurs facteurs de liaison (Chaudhary et Mishra, 2016). Le score est une
mesure numerique précieuse qui permet d'évaluer le niveau de complexation d'un ligand avec
un récepteur. Cette évaluation repose sur des champs de force, qui sont des fonctions
mathématiques décrivant I'énergie d'un systéme en termes de somme de divers termes issus de
la mécanique moléculaire. En d'autres termes, le score predit I'affinité, qui peut étre représentée

par la variation de 1'énergie libre (AG) résultant de la formation du complexe, soit
AG = AG complexe — AG ligand — AG protéine

11.1.7 Les interactions récepteur-ligand

11.1.7.1 Les interactions électrostatiques

Les interactions ¢lectrostatiques ou ioniques sont 1’ensemble de deux interactions
réciproques qu’exercent I’un sur I’autre résultent d’une force d’attraction électrostatique entre
deux atomes des charges opposées (Renvez, 2010). Les interactions électrostatiques attractives
entre charges de signe opposé sont connues sous le nom de liaisons ioniques ou ponts salins. Il
est essentiel que la distance entre les centres chargés soit maintenue en dessous d’environ 4,0 -
4.5 A pour que l'interaction électrostatique puisse étre qualifiée de liaison ionique en tant que
telle (Lahana, 1999).

11.1.7.2 Les liaisons hydrogéne

Une liaison hydrogéne est une charge électrostatique entre un atome électronégatif dit
“accepteur” (A porteur d'une charge partielle 6 -) et un atome d'hydrogéne polaire (H porteur
d'une charge partielle & +) qui est lié de maniere covalente & un atome électronégatif dit
“donneur” (D porteur d'une charge partielle & -) (Munos, 2009). Les atomes d'oxygene et
d'azote sont les donneurs et accepteurs les plus courants. Une distance faible entre le donneur
et l'accepteur est nécessaire pour qu'une LH soit significative (0,8 a 2,8 A), et son énergie est
maximale (de lI'ordre de 5 kcal.mol-1(Hajduk et al., 2011).

11.1.7.3 Les interactions hydrophobes
La présence de groupes chargés ou d'atomes capables de former des liaisons hydrogénes

ne permet pas I'hydratation des molécules. L'effet hydrogéne définit la propension de ces
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groupes a se fusionner afin de réduire le contact avec I'eau, Les molécules non polaires et peu
polarisables ont tendance a se regrouper, ce qui crée une force de liaison hydrophobe. Les
groupements vont se positionner de maniére a présenter la plus faible surface de contact avec
I'eau. Les groupements vont donc s'attirer mutuellement par des forces de type dispersion
(London) (Guibedj, 2020).

11.1.7.4 Liaisons pi (7)
Les liaisons 7 sont un type d'interaction non-covalente qui se forme par un recouvrement
latéral entre une orbitale © d'un ligand aromatique (comme un cycle benzénique) et une orbitale

7 d'un résidu aromatique de la protéine (Kumar et Balaji, 2014).

11.1.8 Analyse post-docking (propriétés ADME/T)

Apres le processus de docking moléculaire des propriétés ADME/T (1’absorption, la
distribution, le métabolisme, I’excrétion et la toxicité) des ligands sélectionnés émerge comme
une étape cruciale pour évaluer leur potentiel pharmacologiques et leur sécurité. Un composé
chimiquement actif, pour étre qualifié de médicament, doit respecter certains paramétres définis

par ces propriétés (Ojuka et al., 2023).

11.1.8.1 Absorption
La capacité d'un médicament a se dissoudre dans le liquide intestinal est un facteur clé
pour son absorption efficace par l'organisme, car une faible solubilité peut entraver sa

pénétration dans le systeme sanguin (Lagorce et al., 2017).

11.1.8.2 Distribution

Le mouvement du médicament dans le corps hote depuis le site de son insertion jusqu'a
son site cible est défini par les propriétés de distribution. On pense que les petites molécules
ayant une masse moléculaire moindre sont faciles a transporter dans le systeme hote, ce qui
facilite leur distribution. Le volume de distribution (\Vdss) est un indicateur de la quantité de
ligand qui se lie aux tissus (Watanabe et al., 2018).

11.1.8.3 Métabolisme
Le métabolisme hépatique est aussi une barriere a la biodisponibilité orale des
médicaments. Une fois arrivés dans la veine porte, ils doivent passer par le foie avant d’entrer

dans la circulation systématique (Wang et al., 2023).
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Chapitre 11 Docking moléculaire

Au niveau des hepatocytes, il y a plusieurs enzymes qui peuvent les transformer
chimiquement, principalement via des réactions d’oxydation par les cytochromes P450 et des
réactions de conjugaison a des groupements polaires entrainant leurs excrétions (Guengerich,
2001).

11.1.8.4 Excrétion
L'excrétion fait référence a I'élimination du médicament aprés son activité par le systeme
excréteur, généralement la miction. Si un médicament n’est pas facilement excrété apres

I’activité, il peut alors provoquer des effets indésirables dans 1’organisme (Pires et al., 2015).

11.1.8.5 Toxicité
L’une des principales causes d’échec dans les derniers stades du développement d’un
médicament est la toxicité, ¢’est-a-dire la mesure dans laquelle une molécule pourrait nuire a

un organisme ou a des organes de I’organisme, La détection précoce de la toxicité serait donc

tres bénéfique (Shaker et al., 2021).
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Chapitre 111 Matériels et Méthodes

111.1 Matériels

111.1.1 Micro-ordinateur
Cette étude a été effectuée en utilisant deux micro-ordinateurs de marque HP dotés des

caractéristiques décrites dans le Tableau IlI.

Tableau I11 : Les micro-ordinateurs utilisés et leurs caractéristiques.

Caractéristiques Micro-ordinateur 1 Micro-ordinateur 2

8,00Go 4,00 Go

Intel(R) Core (TM) i5-5300U | Intel ® Celeron(R) CPU 1000M @

CPU 2.30 GHz SSD 1,80GHz
64 bits 64 bits
Windows 10 Professionnel Windows 10 Professionnel

111.1.2 Banque de données et serveurs en ligne
111.1.2.1 PDB

La Base de données sur les protéines, connue sous le nom de Protéine Data Bank (PDB),
constitue une ressource précieuse fournissant des informations riches sous la forme de
structures tridimensionnelles (3D) obtenues grace a des techniques expérimentales telles que la
cristallographie macromoléculaire, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN) et la microscopie électronique (3DEM). Dans le cadre de cette étude, la protéine
Récepteur du Facteur de Croissance Epidermique (EGFR) (code PDB : 7U99) a été téléchargée

depuis la base de données PDB.
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RCSBPDB Depost + Search~ Visuaize ~ Analyze ~ Download » Leam~ About + Documentation + Careers COVID-19 WPDB - r.mn.,-‘

v 30 Stuctres @ F

PDB #oosu ENAKB 1§12 ©POB-Dov
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RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in February Molecule of the Month
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science and education by providing access and tools for exploration

visualization, and analysis of i
%
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ModelArchive 6
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& Download < 2 2 .
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Figure 10 : Interface du la plateforme PDB.

111.1.2.2 PubChem

PubChem est une base de données publique sur les produits chimiques hébergée au
Centre national d'Information sur la biotechnologie (NCBI) de la Bibliothéque nationale de
Médecine (NLM), un institut des National Institutes of Health (NIH) des Etats-Unis. Cette

plateforme a été utilisée pour recueillir les ligands utilisés dans le cadre de cette étude.

Pub@hem About Docs  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Ty covid-19 aspiin EGFRR  C9HBO4 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0  InChl=1S/C3H6C 3(24/h1-258

Figure 11 : Interface graphique de la plateforme Pubchem.

111.1.2.3 Swiss ADME
SwissADME est un serveur utilisé pour la verification des régles de Lipinski en

calculant les propriétés physico-chimiques des molécules (Mvondo, et al., 2021).
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111.1.2.4 pkCSM

pkCSM est un serveur en ligne utilisée pour évaluer la pharmacocinétique et la toxicité
des composés chimiques (Mvondo, et al., 2021). Ce site a été exploité dans la présente étude
pour évaluer les paramétres pharmacocinétiques des ligands étudiés aprés le docking, ainsi que

leur sécurité.

111.1.3 Programmes
Notre recherche implique 1’utilisation de cinq programmes informatiques qui sont les

suivants :

111.1.3.1 Open Babel
Le logiciel Open Babel, a été utilisé pour convertir les ligands étudies de format SDF
(structure Data File) au format PDB (O’Boyle et al., 2011).

111.1.3.2 ChemDraw
ChemDraw est un logiciel outils qui permet d’estimer des structures chimique
bidimensionnelles et tridimensionnelles (Alasadi et Al-Obaidi, 2023). ChemDraw (19.1) a été

utilisé pour minimiser I’Energie des intermoléculaire des ligands.

111.1.3.3 PyRx
PyRx est un logiciel utilisé pour réaliser une stimulation d’amarrage moléculaire aprés

la préparation du ligand et de la protéine étudiée (Dibha et al., 2022).

111.1.3.4 Discovery Studio
Discovery Studio est un programme de visualisation molécuaire utilisé pour visualiser

les interactions entre la protéine et le ligand (Dibha et al., 2022).

111.1.3.5 Excel

Excel 2019 a été utilisé pour établir une courbe de corrélation entre les énergies
d’interaction issues du Docking et les valeurs log50 des inhibiteurs répertoriés dans la
littérature, ceci afin de valider la fiabilité du programme de Docking.
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111.2 Méthodes
111.2.1 Sélection de la protéine cible et des ligands d'intérét

111.2.1.1 Choix de la protéine

La structure tridimensionnelle de récepteur du facteur de croissance épidermique EGFR
« Epidermal Growth Factor Receptor » a été téléchargée au format PDB via la banque de
donnée PDB avec code d’identification 7U99. Le choix de ce complexe est dicté par sa valeur
de résolution 2.5 A et son poids moléculaire 38,26 kDa, le site actif du récepteur a été identifié

a l'aide des informations disponibles sur la plateforme PDB obtenues par Amrhein et al. (2022).

Tableau 1V : Les caractéristiques de récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR).

Code 7U99
Chaine A
Résolution 2,50
Séquence 311
Organisme Homo sapiens
Mutation 0
Inhibiteur
Ligand macrocyclique
(MOR)
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111.2.1.2 Choix des ligands

Les treize (13) molécules ont été choisies grace a leur code CID: EGCG
(CID:107905) ; isorhamnetine (CID:5281654) ; Apigénine (CID:5280443); Morine
(C1D:5281670) ;  Eriodictyol (CID:440735); Kaempferol (5280863); Genisteine
(CID:5280961) ; Wogonine (CID:5281703); Chrysine (CID:5281607); Myricetine
(CID:5281672) ;  Fisetine (CID: 5281614) ;Malvidine  (CID:159287) ;Tangeretine
(CID:68077) ; 19-chloro-22-méthoxy-8,9,11,12,14,15-hexahydro-21H-4,6-
éthénopyrimido[5,4m][1,4,7,10,15]benzotétraoxazacyclo heptacine (MOR) (C1D:169452785).

Ces molécules ont été téléchargées a partir de la plate-forme Pubchem.

111.2.2 Préparation des molécules
111.2.2.1 Préparation de la protéine

La protéine a ensuite été préparée a l'aide du logiciel Discovery Studio en ajoutant les
hydrogenes manguants et en retirant les molécules d'eau. Ci-dessous se trouve I'image de la

protéine avant la suppression des molécules d'eau et I'ajout des hydrogenes.

Figure 12 : Structure de la protéine avant prétraitement dans Discovery Studio.

111.2.2.2 Préparation des ligands

Les treize (13) ligands bidimensionnelle (2D) proviennent de la base de données
Pubchem et étaient initialement au format SDF. Ils ont ensuite été convertis au format PDB a
I’aide du programme OpenBabel. Energie des molécules a été on suite minimisée a I’aide du

logicielChemDraw.
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111.2.3 Criblage virtuel par le PyRx

Suite a la préparation du récepteur et des ligands, une analyse d'amarrage moléculaire a
été realisée a l'aide AutoDock Vina intégré dans PyRx. Une boite de grille (Gride boxe) a été
générée sur le site actif de la protéine. Les dimensions et le positionnement de la boite sont

ilustrés dans le tableau (V)

Tableau V : la position et les dimensions de la boite.

Dimensions
(Angstrom) A

AXes

48.2023

48.1964

48.4299

111.2.4 Test d’évaluation de la fiabilité du programme
Avant de poursuivre 1’analyse in silico, il est nécessaire d’étudier la fiabilité de logiciel
d’ancrage moléculaire. Le test de coefficient de corrélation (R?) a éte réalisé pour confirmer la

fiabilité de logiciel utilisé (PyRXx).

111.2.5 Analyse visuelle
Apres le criblage réalisé par le programme PyRX, les complexes EGFR-ligands
présentant une faible énergie ont été importés dans le logiciel Discovery Studio afin de

visualiser toutes les interactions mise en jeu.

111.2.6 Analyse pharmacocinétique

Les composés les plus prometteurs, ayant présenté une forte affinité avec le récepteur
EGFR, ont été soumis a une évaluation de leurs paramétres pharmacocinétiques et leur potentiel
en tant que médicaments. Cette évaluation s'est basée sur deux analyses : les régles de Lipinski
et le filtrage AD
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111.2.6.1 Régles de Lipinski

La «regle des 5 » dites les regles établies par Lipinski (Lipinski et al., 1997)
représentent un élément fondamental de la chimie medicinale moderne. Selon cette regle, un
composé possede toutes les chances d'étre disponible oralement s’il respecte au moins 3 des 5

critéres suivants :

e Possede une masse moléculaire inférieure a 500 daltons.
e Un coefficient de partition (log P) ou une lipophilie entre -2 et 5.
e Ne posséde pas plus de 5 donneurs de ponts hydrogene (OH et NH).
e Ne posséde pas plus de 10 accepteurs de ponts hydrogene (O et N).
e Le nombre de fonctions rotatives (flexibles et linaires) inférieur a 15.
Pour vérifier cette regle le serveur SWISADME (http://www.swissadme.ch) a été utilisé pour

les molécules les plus prometteuses.

111.2.6.2 Filtrage ADME/T

Dans le but d’évaluer la pharmacocinétique et la sécurité des composés sélectionnés, les
parameétres ADME/T (absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité) ont ensuite
été vérifiés en utilisant le serveur PKCSM (https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm/prediction).
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Chapitre 1V

Résultats et Discussion

V.1 Analyse d’affinité du complexe

Les résultats du docking moléculaire indiquent neuf positions potentielles pour chaque

ligand. La premiére position dans le tableau obtenu (Annexel) est plus favorable en ce qui

concerne la liaison et I’interaction entre le ligand et le dite actif de la protéine.

Le tableau VI présente les résultats d’affinité des 13 ligands (inhibiteurs) étudiés

obtenues dans la premiére position et classes par ordre décroissant d’affinité de liaison au site

actif de I’enzyme EGFR. L’énergie de liaison AG est exprimé en Kcal /mol plus la valeur de

AG est faible, plus ’affinité est forte.

Tableau VI : Affinité de liaison des ligands avec le récepteur EGFR (Kcal/mol).

Ligands RMSD Affinité (AG) Kcal /mol
MOR 0,0 -8,9
EGCG 0,0 -8,3
Isorhamnetine 0,0 -8,0
Apigénine 0,0 -7,9
Morine 0,0 -7,9
Eriodictyol 0,0 -7,8
Kaempferol 0,0 -7,8
Genisteine 0,0 1,7
Wogonine 0,0 1,7
Chrysine 0,0 -7,6
Myricetine 0,0 -7,6
Fisetine 0,0 -7,6
Malvidine 0,0 -7,3
Tangeretine 0,0 -6,6

D’apres les résultats de 1’énergie d’affinité nous n’observons que les flavonoides

présentes une énergie d’interaction faible. Cela signifie donc une meilleure affinité et des

interactions spécifiques entre les flavonoides et le récepteur EGFR plus ’énergie d’interaction

est faible, plus I’affinité est grande.
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Parmi les (13) ligands présenter dans le tableau V1, les trois ayant les plus prometteurs
pour I’interaction avec la protéine EGFR et qui présentent un meilleur score de docking
moléculaire ont été identifiés : EGCG (-8.9 Kcal /mol), isorhamnetine (-8.3 Kcal /mol),
apéginine (-7.9 Kcal /mol). Ces ligands présentent des affinités presque équivalentes a celle du
standard MOR, évaluee a (-8,9 Kcal /mol). Tangérétine avec une énergie d’interaction de (-6,6
Kcal /mol) présente la plus faible affinité parmi les ligands étudiés pour la protéine EGFR. Cette

énergie relativement élevée indique une interaction moins favorable.

Les résultats des études in vitro menées par Wang et al. (2023), Dubey et al. (2023)
et Zubair et Bandyopadhyay. (2023) confirment que I’EGCG, I’isorhamnétine et I’apigénine,
inhibent le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer colorectal.

V.2 Test de fiabilité du programme de docking
Le coefficient de Pearson est un outil statistique puissant pour quantifier la relation
entre deux variables (Idrissi et Charif, 2023). Cette corrélation est pour but d’examiner 1la

relation entre ces variables aléatoires (Ech-Chelfi, 2022).

Le coefficient de corrélation a été calculé en établissant une droite de régression
linéaire entre les valeurs des énergies d’interaction (AG) des inhibiteurs de ’EGFR obtenues
via Auto Dock Vina et les valeurs de log IC50 déterminées expérimentalement lors de tests in

vitro .

Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau V11 et dans la figure 13.
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Tableau VII : les énergies d’interaction (AG) et I’activité biologique (IC50) des 13

inhibiteurs d’EGFR
Composées AG IC50 (uM) LoglC50 Réferences
Tangeretine -6,6 1115,4 3,05 (Alam et al., 2018)
Malvidine -7,3 1128,3 3,05 (Alam et al., 2018)
Fisetine -7,6 448,7 2,65 (Chenetal., 2015)
Myricetine -7,6 233,4 2,36 (Zhu et al., 2020)
Chrysine -7,6 165 2,21 (Alam et al., 2018)
Wogonine -1,7 150 2,18 (Alam et al., 2018)
Genisteine -1,7 135 2,13 (Qinetal., 2016)
Kaempferol -7,8 109,4 2,03 (Wang et al., 2017)
Eriodictyol -7,8 105 2,02 (Debnath et al., 2022)
Morine -7,9 64,16 1,8 (Budisan et al., 2019)
Apigénine -7,9 67,92 1,83 (Cheng et al., 2021)
Isorhamnetine -8 56,24 1,75 (Alam et al., 2018)
EGCG -8,3 42,2 1,62 (Alam et al., 2018)
Log I1C50
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

y = 0,7794x - 9,3965
R2 = 0,8051

(]
W

Figure 13 : Régression linéaire entre les valeurs de AG et le log IC50 des 13 inhibiteurs d’EGFR.
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Le coefficient de corrélation de Pearson permet d’évaluer I’intensité et le sens de la
corrélation qui existe entre deux variables. La valeur du coefficient de corrélation est située
entre -1 et 1.Plus le coefficient de corrélation est proche des valeurs extrémes -1 et 1, plus la

corrélation linéaire entre les variables est forte (Gimenes, 2023).

Dans notre étude, I’analyse de régression linéaire révéle un coefficient de corrélation de
0.80 qui est une valeur supérieur a la norme (0,5). Cette observation met en évidence une forte
corrélation entre les valeurs montrant qu’il existe une bonne corrélation entre les valeurs

expérimentales des inhibiteurs (IC50) et leurs énergies d’interaction.

La figure 13 met en évidence une corrélation forte entre les énergies d’interaction et les
IC50 des inhibiteurs étudiés, avec un coefficient de corrélation évalué a 0,80. Les résultats
obtenus confirment une corrélation significative entre la structure moléculaire des inhibiteurs

et leur activité inhibitrice.

IVV.3 Analyse visuelle des interactions établies entre le ligand et le récepteur
EGFR

L’analyse visuelle est une étape fondamentale qui consiste a Vérifier et a comparer les
résultats de 1’énergie I’interaction (AG) ainsi que la superposition les molécules. Elle permet
¢galement d’observer et de dénombrer les différentes interactions réalisées entre le ligand et les
résidus du site actif de la protéine cible. Les résultats de la visualisation du site actif de la
protéine sont présentés dans les figures 14 et 15.

Figure 14 : Visualisation du site actif du récepteur EGFR suite au docking moléculaire avec les

ligands isorhamnetine (vert) et ’EGCG (rouge), apigenine (crevette) et MOR (rose).
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La Figure 14 illustre le site actif du récepteur EGFR suite a I’amarrage moléculaire avec
les ligands isorhamnetine (vert), EGCG (rouge), apigénine (crevette) et MOR (rose). Chaque
ligand, bien que structuralement distinct, se lie efficacement au méme site actif. Cette

observation suggére une flexibilité dans la reconnaissance des ligands par le récepteur EGFR.

Figure 15 : Cartographie de surface montrant les ligands isorhamnetine (vert) ; EGCG (rouge) ;
apigénine (crevette) et MOR (rose) occupant la poche active de EGFR (7U99).

La Figure 15 présente une cartographie de surface montrant les ligands isorhamnetine
(vert), EGCG (rouge), apigénine (crevette) et MOR (rose) occupant la poche active du récepteur
EGFR (7U99). Comme illustré dans cette figure, les ligands isorhamnetine (vert) et EGCG
(rouge) se superposent et occupent une partie commune de la poche active du récepteur EGFR.
Cela suggere une similarité dans leur mode de liaison. D’autre part, le MOR est également
partiellement superposée avec ces deux ligands, mais elle occupe une autre région de la poche
active. En revanche, I’apigénine se superpose a une autre partie la molécule de référence
(MOR). Cette observation indique que I’apigénine peut avoir une affinité différente ou un mode

de liaison distinct par rapport aux autres ligands.

Le detail des interactions récepteur-ligand pour chaque composé sont illustrés dans le tableau
VIl et les figures 16, 17, 18,19.
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Tableaux VIII : Tableau d’interactions montrant les différentes interactions chimiques de

EGCG ; isorhamntine ; apigénine dans la poche de liaison.

Composés Les acides aminés Type interaction La distance (A)
GluA:762 Pi-anion 4,16
EGCG

lle A: 759 Pi-alkyl 5,44

Lys A : 745 Pi-cation 3,53

Isorhamntine GluA: 762 Pi-anion 4,07
lle A: 759 Pi-alkyl 5,32

Val A : 726 Pi-alkyle 5,26

Lys A: 745 5,24

Lys A: 745 521

Apigénine
GlyA:721 Liaison hydrogéne 2,75
conventionnelle

GlyA: 724 2,67

Lys A : 745 2,55

GluA: 762 Charge attractive 4,98

GluA: 762 Pi-anion 4,25

Val A : 726 Pi-Alkyl 5,45

Lys A : 745 5,29

MOR

Ala A : 755 alkyl 4,34

lle A: 759 4,41

Leu A : 747 4,33

Asp A : 855 Liaison carbone 3,45

hydrogéne
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Figure 16 : Images 3D et 2D des interactions entre les résidus d'acides aminés actifs de EGFR et de

I’sorhamnetine (A).
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Figure 17 : Images 3D et 2D des interactions entre les résidus d'acides aminés actifs de EGFR et de

EGCG (B).
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Figure 18 : Images 3D et 2D des interactions entre les résidus d'acides aminés actifs de EGFR et de

I’apigénine (C).
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Figure 19 : Images 3D et 2D des interactions entre les résidus d'acides aminés actifs de EGFR et de
Standard MOR (D).
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Les interactions entre EGFR et les ligands isorhamnetine, EGCG, apigénine et MOR
sont présentées respectivement dans les figures 16A, 17B, 18C et 19D. Comme indiqué dans
les figures 16A et 17B, les ligands EGCG et isorhamnetine se lient dans une région similaire a
celle du ligand de référence MOR (figure 19D), partageant I'acide aminé Glu762 avec une
liaison électrostatique forte de type Pi-anion. De plus, I’isorhamnetine (figure 16A) et ’"EGCG
(figure 17B) se lient par une liaison hydrophobe faible de type Pi-alkyle a l'acide aminé
isoleucine en position 759 (l1e759).

En revanche, I’apigénine (figure 18C) montre une tres forte affinité pour le récepteur,
démontrée par trois liaisons hydrogene avec les acides aminés Gly721, Gly724 et Lys745,
toutes a des distances inférieures & 3 A (tableau VIII), soulignant la robustesse de ces
interactions. Ce composé présente également une région similaire a celle du ligand de référence
MOR (figure 19D), partageant I'acide aminé valine en position 726 (Val726) avec des liaisons
hydrophobes de type Pi-alkyle faibles, dépassant 5 A (tableau VIII). L’apigénine montre aussi
d’autres interactions faibles, avec des distances de 5,21 A et 5,24 A, sous forme de liaisons Pi-
alkyle impliquant le noyau benzénique de 1’acide aminé lysine en position 745 (Lys745). Ces
interactions partagent une zone similaire avec le ligand de référence MOR, a une distance
presque identique de 5,29 A.

Ces résultats confirment que les trois composés, EGCG, isorhamnetine et apigénine, ont
une forte affinité pour le récepteur EGFR et preésentent des similarités significatives avec le
ligand de référence MOR, expliquant leur excellente activité anticancéreuse démontrée in vitro.
L'apigénine, en particulier, montre une affinité plus forte pour le récepteur, se liant par plusieurs
liaisons hydrogéne robustes et présentant des interactions hydrophobes supplémentaires,
renforcant ainsi sa stabilité dans le site actif. Les liaisons hydrogéne sont des interactions
intermoléculaires fortes qui se forment entre des molécules voisines jouent un réle crucial dans
la stabilisation du complexe (Ambrose et al., 2018). Les interactions hydrophobes entrainent
un rapprochement des chaines intermoléculaires, augmentant ainsi leur affinité. Ce phénomeéne
réduit la surface de contact avec l'eau, permettant aux liaisons hydrogene de rester stables et

non perturbées par I'eau (Pellerano, 2019).

35



Chapitre 1V Résultats et discussion

V.4 Validation des ligands en tant qu'agents thérapeutiques potentiels

IV.4.1 Les cing regles de Lipinski
Les regles de Lipinski sont largement utilisées pour orienter la conception de nouveaux

médicaments en favorisant la biodisponibilité orale des composés et en réduisant les risques

d'échec lors des phases de développement.

Le résultat de ce test est présenté dans le tableau IX.

Tableau IX : Résultats de cing régles de Lipinski pour les quatre ligands.

Ligands Poids Accepteur de Donneur de Lipophilie Liaisons
moléculaire(PM) Liaison liaison (log P<5) rotatives
(<500g/mol) hydrogéne (<10) | hydrogene (< (<15)
5) -

EGCG 458,37 11 8 2,2332 3
Isorhamnetine 316,26 7 4 2,291 2
Apigénine 270,24 5 3 2,5768 1
MOR 337,387 6 4 2,4221 0

A travers ’analyse des ligands (EGCG, isorhamnitine, apigénine, MOR) effectuée a

I'aide de SwissADME en termes de cingq parameétres différents

Tous les ligands respectent la condition d'un poids moléculaire inférieur a 500 g/mol, ce
qui signifie qu'ils sont légers sur le plan moléculaire et favorise une meilleure absorption dans
I'organisme, bénéfique pour des applications pharmaceutiques. En ce qui concerne les
accepteurs de liaisons hydrogene, 'EGCG dépasse cette limite avec 11 accepteurs de liaison
hydrogene, tandis que I'isorhamnitine, apigénine et MOR présentent respectivement 7, 5 et 6
liaisons, montrant également des affinités notable et validant un nombre Accepteur de liaison
hydrogéne < 10). En revanche, ce qui concerne les donneurs d’obligations hydrogéne notent
que 'EGCG présente 8 donneurs de liaison hydrogene. Tandis que I'isorhamnétine et MOR
présentent tous deux 4 liaisons, et apigénine montre le nombre le plus faible avec seulement 3
liaisons et respectent la condition d'un nombre de donneurs et d'accepteurs inférieur ou égale
<5.
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Lipophilie (Log P<5) est la moyenne arithmétique consensuelle des cing méthodes proposées.
Les ligands respectent les limites recommandées de lipophilie (Log P), indiquant une balance
lipophile favorable pour une bonne interaction, avec des valeurs comprises entre 2,23 et 2,58.

Enfin, les composés EGCG,lisorhamnetine et apigénine sont validés car ils présentent un
nombre de liaisons rotatives inférieur a 15, 'EGCG présente 3 conformations, suggérant une
certaine flexibilité¢ dans sa structure, tandis que l'isorhamnétine et I'apigénine montrent
respectivement 2 et 1 conformations, indiquant également une certaine flexibilité mais peut-
étre moins prononcée que celle de I'EGCG. L’inhibiteur macrocyclique n'a aucune liaison

retable, suggérant une structure solide ou tres limitée dans sa flexibilité.

D'apreés le tableau 1X, les composés isorhamnetine et apigénine respectent parfaitement
les régles de lipinski en plus de présenter des affinités (-8 kcal/mol) et (-7,9 kcal/mol)

respectivement.

IV.4.2 Filtrage ADME/T

Une analyse pharmacocinétique des inhibiteurs prédits par docking moléculaire est
réalisée pour confirmer la sélection du composé le plus prometteur pour inhiber la protéine
EGFR. Les parametres ADME/T aident a évaluer I'efficacité et la sécurité d'un médicament en
vérifiant s'il atteint correctement ses cibles thérapeutiques et s'il présente des risques
inacceptables.
L'absorption est essentielle, car si un médicament n'est pas absorbé par sa cible, son efficacité
est compromise. La solubilité dans l'eau est cruciale pour permettre I'absorption et la
biodisponibilitt du médicament, ajustable par des formulations galéniques.
La distribution évalue la répartition du médicament dans les tissus et organes, avec le volume
de distribution apparent comme indicateur. Le métabolisme, principalement dans le foie, est
crucial pour l'activité du médicament, notamment par les enzymes du cytochrome P450.
L'excrétion, par le systéeme excréteur, est nécessaire pour éviter les effets indésirables post-
utilisation.
La toxicité est un aspect crucial, évaluée par des tests comme AMES, la toxicité hépatique et la
toxicité aigué orale chez le rat. Elle permet d'identifier les effets nocifs potentiels du
médicament sur I'organisme. En somme, cette analyse vise a garantir que le médicament atteint
efficacement sa cible, est métabolisé correctement, est éliminé sans effets nocifs et ne présente

pas de risques de toxicite inacceptables.
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Le tableau X fournit des informations utiles sur les propriétés ADMET des quatre

ligands. Ces informations peuvent étre utilisées pour évaluer la sécurité et I'efficacité des

ligands en tant qu'agents thérapeutiques potentiels.

Tableau X : In silico ADME/T et étude de vraisemblance de I’EGCG, isorhamnetine ,
apigenine ; MOR.

Ligands Absorption Distribution | Métabolisme Excrétion Toxicité
| LT
SE Al VDss ) AMES Hép
CYP3A4 (log ml/min/kg)
(log mol/L) (%) (logL/kg)
EGCG -2,894 47,395 0,806 Oui 0,292 Non Non
Isorhamnetine -3 76,014 1,123 Non 0,508 Non Non
Apigénine -3,329 93,25 0,822 Non 0,566 Non Non
MOR -2,992 74,456 0,884 Non -0,023 Non Non

Avec SE : Solubilité dans I'eau ; Al : Absorption intestinale (humaine) ; VDss : volume de
distribution ; I : inhibiteur ; LT : Liquidation total ; AMES : Hép : hépatotoxicité

La premiere étape de 'ADMET est I'absorption. Dans le tableau X, I'EGCG a la
solubilité dans I'eau la plus faible (-2,894 log mol/L), (-2,992 log mol/L et l'absorption
intestinale la plus faible (47,395%). Cela signifie que I'EGCG est le moins bien absorbé des
quatre ligands. L'isorhamnetine et apigénine ont la solubilité dans I'eau la plus élevée (-3 log
mol/L), (-3,329 log mol/L) et I'absorption intestinale la plus élevée (76 et 94 %). Cela signifie

que l'isorhamnetine est le mieux absorbé des quatre ligands.

Apreés avoir absorbé dans la circulation sanguine, il va étre distribué dans les tissus et
organes du corps. Selon tableau L’EGCG et apigénine ont le \VVdss le plus faible entre (0,806 et
0,822 logL/kg) et I'isorhamnetine a le Vdss le plus éleve (1,123 logL/kg). Cela signifie que
I'EGCG est principalement confiné au sang, tandis que l'isorhamnetine, apigénine et MOR sont

largement distribué dans les tissus
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Par la suite, le médicament va passer par un processus dans lequel le ligand sera
transformé en métabolites, la réponse ‘non’ mentionnée dans le tableau (X) dans la case de
métabolisme indique que les trois ligands isorhamentine, apigénine, MOR ne peuvent pas
inhiber le cytochrome p3A4, tandis que ’EGCG est le seul inhibiteurs du CYP3A4. Cela

signifie que ’EGCG peut ralentir le métabolisme d'autres médicaments.

Ensuite, le ligand et ses métabolites sont éliminés du corps par le processus excrétion
selon tableau X, 'EGCG a la clairance totale la plus faible (0,292 ml/min/kg) et I'isorhamnetine
et apigénine ont la clairance totale la plus élevée (0,5 ml/min/kg). Cela signifie que 'EGCG est

éliminé du corps plus lentement.

Enfin, le paramétre de toxicité, basé sur les tests AMES et I'hépatotoxicité, est analysé.
Le test de toxicité AMES est utilisé pour déterminer si une substance est mutagéne. A partir du
tableau X, nous pouvons facilement déduire que les trois inhibiteurs ainsi que la molécule de

référence (MOR) n’ont aucun effet cancérigéne et ne présentent aucune toxicité hépatique.

En tenant compte des résultats des parameétres pharmacologiques et toxicologiques ainsi
que des résultats du docking moléculaire, il semble que I'apigénine présente des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques favorables, une toxicité négligeable et une forte
affinité avec le récepteur EGFR. Elle pourrait donc potentiellement étre considérée comme une

molécule "drug-like" avec un excellent effet contre le cancer colorectal.
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Conclusion

Ce travail a pour objectif de contribuer au développement in silico de nouveaux
inhibiteurs plus puissants des récepteurs EGFR, gréce au docking moléculaire, dans le but

d'optimiser le traitement du cancer du colon.

Le docking moléculaire, effectué avec précision a I’aide de programme PyRx, a révélé
une forte affinité pour les 13 molécules, mettant en lumiére la capacité de PyRx a prédire avec
exactitude I'emplacement d'un ligand sur son récepteur. Cette évaluation s'est appuyée sur un
test de fiabilité du programme AutoDock Vina, mesuré par le coefficient de corrélation linéaire
entre les valeurs expérimentales de I'lC50 des molécules étudiées (issues de la littérature) et les
scores de liaison prédits par le programme.

Les résultats de la régression linéaire ont révélé un coefficient de corrélation R2= 0,80,
confirmant ainsi la haute performance d'AutoDock Vina et la corrélation significative entre
I'analyse in vitro et in silico des molécules sélectionnées. Trois d'entre eux se sont distingués
comme étant les inhibiteurs les plus efficaces de I'EGFR: I'EGCG, l'isorhamnetine et
I'apigénine se sont particulierement démarqués avec des scores d'interaction remarquablement
élevés, s'‘élevant respectivement a (-8,3 Kcal/mol), (-8,0 Kcal/mol) et (-7,9 Kcal/mol)

respectivement.

Une analyse visuelle approfondie a été ensuite réalisée a l'aide du logiciel Discovery
Studio afin d'identifier les liaisons formées par les trois composés sélectionnés en tant
qu'inhibiteurs de la cible thérapeutique EGFR. Cette analyse a mis en lumiére plusieurs types
d'interactions, notamment les liaisons hydrogéne, Pi-Anion, les charges attractives, les
interactions alkyl, Pi-Alkyl et Pi-Cation. Il est remarquable de constater que I'apigénine
démontre une affinité particulierement forte pour le récepteur, surpassant méme celle de
I’inhibiteur de référence MOR, en se liant au récepteur grace a plusieurs liaisons hydrogéne
robustes et établissant des interactions hydrophobes supplémentaires. Cette interaction renforce
considérablement sa stabilité dans le site actif, ce qui la distingue comme un fort inhibiteur
réversible de 'EGFR.

Pour que les composés soient considérés comme des médicaments potentiels, les trois
molécules ainsi que le ligand de référence MOR doivent d'abord passer par une série
d'évaluations rigoureuses, comprenant notamment I'analyse de leurs parametres

pharmacocinétiques ADME (absorption, distribution, métabolisme et élimination) ainsi que de
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leurs propriétés toxicologiques. Cette analyse post-docking, réalisée en utilisant la méthode de
filtrage ADME/T et la régle de Lipinski, a révélé que l'apigénine se distingue comme le
composé le plus prometteur. Ses excellentes propriétés pharmacocinétiques et sa sécurité
notable en tant qu'inhibiteur de 'EGFR en font un candidat potentiellement efficace et sir pour

de futures études et applications cliniques.

A Tissu de cette étude, qui reste préliminaire, notamment dans le mécanisme

moléculaire de I’apigénine, plusieurs perspectives sont envisagées :

- Etude d’activité anticancéreuse colorectale de 1’apigénine in vivo sur des modeles

animaux.

-Réalisation de la dynamigque moléculaire in silico pour le complexe EGFR-apigénine
afin de simuler virtuellement son parcours depuis 1’absorption jusqu'a son €élimination rénale,
afin de confirmer 1’efficacité et la sécurité de 1’apigénine avant toute application potentielle

chez ’homme.
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Résumé

Résumé

Ce travail présente une étude de docking moléculaire visant a identifier de nouveaux
inhibiteurs de ’EGFR, une protéine impliquée dans le cancer colorectal. Un criblage virtuel a
été réalisé avec le programme AutoDock Vina pour 13 flavonoides reconnus pour leurs effets
anticancéreux. Les résultats ont révélé que les ligands EGCG, Isorhamntine et Apigénine sont
les meilleurs composés sélectionnés, présentant les valeurs les plus basses d’énergies
d’interaction avec des scores respectifs de -8,3 kcal/mol, -8 kcal/mol et -7,9 kcal/mol vis-a-vis
de I’enzyme EGFR. Une analyse visuelle des interactions entre ces ligands et la cible EGFR a
été effectuée a 'aide du programme Discovery Studio, démontrant que 1’apigénine forme des
liaisons hydrogéne et hydrophobes robustes, surpassant celles du ligand de référence MOR. Le
filtrage ADME/T a été utilisé pour prédire et analyser les propriétés pharmacocinétiques et
toxicologiques des composés sélectionnés. Les résultats indiquent que 1’apigénine répond
favorablement a tous les critéres pharmacocinétiques et ne présente aucune toxicité, ce qui en

fait un candidat prometteur pour de futures études précliniques et cliniques.

Mot clés : Cancer de colon ; Flavonoides ; EGFR ; Docking moléculaire.

Abstract

This work presents a molecular docking study aimed at identifying new inhibitors of
EGFR, a protein involved in colorectal cancer. A virtual screening was carried out with the
AutoDock Vina program for 13 flavonoids known for their anticancer effects. The results
revealed that the ligands EGCG, Isorhamntin and Apigenin are the best selected compounds,
presenting the lowest values of interaction energies with respective scores of -8.3 kcal/mol, -8
kcal/mol and - 7.9 kcal/mol with respect to the EGFR enzyme. Visual analysis of the
interactions between these ligands and the EGFR target was performed using the Discovery
Studio program, demonstrating that apigenin forms robust hydrogen and hydrophobic bonds,
outperforming those of the reference ligand MOR. ADME/T screening was used to predict and
analyze the pharmacokinetic and toxicological properties of the selected compounds. The
results indicate that apigenin favorably meets all pharmacokinetic criteria and exhibits no
toxicity, making it a promising candidate for future preclinical and clinical studies.

Keywords : Colon cancer ; Flavonoids ; EGFR; Molecular docking.




