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Theme : Prédiction de nouveaux agents Antiangiogénique a I’aide d’un
criblage virtuel basé sur la structure de la cible.

Résumé

La découverte de I’importance de 1’angiogenése dans les mécanismes de croissance
tumorale et notamment du facteur de croissance endothélial vasculaire, a permis le
développement de nouvelles molécules qui sont utilisées dans la prise en charge de différents
cancers. Parmi celles-ci, le but est toujours le méme : bloguer la synthese et la croissance de
nouveaux vaisseaux sanguins via une action anti-VEGF, ce qui entraine Darrét du

développement de la tumeur cancéreuse.

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employeées dans les stratégies de
découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Au cours de cette recherche, nous nous
sommes appuyés sur le traitement de l’angiogenése basé sur I’inhibition de la VEGFR-2
(récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire). Une enzyme sert a 1’inhibition
d’angiogenése et les problémes de santé qui en découlent. Le programme de docking moléculaire
Surflex-dock a été développé pour aider a la mise au point des molécules a activité
thérapeutique. Avec un pourcentage de 85% des valeurs de RMSD inférieures ou égales & 2 A,
on peut dire que Surflex-dock est un logiciel fiable et qu'on peut 1’utiliser en toute confiance

pour prédire les interactions des inhibiteurs testés avec le site actif de la VEGFR-2.

Dans notre travail on s’intéressé a 1’étude in silico de I’inhibition enzymatique par criblage
virtuel avec Surflex-dock de la VEGFR-2. Cette approche permet de modéliser les interactions
entre une protéine et des milliers de petits composés chimiques.En effet, une collection de 800
composes provenant a partir de la chimiothéque ZINC et une collection de 440 composeés issus
de la base de composés chimiques PubChem, ont été testées envers le site actif de la VEGFR-2.
A T’issu de ce criblage, les composésZINC000000001962 et CID123689476 avec des valeurs
d’affinité égale a 6.91M et 10.24MIrespectivement, se présentent comme nouveaux inhibiteurs
théoriquement plus actifs envers la VEGFR-2. Enfin, la prédiction in silico de la similaire
médicamenteuse nous informe de maniére positive sur les propriétés ADME-Tox de ces

nouveaux COMpPOSES Proposes.

Mots clés : Angiogenese, VEGFR, Criblage virtuel, Surflex-dock, RMSD, ADME-Tox.



Theme: Prediction of new antiangiogenic agents using structure based virtual

screening
Abstract

The discovery of the importance of angiogenesis in the mechanisms of tumor growth, in
particular of vascular endothelial growth factor , has enabled the development of new molecules
which are used in the treatment of various cancers. Among these, the goal is always the same: to
block the synthesis and growth of new blood vessels via anti-VEGF action, which stops the

development of the cancerous tumor.

Nowadays, in silico methods are used more and more in the strategies for discovering new
molecules for therapeutic purposes. During this research, we relied on the treatment of
angiogenesis based on the inhibition of VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor
2). An enzyme used to inhibit angiogenesis. The molecular docking program Surflex-dock was
developed to aid in the development of molecules with therapeutic activity. With a percentage of
85% of RMSD values less than or equal to 2 A, it can be said that Surflex-dock is reliable
software and can be used with confidence to predict the interactions of the inhibitors tested with
the active site of VEGFR-2.

In our work we are interested in the in silico study of enzyme inhibition by virtual
screening with Surflex-dock of VEGFR-2. This approach makes it possible to model the
interactions between a protein and thousands of small chemical compounds. Indeed, a collection
of 800 compounds originating from the ZINC chemical library and a collection of 440
compounds originating from PubChem, were tested against the active site of VEGFR-2. At the
end of this screening, the compounds ZINC000000001962 and CID123689476 with affinity
values equal to 6.91 M-1 and 10.24 M-1 respectively, appear as new inhibitors theoretically
more active towards VEGFR-2. Finally, the in silico prediction of the similar drug positively
informs us about the ADME-Tox properties of these new compounds.

Keywords: Angiogenesis, VEGFR, Virtual screening, Surflex-dock, RMSD, ADME-Tox.
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VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor.

VEGF-A : Vascular Endothelial Growth Factor-A.
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VEGEF-D : Vascular Endothelial Growth Factor-D.
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INTRODUCTION

Malgré les innovations thérapeutiques réalisées dans le domaine de 1’oncologie au cours
des derniéres décennies, le cancer reste la premiére cause de mortalité chez ’homme et la
deuxieme cause de mortalité chez la femme. Le cancer est donc une priorité en matiére de santé
publique comme I’illustre la mise en place du « Plan Cancer 2009-2013 » [1]. Une approche
ciblée des cancers nous conduit indéniablement a nous poser la question de la différenciation
d’une cellule saine d’une cellule tumorale. L’attention se tourne alors sur la capacité d’une
tumeur a induire sa propre vascularisation par le processus d’angiogenése. Il s’agit d’un
mécanisme de formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir d'un réseau capillaire
préexistant. Il est particulierement important et indispensable au cours de nombreux processus
physiologiques tels que le développement embryonnaire, I'implantation du placenta, la réparation
des tissus endommaggés...etc. Mais il intervient également au cours de certaines pathologies, en
particulier lors de la croissance des tumeurs et le développement des métastases. Une révolution
conceptuelle récente dans le traitement du cancer consiste a cibler le réseau vasculaire qui irrigue

une tumeur [2].

En effet, I’angiogenése est modulée par des facteurs de croissance qui vont interagir avec
certains récepteurs surexprimés sur les cellules endothéliales des vaisseaux avoisinant la tumeur,
ce qui permet de différencier les néovaisseaux tumoraux de la vascularisation quiescente. Le
ciblage consiste alors a profiter de cette surexpression pour s’interposer entre le facteur et son
récepteur pour inhiber le signal angiogénique. Un agent de ciblage anti-angiogénique a ainsi vu
le jour, sous le nom de VEGFR ou le récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire

2.

La VEGFR-2 est une enzyme clé de I’angiogenése et 1’'un des deux récepteurs a tyrosine
kinase. La VEGFR-2 est considéré comme le principal médiateur de plusieurs effets
physiologiques et pathologique du VEGF ceux-ci inclue la prolifération, la survie, la migration et
la permeabilité [3]. Par conséquent, I’inhibition de 1’activité VEGFR-2 apparait comme une

stratégie thérapeutique potentielle contre I’angiogenése induite par la tumeur [4].

De nos jours, un nombre énorme de composés chimiques sont disponibles dans diverses
bases de données pour aider a la découverte des médicaments via le criblage virtuel tel que la
chimiothéque ZINC [5]. Le terme criblage virtuel ou "virtual screening™ regroupe un ensemble

de techniques computationnelles ayant pour objectif 1’analyse de grandes bases de données de
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composés chimiques afin d'identifier des candidats médicaments, ce qui est considéré comme

une étape complémentaire des approches expérimentales [6, 7].

Notre recherche consiste a étudier le mode d’inhibition d’une enzyme impliquée dans
I’angiogenése, et plus précisément, la recherche de nouvelles molécules a potentiel thérapeutique

ciblant la VEGFR-2 en appliquant la méthode de criblage virtuel basé sur la structure de la cible.

Nous faisons ce travail en cing chapitres. Dans le premier chapitre nous avons effectué une
recherche bibliographique représente un apercu général sur I’angiogenése et ses différents types.
Le second chapitre sera consacré a la présentation de la cible VEGFR2. Le troisiéme chapitre est
consacre a 1’étude bibliographique de I’application du criblage virtuel, qui représente un moyen
de plus en plus utilisé pour détecter in silico des inhibiteurs de cibles d’intérét thérapeutique. Le
quatrieme chapitre présente les matériaux et les méthodes utilisés dans cette recherche. Enfin, le

cinquiéme chapitre expose 1’essentielle de nos résultats et discussions.
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. INTRODUCTION

L'angiogenése est caractérisée par la prolifération, la différenciation et la migration de
cellules endothéliales (CE) sur la base de capillaires ou de veinules existants pour genérer de
nouveaux vaisseaux sanguins. Dans des circonstances normales, les vaisseaux sanguins sont
régulés par de multiples facteurs angiogéniques qui favorisent ou inhibent I'angiogenese pour
maintenir I'noméostasie. Cependant, une prolifération active et un métabolisme énergétique
accru sont des caractéristiques d'une tumeur. Le cancer primitif ou metastatique repose sur
I'angiogenese et la formation d'un riche réseau de vaisseaux sanguins. En réponse a sa propre
nécrose cellulaire, les cellules tumorales régulent le microenvironnement en libérant des pro-
facteurs ou en bloquant la libération de facteurs anti-angiogéniques. En activant le
« commutateur d'angiogenése » dans la tumeur, le systéme vasculaire est stimulé pour faire
germer de nouveaux vaisseaux sanguins, afin d'obtenir plus d'énergic et d’oxygéne, et de
favoriser la prolifération de la tumeur. Pendant ce temps, les cellules tumorales se propagent et

se métastasent dans d'autres parties du corps [8].
I1. Définition

L’angiogenése désigne un ensemble de processus conduisant a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir d’un réseau vasculaire préexistant. Ce phénomene est exploité par les
tumeurs pour drainer vers elles I’oxygeéne et les nutriments nécessaires a leur croissance. Il
constitue en cela une étape clé du développement de nombreux cancers et une cible d’intérét

pour la mise au point de traitements [9].
I11. Mécanismes de I’angiogenése

La connaissance des mécanismes moléculaires qui gouvernent I'angiogenése est importante
pour le développement de nouveaux moyens thérapeutiques ayant pour but d'empécher ou de

stimuler la formation de nouveaux vaisseaux sanguins selon les circonstances.

Trois mécanismes fondamentaux de 1’angiogenése ont été identifiés : I’angiogenése par
bourgeonnement (sprouting), 1’intussusception (splitting) et la septation (bridging). Le dernier
mécanisme se caractérise par la création de canaux vasculaires séparés a l'intérieur des vaisseaux
suite a la croissance des cellules endothéliales, ce qui conduit a des ponts entre branches

vasculaires [10]. Ce mécanisme étant encore mal connu, il ne sera pas davantage détaillé.
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111.1. Le bourgeonnement

L’angiogenese par bourgeonnement a été le premier mécanisme identifie. Au cours du
sprouting, les cellules endothéliales (CE) sont tout d’abord activées par des facteurs de
croissance liés a leurs récepteurs et vont libérer des enzymes (des protéases), ce qui conduit a la
dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire (MEC). La migration orientée
des CE a I’aide de molécules d’adhésion nommées intégrines est suivie d’une phase de
prolifération dans la matrice environnante. Enfin, par différenciation et polarisation, les CE
s’organise en structures tubulaires avec une nouvelle lame basale, des germes (sprouts) se
connectent aux vaisseaux voisins et forment un lumen. Afin de stabiliser ces néovaisseaux
immatures, les CE vont induire la mise en place de la paroi vasculaire et la MEC va se régénérer.

Ce procede est contrdlé par une balance de facteurs pro- et anti angiogénique[11].

m Sécrétion de
facteurs angiogéniques
\

/

Dégradationde la MEC /o §

@ Prolifération des CE
Germe d'un capillaire

Figure 1.1. Etapes principales de I’angiogenése par bourgeonnement [12].
111.2. L’intussusception

L'intussusception désigne, en physiologie, le mode d'accroissement d'un organisme ou
d'une cellule vivante, par la pénétration et l'incorporation de matériaux et/ou d'éléments nutritifs
empruntés au monde extérieur. Contrairement a 1’angiogenése par bourgeonnement qui est un

mécanisme bien défini, I’angiogenése par intussusception (spliting) est un concept relativement
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récent, découvert de maniére fortuite par Peter H. Burri et son équipe en 1990 alors qu’ils
travaillaient sur la transformation du réseau capillaire dans les poumons chez le rat et ’humain
[13]. Elle est caractérisee par un élargissement et une séparation (split) des vaisseaux déja
formés. Elle ne nécessite pas une prolifération importante des CE mais plutdt un réarrangement
des structures préformées. Elle se décompose en quatre étapes. Tout d’abord, les parois des deux
capillaires opposés entrent en contact et forment un pont inter-endothélial d’environ 1 um de
diamétre. Il s’ensuit une réorganisation des jonctions intercellulaires de 1’endothélium avec une
perforation centrale de la bicouche endothéliale pour permettre aux facteurs de croissance et aux
cellules de pénétrer dans le lumen. Puis, un cceur interstitiel appelé pilier est formé entre les deux
nouveaux vaisseaux au niveau de la zone de contact qui est envahie par les péricytes et les
myofibroblastes. Enfin, ces cellules se déposent en fibres de collagéne afin de fournir une
matrice extracellulaire pour le grossissement des capillaires sans qu’elles changent de structure.
Ce meécanisme angiogénique prédomine par exemple dans les poumons qui contiennent des
précurseurs endothéliaux intrinseques qui sont initialement vascularisés par vasculogenése.
[14,15]

Figure 1.2. Etapes principales de I’angiogenése par intussusception. Le procédé commence par
I’avancée des deux parois opposées du lumen (a-b). Aprés que le contact ait été établi (c), la

bicouche endothéliale est perforée et un pilier est forme [16].
IVV. Angiogenése physiologique et tumeural

L’angiogenese physiologique joue un rble central au cours de développement
embryonnaire et plus tard, dans la vie adulte, chez la femelle appareil reproducteur dans I'ovaire
et dans l'utérus, pendant quelques jours chague mois. L'angiogenese dans une plaie est également
de courte durée, ne dure généralement pas plus de 2 semaines. Par conséquent, deux
caractéristiques de l'angiogenése physiologique sont sa briéveté et le fait que de nombreux
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nouveaux Vvaisseaux sanguins capillaires régresseront ou deviendront des microvaisseaux

« établis ».

L'angiogenése pathologique se produit dans la formation de tumeurs et dans 1’inflammation
chronique, et persiste sans relache pendant des mois ou années. Les cellules endothéliales
continuent de proliférer rapidement, le les nouveaux vaisseaux sanguins sont a parois minces et

pauvres en péricytes, et rarement régresser spontanément [17].

Tableau 1.1. Différences entre angiogenese physiologique et tumorale [18].

Vascularisation normale adulte Néovascularisation tumorale

Quiescence Remodelage permanent

Arborescence organisée, hiérarchisée Réseau anarchique, excés de communicantes et
d'anastomoses

Diamétre régulier Diamétre irrégulier

Débit régulier, équilibre des échanges gazeux et Débit turbulent, chaotique, présence de régions

ioniques hypoxiques et hyperacides

Pression interstitielle faible Pression intratumorale élevée

Vaisseaux matures Vaisseaux immatures

Tonus vaso-actif régulé Perte du tonus vaso-actif

Présence de péricytes organisés Absence de péricytes

Endothélium continu, étanche Endothélium fenestré, discontinu, perméable

Membrane basale continue Membrane basale discontinue ou absente

Cellules endothéliales bien différenciées Mosaique de cellules endothéliales et de cellules
tumorales

Jonctions interendothéliales serrées Jonctions interendothéliales laches

Autonomie de survie des cellules endothéliales  Survie dépendante du VEGF

Récepteurs au VEGF en nombre normal Récepteurs au VEGF en nombre augmenté

V. Activation de I’angiogenése tumorale

L’angiogenése peut devenir pathologique lorsque la croissance des nouveaux capillaires
devient incontrolée. Les cellules endothéliales sont parmi les plus stables de I’organisme ; leur
temps de renouvellement peut excéder 1000jours, mais cette durée peut étre réduite a seulement
cinq jours lors de I’angiogenése. Cette conversion des cellules endothéliales a un état actif
implique plusieurs processus distincts mais interdépendants.

» Leur stimulation par différents facteurs angiogéniques, les plus couramment observés
étant le BFGF (basic fibroblast growth factor) et le VEGF (vascular endothelial growth
factor) ; ces facteurs sont sécrétés, soit directement par les cellules tumorales en
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réponse a des conditions d’hypoxie ou a la suite d’une activation par certains

oncogenes, soit indirectement par la stimulation de cellules inflammatoires ;

> La pénétration de la membrane basale de la matrice extracellulaire séparant les cellules
endothéliales du tissu sous-jacent par la sécrétion d’enzymes protéolytiques tel
I’activateur tissulaire du plasminogéne, cette sécrétion étant induite par les facteurs

monogeéniques ;
» La migration des cellules endothéliales vers la source du stimulus angiogénique ;
» Laprolifération des cellules endothéliales pour former les nouveaux vaisseaux ;

» La sécrétion de composants de la membrane basale qui contribuent au remodelage du

tissu et a la formation d’un réseau de capillaires.

Macrophage Mastocyte
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Figure 1.3. Principales étapes impliquées dans 1’activation des cellules endothéliales lors de

I’angiogenése [19].

La figure 1.3 représente les principales étapes d’activation des CE lors de I’angiogeneése :
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1. Les tumeurs sécrétent diverses molécules angiogéniques, comme le bFGF et le VEGF,
qui sont exportées hors des cellules tumorales et diffusent a travers le tissu pour atteindre
les vaisseaux.

2. Ces molécules angiogéniques stimulent la production de collagénases et de I’activateur
du plasminogéne par les cellules endothéliales, permettant la dégradation de la membrane

basale entourant le vaisseau.

3. Les cellules endothéliales peuvent alors migrer vers la source du stimulus et amorcer le
bourgeonnement du vaisseau parental.

4. Les cellules endothéliales proliférent rapidement pour permettre aux vaisseaux de prendre
une expansion.

5. La synthese de composantes de la matrice extracellulaire par les cellules composant les

nouveaux vaisseaux permet le remodelage du réseau capillaire [19].
V1. La régulation de I’angiogenése
V1.1. Switch angiogénique

Le passage de I’état de repos a 1’état activé des vaisseaux (induction de 1’angiogeneése, «
angiogenic switch ») est déclenché par la rupture de I’équilibre relatif entre les facteurs
activateurs et les facteurs inhibiteurs. Le statu vasculaire de repos est maintenu dans les tissus
grace a la prédominance des facteurs anti-angiogéniques sur les facteurs pro-angiogéniques. La
diminution des inhibiteurs et/ou 1’augmentation des activateurs entraine un déplacement de

I’équilibre en faveur des activateurs et induit par conséquent une néovascularisation [8].

Activateurs Inhibiteurs

«Angiogenic switch

Al repos Active

Etat vasculaire

Figure 1.4. Interactions entre les activateurs et les inhibiteurs de 1’angiogenése [19].
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VI1I. Les facteurs anti-angiogéniques
VII1.1. Inhibiteurs naturels de ’angiogenése
» Latrombospondine

Localisée surtout au niveau périvasculaire, la trombospondine est une protéine de la
matrice extracellulaire. Elle bloque la prolifération, la migration et la différenciation des cellules

endothéliales, ce qui entraine la stabilisation des vaisseaux.
» Les interférons

Les interférons font partie des facteurs inhibant 1’angiogenése, cependant, ils ne sont pas
capables de provoquer seuls la régression importante de [’angiogenése. Ils empéchent la
migration des cellules endothéliales et interviennent dans le blocage de la production ou de

I’efficacité des facteurs angiogéniques.
» Les inhibiteurs des métalloprotéinases

Les inhibiteurs des métalloprotéinases de la matrice (TIMP) bloguent la dégradation de la
matrice extracellulaire et inhibent ainsi 1’angiogenese. On les retrouve au niveau de nombreuses
cellules et de nombreux tissus. Ils empéchent la prolifération et la migration des cellules

tumorales et des cellules endothéliales
» L’angiostatine

L’angiostatine est un petit peptide qui provient du clivage enzymatique du plasminogene
circulant. Ce fragment du plasminogene inhibe spécifiquement la prolifération et la migration

des cellules endothéliales.
> L’endostatine

Comme son précédent, I’endostatine est un petit peptide qui provient du clivage du
collagéne XVIII. Elle inhibe la prolifération des cellules endothéliales. De méme que
I’angiostatine, cette molécule dérivée des tumeurs induit 1’apoptose des cellules endothéliales

tumorales.
VI11.2. Inhibiteurs synthétiques de I’angiogenese

L’angiogenése peut étre inhibée par des anticorps anti-intégrines. Celles-ci sont impliquées

notamment dans la migration et la prolifération cellulaire. Au méme titre que les anticorps, des

10
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antagonistes des intégrines provoqueront 1’arrét de la croissance des nouveaux vaisseauX. Les

cellules endothéliales des vaisseaux matures préexistants ne seront quant a elles pas touchees.
VI11.3. Autres facteurs inhibiteurs

La fumagilline, qui est antibiotique, inhibe la prolifération des cellules endothéliales. Des
études sont en cours concernant la thalidomide, afin de mieux comprendre son activité anti-

angiogenique [20].
VI11. Médicaments anti-angiogéniques

Dans le développement d'agents anti-angiogéniques, quatre stratégies principales sont
utilisées : l'inhibition de facteurs endogenes qui favorisent la formation de vaisseaux sanguins,
I'identification et I'application d'inhibiteurs naturels de I'angiogenese, I'inhibition de molécules
qui favorisent I'invasion des tissus environnants par vaisseaux sanguins tumoraux, et l'incapacité
des cellules endotheéliales proliférant activement. Parmi les médicaments anti-angiogéniques
actuellement disponibles, le bevacizumab, le sunitinib, le pazopanib, I'endostar, le régorafénib,
I'axitinib, le sorafenib, le ranibizumab et 1'aflibercept sont les plus appliqués dans le traitement

des divers types de cancer (tableau 1.2)[21].

Tableau 1.2. Les médicaments anti-angiogéniques les plus couramment utilisés pour le

traitement du cancer [21].

Médicament
anti- Cibles Les usages
angiogénique

Effets
secondaires

bevacizumab Isoformes du VEGF A glioblastome du Hypertension

cancer colorectal e

gastro-intestinal
perforations

saignement gastro-

intestinal
sunitinib VEGFR carcinome a cellules la diarrhée
PDGFR renales Hypertension

tumeurs stromales

; ) décoloration de la
gastro-intestinales

peau

récepteur de facteur de
cellules souches

Récepteur du facteur 1 mucite

11
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stimulant les colonies fatigue
récepteur tyrosine kinase hypothyroidie
de type fms

récepteur du facteur
neurotrophique

pazopanib VEGF cancer du rein hypertension
PDGF cancer épithélial de artérielle
FGER I'ovaire repolarisation

- ventriculaire
récepteur de facteur de sarcomne]éijss tissus anormale
cellules souches

Récepteur du facteur 1
stimulant les colonies

Protéine specifique aux
lymphocytes

récepteur tyrosine kinase

L’¢étude de ’angiogenese au cours de la croissance des tumeurs constitue un secteur de
recherche en pleine effervescence. Cet intérét provient de résultats importants, tant au niveau
fondamental que clinique, montrant que la progression tumorale est tres étroitement liée au degré
de néovascularisation intra tumorale. L’inhibition de cette néovascularisation par des composés
perturbant certaines étapes moléculaires et cellulaires associées au développement des nouveaux
vaisseaux est actuellement a I’étude dans plusieurs essais cliniques, et pourrait permettre le
développement de traitements controlant la progression de métastases. C’ainsi qu’ont ¢été
développés des essais précliniques de substances anti-oncogéniques, artificielles ou naturelles, et
agissant a plusieurs niveaux : I’inhibition de I’action des facteurs angiogéniques sur leurs
récepteurs, 1’inhibition du signal angiogéniques intracellulaires et 1’altération de 1’adhérence des
cellules endothéliales a la matrice extracellulaire [19]. En ce qui concerne la synthese
d’inhibiteurs de I’angiogencse, les cibles les plus approfondies sont celles du FGF (fibroblast

growth facto) et du VEGF (vascular endothelial growth factor).
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Chapitre Il : Le Récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2)

. Généralité

De nombreux facteurs de croissance et cytokines sont impliqués dans lI'angiogenése. Parmi
toutes les molécules angiogéniques connues, le facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) et ses récepteurs (VEGFR) sont des stimuli essentiels de I'angiogenése physiologique et
pathologique [22, 23]. Le VEGF se lie a des récepteurs transmembranaires spécifiques sur les
cellules endothéliales (CE) et les vaisseaux lymphatiques et conduit a la phosphorylation de
diverses protéines de transduction du signal [24]. Il existe cinqg membres dans la famille des
VEGFR et les principaux sous-types sont les VEGFR1-3, qui sont principalement situés a la
surface des CE des tissus normaux et uniquement surexprimés au cours de l'angiogenése
embryonnaire et tumorale. Le VEGFR?2 est I'effecteur majeur pour I'exécution de la prolifération
cellulaire stimulée par le VEGF, la perméabilité vasculaire, la migration cellulaire et la survie
cellulaire, conduisant a l'angiogenése [23]. La production de VEGF est élevée de maniere
disproportionnée en raison de l'activation de l'oncogéne [25], de la perte de la fonction
suppresseur de tumeur [36,27], ou des changements dans I'état de l'oxygene ou du
glucose[28,29] . Par conséquent, le VEGFR2 est fortement autophosphorylé dans les tumeurs par

une expression élevée de VEGF.
I1. Définition

Le récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2) est une
glycoprotéine de 210-230kda [30]qui est un récepteur tyrosine kinase de type V principalement
connu pour étre exprimé dans les cellules endothéliales vasculaires et codé par le géne KDR. Ce
récepteur répond au signal de liaison au facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), qui
initie une cascade de phosphorylation qui implique finalement des cibles de régulation nucléaire
entrainant une amélioration de la prolifération et de la migration endothéliales. La protéine
VEGFR2 est également connue sous le nom de KDR (récepteur de domaine d'insertion de
kinase), FIk-1 (feetal kinase 1) et CD309 [31], son ligand, le VEGF est puisant régulateur de
I’angiogenese identifié en premier lieu pour son activité sur la perméabilité vasculaire. C’est une
molécule a action paracrine, c¢’est-a-dire qu’elle agit a distance du lieu ou elle a été produite et sa
présence doit étre finement régulée dans 1’espace, le temps et en nombre pour éviter les

désordres vasculaires [32].

Le VEGFR-2 est principalement distribué dans les cellules endothéliales vasculaires, les
cellules endothéliales lymphatiques et les cellules précurseurs embryonnaires, et peut se lier au
VEGF-A, VEGF-C et VEGF-D. Le VEGF médie la prolifération, I'invasion et la migration des

14

——
| —



Chapitre Il : Le Récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2)

cellules endothéliales, ainsi que la survie, et augmente la perméabilité vasculaire et la

néovascularisation [33].
I11. Structure de la VEGFR-2

Le VEGFR-2 de pleine longueur est composé de 1356 acides aminés dont un peptide
signal (1~19 aa) et une protéine mature (20~1356 aa). En tant que protéine transmembranaire
mature, le VEGFR-2 est divisé en domaine extracellulaire (ECD, 20~764 aa), domaine
transmembranaire (TMD, 765~789 aa), domaine juxtamembranaire (JMD, 790~833 aa),
domaine catalytique de tyrosine kinas (TKD, 834~1162 aa) comprenant le domaine de liaison
ATP (TKD1, 834~930 aa), le domaine d'insertion de kinase (KID, 931~998 aa) et le domaine de
phosphotransférase (TKD2, 999~1162 aa), et un domaine C terminal flexible (CTD, 1163~1356
aa) schematisé sur la figure II.1.

L'ECD est composé de 7 sous-domaines de type immunoglobuline, IgD1 (46~110 aa),
IgD2 (141~207 aa), IgD3 (224~320 aa), 1gD4(328~414 aa), IgD5 (421~548 aa) , IgD6
(551~660 aa) et IgD7 (667~753 aa) (figure 11.1.A).Des recherches ont montré que I'lgD1 est
impliquée dans la régulation de la liaison des récepteurs aux ligands ; tandis que I'lgD2 et I'lgD3
sont nécessaires pour une liaison étroite avec la dimérisation et I'activation du VEGF dimére et
du VEGFR-2 induite par le VEGF ; les IgD2 et 1gD4 peuvent affecter le taux de liaison du
ligand ; les IgD5 et IgD6 peuvent étre impliquées dans I'impact des molécules réceptrices en se
déliant des ligands ; et I'lgD7 joue un rdle crucial dans la dimérisation et la régulation des

récepteurs (figure I1.1. B et C).

La TKD est la région la plus conservée parmi les VEGFR. Ce noyau de protéine kinase du
VEGFR-2 a une structure spatiale & deux lobes qui forme le centre actif entre les deux lobes. A
I'extrémité N-terminale du domaine tyrosine kinas intracellulaire, il y a une poche hydrophobe
contenant une boucle de liaison phosphate ATP riche en glycine (GXGXXG, 841~846 aa) dans
les structures en feuillets. Au TKD C-terminal, il existe plusieurs structures hélicoidales, y
compris une boucle catalytique (HRDLAARN, 1026~1033 aa) et une boucle d'activation (A-
loop, 1045~1075 aa), qui jouent un role important dans I’activité catalytique de VEGFR-2
(figure I1.1. A et D).

Dans le VEGFR-2 humain, il existe 18 sites de glycosylation liés a N, 15 sites de
phosphorylation et de nombreux sites de liaison a I'ATP et sites de liaison au substrat, qui jouent

un réle important dans les modifications post-traductionnelles de VEGFR-2, le repliement des
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Chapitre Il : Le Récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2)

protéines, l'activation des protéines et I'attachement cellulaire, et peut en outre moduler la
fonction de VEGFR-2[33].
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Figure 11.1. La structure moléculaire du VEGF/VEGFR-2. (A) La structure de VEGFR-2.(B)
Homodimere VEGFR-2 activé par le VEGF. Aprés la liaison des VEGF au VEGFR-2, les
résidus tyrosine cruciaux sur le TKD ont été phosphorylés et sont impliqués dans la médiation
des voies de signalisation en aval. (C) Structure moléculaire de VEGF-A se liant a IgD2 et IgD3
de VEGFR-2. (D) Structure moléculaire de TKD de VEGFR-2, y comprisTKD1 (lobe N), KID
et TKD2 (lobe C). Il existe trois motifs importants : la boucle riche en glycine (bleu, 841-846
aa), la boucle catalytique (rouge, 1026-1033 aa) et la boucle d'activation (vert, 1045-1075 aa) et
trois sites de phosphorylation cruciaux (spheres) sur le TKD : Tyr951 sur le KID, et
Tyrl054etEssayez1059 sur le TKD2 [33].

IVV. Mécanismes d’activation de la VEGFR-2

VEGFR-2 est activé par la liaison de VEGF-A, -C et -D a ses domaines de type Ig 2 et 3
(Figure 11.1C). Semblable a d'autres récepteurs tyrosine kinases (RTK), la signalisation
cellulaire médiée par VEGFR-2 est stimulée et initiée lors de la liaison de son dimere de ligand
aux domaines 2 et 3 de type Ig du récepteur extracellulaire. Cette interaction ligand-récepteur

provoque I'hnomo- et I'hétéro-dimérisation du VEGFR-2 suivies de la phosphorylation de résidus

[ )
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tyrosine spécifiques situés dans la région intracellulaire, y compris le domaine juxta
membranaire, le domaine tyrosine kinase et le domaine carboxy-terminal. Par la suite, diverses
molécules de signalisation sont recrutées dans les dimeres de VEGFR-2 qui activent les voies de
signalisation en aval et affectent finalement les caractéristiques physiologiques des cellules

endothéliales et de I'ensemble de I'environnement vasculaire [33].

Extracellular
domain

Homotypic i
interactions

~ Transmembrane
domain

Kinase
domain

Figure 11.2. Un modele du récepteur VEGFR2 construit avec la modélisation d'homologie de la

structure du Kit homologue [34.35].

V. La structure 3D de la VEGFR-2

Le complexe dimere VEGFR2-VEFR est représenté en surface, avec les différents
domaines donnés en différentes couleurs. Le dimére VEGF est représenté en violet-jaune lié sur
une interface sur les domaines de type Ig D2-D3 VEGFR2 (bleu-cyan). Le domaine D3 est
représenté en cyan avec les D4 et D5 interagissant avec leurs homologues dans le dimére en rose

et vert. Le point rouge en D3 montre la position de la mutation.
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Chapitre Il : Le Récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2)

Tableau I1.1. Sites et motifs fonctionnels dans la VEGFR-2[33].

Sites et motifs Lieu
Site de glycosylation liésen N : ECD
Asn46,66,96,143,158,245,318,
347,395,511,523,580,613,619,
631,675,704 et 721.
Site de phosphorylation :
JMD
Tyr80
Tyros1 KID
TKD2
Tyr1054
CTD
Tyr1059
Tyrll75
(
\

Fonction

ces sites jouent un role central dans la laison,le
trafic,la stabilisation et la signalisation pro-
angiogénique du ligand RTK dans des contextes
physiologiques et patholo-gique.

Y801est crucial pour le taux d’autophosphorylation
de VEGFR-2,etphosphoryle.

Y801pertube I’interaction de JMD avec la boucle A
favorise la réorientation de la boucle d’activation,

et induit une conformation enzymatique active.

Y951 est phosphorylé sur stimulation VEGFA,
Y951phosphorylé a la TKD de VEGFR-2 peut se
lier au TSAd et Src, régulent ensuite la migration
cellulaire et assurent la survie et la pérmiabilité
cellulaire.

les sites Y1054 et Y1059 sont situé dans la boucle
A TKD2 et jouent un role crucial dans activité
kinase, et Y1054 et Y1059 phosphorylé augmentent
la kinases VEGFR-2 activité

Y1175 et Y1214 sont essentiel pour I’activation et
la signalisation cellulaire médié par VEGFR-2 avec
PLCy, PI3K et les protéine adaptatrice SHB et SCK
et Y1214 phosphorylé médié la laison de VEGFR-
2avec la protéine adaptatrice NCK, et les deux
pY1175 et pY1214 activent finalement directement
VEGFR-2 pour pouvoir la prolifération, migration
et la pérmiabilité des cellules endothéliales
vasculaires.

Ce sont des sites de phosphorylation et peuvent étre
impliqué dans [D’activation de VEGFR-2et la
signalisation
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Tyr1214

Autres sites de
phosphorylation :
Ser982,Ser984,et Try996

Ser1231, Ser1235, et Thr1238
Tyr1305, Tyr1309, et Tyr1319
Motifs fonctionnels :

Riche en glycine
(G841XGXXG)

(841~846 aa)

Bouche catalytique
(H1026RDLAARN)

(1026~1033 aa)

Boucle d'activation
(boucle A)
(1045~1075 aa)

KID

CTD
CTD

TKD1

TKD2

TKD2

——

le riche en glycine forme une bouclede laison au
phosphate ATP fonctionnellement importante, qui
est un segment flexible dont la position differe
parmi les structures de kinase dans divers états
activés et ligandés

la boucle catalytique contient un résidu d’acide
aspartique invariant (D1028) qui est essentiel pour
la catalyse de la réaction de phosphotrasférase.la
boucle catalytique est hautement conserve parmi
les protéines tyrosine kinase.

La boucle d’activation est une grande boucle
flexible dans les protéines kinases et contient deux
tyrosines Y1054 et Y1059,dont la conformation est

postulée pour réguler la kinase activité.
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Chapitre Il : Le Récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR2)

V1. VEGFR-2 Fonctions physiologiques et roles pathologiques
V1.1. Fonctions physiologiques du VEGFR-2

Les principales fonctions physiologiques du VEGF sur cellules endothéliale sont presque
toutes atteintes en activant la VEGFR 2, notamment la stimulation de la prolifération des cellules
endothéliale, 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et la chimiotaxie des cellules
endothéliales, etc. Les investigations ont montré la VEGFR-2 est le principal récepteur de
médiation de I’augmentation de la perméabilité vasculaire par la VEGF. De plus, la VEGFR2
joue un réle trés important dans le développement embryonnaire. La VEGFR2 activé par la
VEGF stimule la prolifération des cellules endothéliales et est crucial pour le développement du

systéeme vasculaire embryonnaire et du systéme hématopoiétiques [33].

V1.2. Roles pathologiques du VEGFR-2 activé par la VEGF

La VEGFR2 activé par la VEGF joue un réle important dans la médiation de la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins dans diverses conditions et processus pathologiques, notamment
la cicatrisation des plaies le cancer. La VEGFR2 est également impliquer dans I’angiogenése
tumorale et le développent lymphatique via le recrutent de cellules endothéliales.

La VEGFR2 est une cible importante de 1’angiogenése anti-tumorale. La VEGF sécrété par
les cellules tumorales active son récepteur VEGFR2, et ils favorisent ensuite la croissance
vasculaire et fournissent I’oxygene et la nutrition dans les zones hypoxiques des tissus tumoraux

[33].
VII. Inhibiteurs de la VEGFR-2

Les récepteurs du facteur de croissance vasculaire VEGFR (Vascular Endothelial Growth
Factor) sont des acteurs trés importants pour l’angiogenése et constituent une cible tres
intéressante pour le traitement des tumeurs solides. De plus, dans un grand nombre de tumeurs,

ils sont surexprimes.

Les inhibiteurs de la VEGFR-2 sont classés en trois types. Les inhibiteurs de type I,
également connus sous le nom d'inhibiteurs compétitifs de I'ATP, se lient a la région qui est
logée par le cycle adénine de I'ATP. Les inhibiteurs de type | forment une a trois liaisons
hydrogene au site actif du récepteur. Le sunitinib est I'un des exemples d'inhibiteurs de type I.

Les inhibiteurs de type Il induisent une activation inactive de la confirmation DFG-out de la
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boucle d'activation ; ces inhibiteurs ne sont pas capables de se lier au site de liaison a l'adénine
mais se lient & c6té de la poche hydrophobe [36]. Le sorafénib est I'un des exemples d'inhibiteurs
de type Il. Les inhibiteurs de type Ill sont des inhibiteurs covalents ; ces inhibiteurs se lient de
maniere covalente au résidu d'acide aminé cystéine et empéchent la liaison de I'ATP au site de

liaison. Le vatalanib est un exemple d'inhibiteurs de type 111 [37, 38].

P
H,N ,
4

Lenvatinib 3 Lucitanib 4

Hetero aromatic
ring system

Central spacer

\ .
/O ) . Pharmacophore

moiety

Terminal

Frugintinib 5 hydrophobic moiety

Figure 11.3. Structures de certains inhibiteurs représentatifs du VEGFR-2[38].
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. Généralité

Le cycle de vie d’un méedicament est encadré par de nombreuses reglementations marquant
ainsi les différentes étapes portant du développement de la molécule active jusqu’a la distribution
du médicament sur le marché. Sur 10 000 molécules testées, une seule sera commercialisée.
C’est donc un processus extrémement long et colteux : il faut compter minimum 15 ans de

recherche pour un coft total avoisinant le milliard d’euros [39].

L’¢étape de recherche et développement du médicament s’étend sur une durée de 8 a 10 ans.
Cette phase est caractérisée par trois étapes : la premiére concerne la recherche de molécules
potentiellement candidat-médicaments pour une maladie donnée. Ces molécules sont le résultat
des avancees de la recherche fondamentale (ex : nouvelles cibles, molécules analogues,
techniques de criblage et d’optimisation). Ainsi sur 10000 molécules testées, 100 candidats
médicaments sont selectionnés. La deuxiéme phase concerne les tests précliniques. Les
molécules sélectionnées sont testées in vitro et sur des modeles animaux afin d’évaluer leurs
activités biologiques, leurs toxicologies et leurs pharmacocinétiques. La faisabilité technique du
médicament est aussi évaluée, c’est-a-dire les différentes méthodes nécessaires pour tester ces
molécules sont déterminées et les moyens financiers a mettre en ceuvre sont définis. A la fin de
cette étape, seules 10 molécules candidates sont retenues. Enfin, ces molécules rentrent en phase
de développement clinique [39].

Aujourd’hui, I’enjeu consiste a amortir les dépenses de recherche de plus en plus
importantes sur des medicaments de plus en plus ciblés avec des périodes de protection

brevetaires de plus en plus courtes.

Pour trouver une molécule capable d’interagir avec la maladie étudiée, il est nécessaire
dans un premier temps, d’identifier une « téte de série » c¢’est-a-dire un composé possédant
I’activité pharmacologique désirée. Une nouvelle « téte de série » peut étre découverte par
sérendipité, a partir des ressources naturelles, en utilisant les méthodes de criblage in silico, ou

en s’inspirant de médicaments deja existants [39].

Le terme criblage regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant pour
I’objectif d’exploitation de bases de composés a la recherche de molécule d’intérét
thérapeutique. Ce que lui permet de pris une importance croissante dans les processus de
conception de médicaments largement appuyé par les progrés en informatique et en

bioinformatique.Les méthode criblage virtuel ont été développées pour diminuer le cout et le
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temps considérable nécessaire au processus de la recherche et le développement de nouveau
médicament en permettant de réduire le nombre considérable de molécules a tester
expérimentalement et pour guider la sélection des composés les plus prometteurs, que ce soit lors

des phases d’identification des hits ou d’optimisation des leads [40].

Le criblage virtuel peut schématiquement étre assimilé & un entonnoir dans lequel on verse
un grand nombre (généralement entre cent mille et dix millions) de composés (voir figure III.1),
constituant la chimiothéque a cribler, pour obtenir, & I'aide d'un algorithme de criblage, un plus
faible nombre (quelques dizaines a quelques milliers) de composes qui seront ensuite testés

expérimentalement [41].

Figure 111.1. Criblage virtuel in Silico [42].

Le criblage virtuel comporte trois phases [43] :

o La phase de préparation de la chimiothéque incluant la mise a disposition (ou pas) de
vrais actifs/inactifs dans le cas d'un apprentissage supervisé ;

o Laphase d'exécution proprement dite qui varie en fonction de la taille de la chimiothéque

et de la connaissance de la structure 3D d'une protéine cible ;

o Laphase d'analyse des résultats conduisant a la définition de touches.
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I1. L’intérét du criblage virtuel

Les méthodes de criblage virtuel ont rapidement montré leur efficacité et leur utilité des
1990 en guidant les scientifiques sur les molécules les plus actives parmi de grandes

bibliotheques de composés [39].

Le criblage virtuel permet 1’exploration de larges chimiothéques a la recherche de
composés actifs vis-a-vis d’une cible thérapeutique donnée. Ce processus vise a réduire de fagon
significative la chimiotheque de départ a une liste limitée de composés juges les plus
prometteurs. Cette approche conduit souvent a une nette amélioration de la concentration de
molécules actives pour la cible, tandis qu’une sélection aléatoire de molécules de la
chimiothéque ne saurait fournir un tel enrichissement [44]. Les molécules doivent également
avoir les propriétés physicochimiques comme la biodisponibilité et les propriétés
ADME (Absorption, distribution, métabolisme et excrétion) caractérisant un médicament. Pour
cela, des regles élémentaires permettent de filtrer rapidement des chimiotheques et éliminer
toutes les molécules qui ne répondant pas a ces regles ; les plus connues sont celles de Lipinski,
et de Veber [40]. Ainsi, le temps aussi bien que les cotts de I’identification de nouvellestouches
peuvent étre réduits de facon significative. Plus précisément, le recours au criblage in silico, en
préalable a un criblage biologique a plus petite échelle, permet d’ajuster au mieux le nombre de
tests expérimentaux en fonction des contraintes budgétaires et temporelles. Quand les conditions
le permettent, le criblage biologique peut étre employé en paralléle au criblage virtuel, afin
d’évaluer D’efficacité de ce dernier et de pouvoir améliorer les paramétres des programmes

informatiques utilisés [44].
I11. Les logiciels du criblage virtuel

De nombreuses publications ont proposé des experiences paralléles menées avec un bon
nombre de programmes de criblage virtuel (qui sont commercialisés ou non). Les plus
fréqguemment utilisés sont : AutoDock Vina, Gold, Flex X, Glide et Surflex-dock (voir tableau
III.1.). Ces programmes reposent sur l'ajustement de fragments, commencant par construire un
modeéle du site actif dit « protomol » dans le cas du programme Surflex-dock. Ce modele est
constitué par le volume accessible du site et les points d’interaction tels que les sites de liaison
hydrogene, les charges ou les sites lipophiles. Ces algorithmes sont dits aussi de fragmentation /
reconstruction car, dans un premier temps, la molécule est découpée en parties rigides et en
liaisons flexibles. Par la suite, les parties rigides sont positionnées en premier et le ligand est

reconstruit de proche en proche, explorant diverses conformations lors de la mise en place des
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liaisons flexibles. Cette approche permet un criblage rapide de vastes librairies de composés
[45].

Tableau I11.1. Quelques exemples des logiciels de criblage virtuel [45].

Programme Algorithme de recherche Fonction de score
FlexX Fragmentation /reconstruction Basée sur les connaissances
Glide Monte Carlo Empirique
Gold Génétique Basee sur les champs de force

Surflex-Dock Hammerhead modifié Empirique

IV. Importance des chimiothéques dans la recherche de nouveaux candidats

médicaments.

Le criblage virtuel est une technique puissante pour identifier des molécules dite "hits" en
tant que points de départ pour la chimie médicinale. Pour garantir la réussite d'un criblage
virtuel, une attention trés précise doit étre apportée a la chimiothéque utilisée, sa taille,
composition, diversité, les caractéristiques des molécules qu’elle regroupe et de nombreux autres
facteurs.

Le fait que le nombre de bases de données de petites molécules commerciales et publiques,
ont considérablement augmenté ces dernieres années témoigne de la pertinence élevée de ces
types de collections de données pour la découverte et le développement de médicaments. Ces
bases de données peuvent étre uniquement des collections de structures, telles que des
échantillons de criblage disponibles dans le commerce, ou fournir des données supplémentaires
telles que la bioactivité mesurée des composes et de leurs cibles protéiques, ainsi que des
maladies ciblées. Un bon nombre de ces bases de données (par exemple, ChEMBL) tentent de
relier des données de petites molécules avec des informations sur leurs cibles biologiques ainsi
gue les données de test disponibles.

Ces chimiotheques contiennent des molécules directement achetables aupres de différents
fournisseurs. La quantité, la qualité, la disponibilité et le prix de chaque produit sont disponibles,

permettant une commande groupée des différents produits souhaités. A cela s'ajoutent

26

—
| —



Chapitre 111 : Le criblage virtuel

généralement des fichiers informatiques regroupant les structures des différents composés et
facilitant leur utilisation par les bioinformaticiens. Il existe plusieurs formats électroniques pour
représenter les petites molécules. Les plus utilisés pour les chimiothéques sont SMILES, SDF,
MOL2 ou PDB [46].

V. Les différentes stratégies du criblage virtuel

Le criblage virtuel nécessite des informations sur les propriétés physico-chimique et/ou
géométrique des composes actifs et sur la structure 3D de la cible. Selon la disponibilité ou non
de ces informations, différentes méthodes de criblage in silico peuvent étre utilisées. Les
méthodes basées sur les ligands « ligand-based Drug Design LBDD » utilisent les ligands
connus comme guides pour définir les propriétés responsables de leur affinité. Les méthodes
basées sur la structure « structure-based Drug Design SBDD » sont utilisées lorsque les données
sur la structure 3D de la cible biologique sont disponibles. Elles permettent d’évaluer le potentiel
d’interaction entre les composés criblés et le site d’interaction de la cible. Au sein de ces deux

grandes familles, différentes méthodes ont été développees (Figurelll.2.).

Structure 3D

dela
proiﬁne
J
Methodes | Methodes
« Ligand- | « Structure-

§ based» based »

Recherche ‘ Pharmaco-
“ds.\mlm M (SAR “ shore

Pharmaco-
phore

Design de

= Docking

Figure 111.2. Classification des méthodes de criblage virtuel [40].
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V.1. Criblage virtuel basé sur la structure de la cible « structure-based »

Conception de médicaments basée sur la structure utilise les interactions pergues au sein
des complexes récepteurs-ligand pour genérer des modeéles de liaison et les utiliser dans la
découverte et I’optimisation de nouveaux ligands bioactifs. Le criblage virtuel « structure-
based » est considéré comme un équivalent in silico d’un test expérimental étudiant la liaison
ligand-cible biomoléculaire. Cependant, il repose essentiellement sur la disponibilité de la
structure 3D de la cible thérapeutique qui obtenue par des méthodes expérimentales telles que la
cristallographie par rayons X et la spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire (RMN)
dans des bases de données (tel que la Protein Data Bank ). Par contre, pour toutes les structures
non déterminées expérimentalement, des méthodes de prédiction de la structure 3D par
homologie de séquence peuvent étre mises en ceuvre. Basée sur la structure expérimentale d’un

protéine proche (méme famille) [47].

Chimiothéeque

Cible en 3D,
structure
expérimentale
ou modeéele 3D par
homologie

Figure 111.3. Le criblage virtuel « structure-based » [47].
V.2. Criblage virtuel basé sur le ligand « ligand-based »

Les méthodes de criblage « ligand-based » reposent sur la connaissance préalable de
ligands ayant une activité sur la cible thérapeutique connue. Il sera ainsi possible d’utiliser ces
ligands comme une premiére base de «hits» afin d’identifier d’autre composés similaires,
présentant des caractéristiques d’activité commune. 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 toutes les méthodes « ligand-based ». Differents types de descripteurs moléculaires
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pourront étre calculés pour quantifier la similitude entre les composées. Ces méthodes présentent
I’avantage d’étre un protocole de découverte de médicament viable, méme en [’absence de
structure expérimentale tridimensionnelle (3D) du récepteur ciblé. Suivant le nombre de ligands
connus de la cible thérapeutique, plusieurs méthodes peuvent étre employées :la recherche de la
similarité, le criblage de pharmacophores et les approches QSAR. Ces deux derniéres methodes
sont les outils les plus importants et largement utilisées dans la conception de médicaments a
base de ligands [40].

f Cwverlay with query Similarity Score
(A)
¥ query
Best Score
2" Best
Score
Maoll
3 ; (B} L -
___ Conformations produced by OMEGA *  *
—_— — Overlays produced by ROCS (C:l

Figure 111.4. Le criblage virtuel « ligand-based ». Schéma de base de la recherche de similarité
de forme basée sur un ligand 3D : une molécule de requéte (A) dans une ou plusieurs
3Dconformations est comparé a chaque conformére de chaque molécule dans une base de
données pré-générée de conformations (B). La superposition optimisée entre le meilleur
conformeére unique de chagque molécule de base de données et chaquela conformation de la

requéte est rapportée avec un score de similarité (C) [48].

V1. Docking moléculaire

Le docking moléculaire (figure IV.5) est une technique informatique qui prédit la
conformation (position et orientation relatives) la plus favorable de deux molécules en
interaction et formant un complexe stable. La connaissance de cette conformation préférentielle
permet par la suite 1’estimation de la force d’association (affinité de liaison) entre ces deux

molécules.
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Figure 111.5. Docking protéine-ligand [46].

En principe, un programme de docking doit étre capable de générer les modes de liaison
attendus pour des ligands dont la position adoptée au sein du site actif est connue dans un temps

raisonnable. Pour cela, leur protocole est composé de deux étapes distinctes :

e La premicre (le docking) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site
actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

e La deuxiéme (le scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre
le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées
[46].

ligand

DOCKING - SCORING -
— —_—
N “ il “

Récepteur Complexe

Figure 111.6. Principales étapes de docking [46].
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VII. Principaux programmes de docking moléculaire

Le docking moléculaire a pour objectif essentielle de prédire la conformation la plus
favorable du ligand au sein de son récepteur. Initié au début des années 1980, ce domaine s’est
développé pour devenir, de nos jours, un outil incontournable dans la recherche de produits
biologiquement actifs.

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou non)
sont disponibles. Les plus fréeguemment cités sont respectivement : AutoDock, GOLD, FlexX ,
DOCK et Molegro virtuel Docker (MVD). Les principaux programmes de docking moléculaire
sont resumés ci-dessous (tableau I11.2.)[49].

Tableau I11.2. Les principaux programmes de docking moléculaire [49].

Nom Editeur Site Internet
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
FlexX BioSolvel T http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

VI1.1. Les étapes de criblage virtuel par docking

La figure 111.7 suivante présente les étapes d’un criblage virtuel d’une chimiothéque par

docking moléculaire.
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1) 3)
Chimiothéque a cribler Cible thérapeutique
- >
2) 4)
Filtration de la Identification du site
chimiothéque actif
E 1 =
(&)

Docking, scoring,
évaluation visuelle

\
6)

Test de I'activité
biologique

Figure 111.7. Criblage virtuel par docking moléculaire [50].

Il se décompose en plusieurs étapes : la premiére est le choix de la chimiotheque (1), la
deuxieme est sa filtration pour sélectionner selon le projet de recherche les composés a cribler
(2). En ce qui concerne la protéine ciblée, il faut choisi une structure 3D de haute qualité, avec
une bonne résolution (3). La quatrieme étape consiste a déterminer les résidus d'acides aminés du
site actif (4), qui intervient dans le processus de reconnaissance de ligand. La derniére étape est
le docking moléculaire de composés sélectionnés avec le site actif de la protéine cible et le
classement de ces composés en fonction de leurs affinités (5) pour prédire les molécules les plus
actives pour la cible. Les résultats obtenus in silico doivent étre confirmés grace aux tests

expérimentaux (6) [50].
VIII. Quelques succes du criblage virtuel par docking moléculaire

De nombreux exemples de criblage virtuel réussi ont été décrits ces derniéres années
(Tableau II1.3). A partir de structures protéiques cristallographiques a haute résolution, et a partir

de banques de données chimiques préalablement filtrées, de taille et diversité variables [50].
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Tableau I11.3. Exemples de réussites de criblage virtuel de chimiothéques [50]

Cible biologique
Lymphome B

Carbonique anhydrase 11

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

protein tyrosine phosphatase-1B

R-Lactamase
tyrosine kinase
protéine de I'apoptose

Aldose reductase

Ribosomal A-site

sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPase (SERCA)

tyrosine kinase

thymidine monophosphate
kinase

HIV-protease

rhamnose-GlcNAc disaccharide

Phosphodiesterase 4

penicillin binding protein

Sirtuin humaine

protein kKinase

3-dehydroquinate dehydratase

Ligase

Chimiotheque Référence

NCI (Enyedy et al, 2001)

Maybridge/Leadquest (Gruneberg et al, 2001)

Comb.Lib (Bressi et al, 2001)
Pharmacia (Doman et al, 2002)
ACD (Powers et al, 2002)
Chemdiv (Peng et al, 2003)
. . (Nikolovska-Coleska et al,
Chinese Nat.Lib 2004)
ACD (Kraemer et al, 2004)
Collection Vernalis (Foloppe et al, 2004)

Cactus compound (Elam et al, 2011)

collection
PubChem and MDDR (Han et al, 2012)
ZINC (Koseki et al, 2013)
NClin (Islam et Pillay, 2014)
Diverses chimiothéques (Renet al, 2015)
NCI, Specs, et
ChemDiv (Gangwal et al, 2015)
NCI, CAP et ZINC (Sarangi et al, 2015)
ZINC (Kokkonen et al, 2015)
Namiki shoji Co (Nakanishi et al, 2015)
Asinex (Petersen et al, 2015)
ZINC (Samal et al, 2015)
(=)
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. Matériel
1.1. Microordinateurs

Afin de réaliser notre étude concernant le criblage virtuel d’une chimiothéque, nous avons
utilisé deux microordinateurs Asus et Acer avec une mémoire vive de 8.00 Go pour le premier
et4.00 Go pour le second, avec un processeur Intel(R) Pentium(R) CPU 4417U @ 2.30 GHz et
Intel(R) Celeron(R) CPU 2957U @ 1.40 GHz respectivement. Les programmes utilisés sont

installés sous le systéme d’exploitation Windows64bits version 2010 et 2007.
I.2. Les bases de données

1.2.1. Protéine Data Bank

La Protein Data Bank (PDB) est une base de données pour les données structurelles
tridimensionnelles des macromolécules biologiques, y compris les protéines et les acides
nucleiques. La PDB a été créee aux Brookhaven National Laboratoire en 1971 en tant qu'archive
pour les structures cristallines macromoléculaires biologiques. Les données, généralement
obtenues par cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN ou microscopie électronique, et
soumises par des scientifiques, sont librement accessibles. La PDB fournit des informations
utiles et fondamentales sur des milliers de protéines. Pour de nombreuses protéines, il existe des
dizaines voire des centaines de structures disponibles réalisées dans des conditions variables, y
compris la présence de différents partenaires de liaison tels que des inhibiteurs, des acides
nucléigues ou dautres protéines, ou avec des mutations et des modifications post-

traductionnelles [51].
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Figure IV.1. Interface de la Protein Data Bank (https://www.rcsh.org)[52].

1.2.2. La chimiothéque ZINC

ZINC(zinc.docking.org) est une base de données d'accés public et un ensemble d'outils,
initialement développés pour permettre un acces facile aux composés pour le criblage virtuel, qui
est devenu de plus en plus largement utilisé pour le dépistage virtuel, découverte de
ligands, écrans pharmacophores, référencement, et le développement du champ de force. Cette
base de données contient plus de vingt millions de molécules disponibles dans le commerce dans
des représentations biologiquement pertinentes. Chaque molécule de la chimiothéque ZINC est
stockée dans plusieurs formats de fichiers courants, notamment SMILES, mol2, sdf, décrivant
notamment les types d’atomes, leurs charges, leur connectivité, les types de liaisons et la

stéréochimie [53].

ZINC permet également des recherches par structure, activité biologique, propriété
physique, vendeur, catalogue, nom et numéro CAS. De petits sous-ensembles personnalisés
peuvent étre créé, édité, partagé, ancré, téléchargé et transmis a un vendeur pour I’achat. De plus,
cette base de données est maintenue et organisé pour un taux de réussite d'achat élevé et est
disponible gratuitement [54].
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ZINC is provided by the lrwin and S het Laboratones in the Department
Z I N C 1 5 of Pharmaceutical Chemistry at the University of California, San Francisco
(UCSF). We thank NIGMS for financial support (GM71896)
Weicome to ZINC, a free database of commercially-available compounds { Mode!,
for virtual screening. ZINC contains over million purchasable 1
compounds in ready-to-dock, 3D formats. ZINC also contains over 750 wish to cite our p
million purchasable compounds you can search for analogs in under a Coleman, J. Chem. inf_ A
minute Shoichet, J. Chem. Inf. Model. 2005,

e ZINC, please refere

Getting Started Ask Questions ZINC15 News

You can use ZINC for general questions such as

Explore Resources
Chemistry

Caveat Emptor

And More

Figure 1V.2. Interface de la chimiothéque ZINC (http://zinc.docking.org)[55].

1.2.3. PubChem

La PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)est une base de données chimique
publique de la National Library of Medicine (NLM), un institut des National Institutes of Health
(NIH) des Etats-Unis. Elle collecte des informations chimiques a partir de plus de 750 sources de
données et les diffuse gratuitement au public. Avec plus de quatre millions d'utilisateurs
interactifs uniques par mois aux heures de pointe. PubChem est I'un des sites Web de chimie les
plus visités au monde. PubChem sert de ressource d'information chimique clé pour les
communautés de recherche biomédicale dans de nombreux domaines tels que la chimie, la
biologie chimique, la chimie médicinale et la découverte de médicaments. PubChem organise ses
données en trois bases de données: Substance, Compound et BioAssay. La base de données des
substances est un référentiel ou les données chimiques fournies par le déposant sont archivées.
La base de données des composeés stocke les structures chimiques uniques extraites de la base de
données des substances. La base de données BioAssay stocke les descriptions des tests
biologiques. En outre, PubChem fournit également des vues alternatives via des pages Web qui

présentent les données relatives a un géne, une proteine, une voie et un brevet spécifiques [56].
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m National Library of Medicine

Nationol Center for Biotechnology Information

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources \
i

Try cowd-19 aspiin EGFR  C9H804  57-27-2 Cl=CC=C(C=ClC=0  InChi=1S/C3HEO/c1-3QM/M1-2H3 7

D Use Entrez

Figure 1V.3. Interface de la PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)[57].

1.3. Programmes
1.3.1. Le logiciel Surflex-dock
1.3.1.1. Définition

Pour étudier les interactions proteines-ligands, nous avons choisi le programme de docking
moléculaire Surflex-dock qui utilise une méthode incrémentielle. Surflex-dock (1.3, 2005) est un
algorithme de docking rapide capable d’arrimer les ligands dans un environnement constitué
d’acides aminés avec une bonne précision. Les paramétres standards de Surflex-dock ont été

utilisés par défaut dans cette étude [58].

Le docking par ce logiciel est realisé en 3 étapes :
e Le choix de la manic¢re d’identifier le site actif soit a partir d’un ligand soit a partir du
récepteur ;
e Construire une pseudo-molécule (protomol) qui va servir de cible aux différents ligands ;

e Arrimage moléculaire d’un ou de plusieurs ligands dans le protomol.

1.3.1.2. Etapes de docking

e La génération de Protomol
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L’identification du site actif par la construction d’une pseudo-molécule appelée « protomol
» idéale pour interagir avec le site de liaison étudié. Pour cela, trois types de fragments (CH4,
C=0 et N-H) sont placés dans de multiples positions dans le site actif et optimisés pour
permettre 1’établissement des interactions avec le site de liaison étudié. Les fragments les mieux
scorés sont assemblés pour former le protomol qui couvre I’intégralité du site actif. Pour générer
le protomol, nous avons utilisé la chaine A du code 4ASD sous format .mol2 et le ligand BAX

sous format .mol2 étape réalisée par la commande suivante :

Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl

e Arrimage d’un ou plusieurs ligands

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine format .mol2, le protomol généré dans
I’étape précédente et les ligands sous format .mol2. Le docking moléculaire par Surflex-dock
permet d’avoir dix (10) meilleures positions (conformations) de chaque ligand au sein du site
actif étudié, classées par leur score (Final-0, Final-1...... Final-9). Cette étape a été réalisée en

utilisant la commande suivante :

Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 Protéine.mol2

e Calcul du RMSD

Le RMSD permet la précision du positionnement des composés. Cette étape a été réalisée en

utilisant la commande suivante :

Surflex-dock rms final-0.mol2ligand.mol2

e Optimisation du RMSD

Cette étape est supplémentaire pour optimiser les valeurs du RMSD. Cette étape a été

réalisée en utilisant la commande suivante :

Surflex-dock optrms final-0.mol2 ligand.mol?2
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e Visualisation des résultats

Nous avons utilisé le programme viewerLite afin de visualiser les différentes interactions
formées entre les inhibiteurs étudiés et le site actif de la VEGFR2.

1.3.2. Open Babel

Open Babel est une boite a outils chimique congue pour parler des nombreuses langues des
données chimiques. 1l s'agit d'un projet collaboratif ouvert permettant a quiconque de rechercher,
convertir, analyser ou stocker des données issues de la modélisation moléculaire, de la chimie,
des matériaux a I'état solide et de la biochimie. Les formats de fichier que Open Babel prend en

charge comprennent : PDB, MOL, MOL2, SDF, XYZ, PC, SMI...etc[59].

-~ OUTPUT FORMAT
saf —~ MDL MOL format v |7 CONVERT Mol2 - Syl Mol2 foemat
[0 Use this formmat for sl input files Gignore file extensions)

CAUseri\PC\Downloads\ rmin warnang level displayed A Output file

Staet import at molecule # specified

[ tnpet below Gignoee mput file)

|

] Output below only (no output file) [) Display in firefox

[ Add tydwogens (m

Figure 1V.4. Capture d’écran du logiciel Open Babel.

1.3.3. ViewerLite

ViewerLite (4.2, 2001) est un outil gratuit de visualisation, qui permet un affichage3D
d’une structure de molécule biologique. Il lit plusieurs formats de fichier dont le format.pdb qui

est le format le plus courant pour visualiser la structure des protéines ou des petites molécules.

ViewerL.ite propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons chimiques
(liaison hydrogéne), la mesure de distances interatomiques, I'annotation des acides aminés (nom,
numero), créations de surfaces, choix de couleur (selon les atomes, les structures...), la capacité

de cacher et puis afficher a nouveau les différentes molécules [58].

40

—
| —



Chapitre 1V : Matériel et méthodes

DEd & B we

Figure 1V.5. Capture d’écran du logiciel ViewerLite.

1.3.4. SwissADME

Le serveur web SwissADME permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi
que de préedire les parametres ADME, les propriétés pharmacocinétiques, la nature

médicamenteuse et la convivialité de la chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules
pour soutenir la découverte de médicaments [60].
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Figure 1V.6. Interface graphique du serveur SwissADME[61].
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1.3.5. PreADMET

PreADMET est une application Web permettant de prédire les données ADME-Tox et de
créer une bibliothéque de type médicament a I'aide de la méthode in silico. PreADMET permet

un acces a plusieurs modeles pour prédire:

+ Les propriétés physicochimiques (Druglikeness),
=+ Quelques comportements pharmacocinétiques,
=+ La toxicité des composés.
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Figure IV.7. Interface graphique de serveur PreADMET.
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Il. Méthodes
11.1. Test de fiabilité de programme surflex-dock

I1 est important d’étudier la fiabilité des logiciels d’ancrage moléculaire afin de valoriser
les résultats fournis le long de notre travail. Pour cela, nous avons appliqué deux tests pour

affirmer la performance de notre logiciel de docking.
I1.1.1. Le RMSD

Le test de RMSD ou Root Mean Square Deviation est une mesure de distance exprimant
la différence de conformation et de position entre une pose et une molécule de référence. Le
RMSD a été calculé pour comparer la conformation et position des poses, soit entre elles, soit
par rapport a un ligand expérimental. Globalement, une pose a été considérée comme
reproduisant le mode d'interaction natif si son RMSD présentait une valeur inférieure ou égale a
2A. Ce seuil correspond & une valeur standard couramment utilisée dans les applications de
docking protéine-ligand [62, 63].

11.1.2. Analyse visuelle

L’analyse visuelle faisant suite au test RMSD est aussi une étape essentielle pour vérifier
d’avantage la performance du programme de docking. Elle permet de visualiser les résultats

décrits par la valeur numérique RMSD [64].

11.2. Criblage virtuel

Au cours de ce travail, nous avons testé théoriquement par criblage virtuel 1’affinité d’une
collection de 1028 molécules vis-a-vis du site actif de la VEGFR-2. Les ligands retenus suite au

criblage virtuel sont ensuite soumis a une analyse de leurs propriétés ADME-Tox.

11.2.1. Préparation de la cible enzymatique

La structure 3D de la cible étudiée (VEGFR-2) a été tirée de la banque de donnée PDB
qu’on retrouve sous le code 4ASD. Il s’agit d’une structure cristallographique de la VEGFR-2 en
complexe avec un inhibiteur définie a haute résolution 2.05 A. Afin de réaliser correctement le
criblage par docking moléculaire des différents inhibiteurs retenus dans cette étude par le
programme Surflex-dock qui exige le format .mol2, il est essentiel de séparer au préalable le

complexe 4ASD.pdb de son ligand initial a I’aide de logiciel viewerLite. Les molécules d’eau et
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les autres composés de cristallisation sont retirés de la structure de la protéine. Enfin, par

I’intermédiaire du programme Open Babel la protéine est transformée au format .mol2.
11.2.2. Préparation des ligands

Dans le but de contribuer au développement de nouveaux inhibiteurs de la VEGFR-2,
nous avons étudié, dans un premier temps, le mécanisme d’interaction mis en jeu par les
différents inhibiteurs du VEGFR-2 existant au niveau de la PDB. Seuls, les inhibiteurs présentant
les meilleures énergies d’interaction vis-a-vis du site actif de la 4ASD nous ont servis comme
point de départ pour la recherche de nouveaux inhibiteurs encore plus affins de la VEGFR-2. En
faisant appel au criblage virtuel par docking avec Surflex-dock, nous avons testé 800 composes
provenant de la chimioteque ZINC et 228 des similaires disponibles dans la banque de donnée
PubChem. Ces molécules ont été téléchargées sous le format .sdf et puis convertis au format

.mol2 a I’aide de programme Open Babel.
11.2.3. Réalisation du criblage virtuel

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés au criblage virtuel basé sur la
structure de la cible protéique dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus puissants de
la VEGFR-2.De ce fait, a partir des composés téléchargés a partir de deux chimiothéques, le
criblage virtuel a été réalisé a I’aide du logiciel Surflex-dock. La visualisation des interactions
ainsi que le positionnement de ces inhibiteurs dans le site actif nous permettra de sélectionner les

meilleurs composés pouvons inhiber sélectivement note cible enzymatique.

11.3. Evaluation des propriétés ADME-Tox

Dans les années 1990, les échecs dans le développement de médicaments étaient
principalement la conséquence de mauvaises performances pharmacocinétiques. Ce probléme a
ét¢ en grande partie résolu grace a [I’utilisation d’un filtrage précédant I’utilisation des
chimiotheques, réduisant les taux d’échec dans les phases de développement. Les filtres de type
ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité) sont rapidement
devenus populaires. 1ls reposent sur plusieurs criteres déterminant les propriétés
pharmacocinétiques potentielles des molécules et sont désormais largement utilisés pour réduire
le nombre de composés d’une chimiothéque en sélectionnant les plus aptes a devenir des
candidats médicaments, avant tout processus de criblage. L’utilisation de ces filtres a donné de
trés bons résultats, réduisant le taux d’échec imputable a une cause pharmacocinétique de 40% a

moins de 10% en 10 ans. Désormais, la toxicité et le manque d’efficacité des candidats
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médicaments sont les deux plus grandes causes d’échecs dans le développement d’un

médicament [65].
11.3.1. Propriétés physico-chimiques

Il existe de différentes régles pour prédire une bonne biodisponibilité et 1’'une des plus
connues est la régle de Lipinski. La régle se rapporte aux propriétés moléculaires importantes
pour la pharmacocinétique du médicament dans le corps humain, a savoir : absorption,
distribution, métabolisme et excrétion. Une regle supplémentaire a été proposée par Veber qui
comparait la biodisponibilité orale du composé et la permeabilité du compose a la flexibilité

moléculaire.
11.3.1.1. Régle de lipinski

Lipinski[66] a défini un ensemble de régles permettant d’estimer la biodisponibilité d’un
compose par voie orale & partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces régles concernant les
propriétés physico-chimiques ont ¢ét¢ définies aprés I’analyse de 2245 médicaments

commercialisés ou en phase finale de développement :
e Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

e Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP, doit étre
inférieur ou égale a 5 ; Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur

ouégaleas;
e Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur ou égale a 10

Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins 2 des regles

sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de perméabilité.
11.3.1.2. Regle de veber

De plus, Veber [67] a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui
communément appelé "la régle des 5". D’aprés I’étude de 1100 composés candidats
médicaments, la surface polaire (PSA, polar surface area) du compose doit étre inférieure ou
égale & 140 A? et le nombre de liaisons de rotation (“rotatable bonds" en anglais) doit étre

inférieur ou égale a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale [68].
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11.3.2. Propriétés pharmacocinétiques

L’échec des candidats médicaments lors des phases cliniques était principalement
imputable & de mauvaises performances pharmacocinétiques et de biodisponibilité. 1l est alors
apparu nécessaire de prendre en compte ces criteres des les phases précoces de la recherche et
Développement de nouveau médicament pour tenter de diminuer le taux d'échec des candidats-
médicaments. La mise en place de filtres ADME (Absorption Distribution Métabolisme et
Elimination) des chimiotheques avant tout processus de criblage a donné d’excellents résultats
[64].

e Solubilité

La solubilité aqueuse, elle refléte la biodisponibilité orale d’un composé. La solubilité des
médicaments dans 1’eau affecte de pres leur activité biologique. Elle est 1'un des parameétres
importants pour atteindre une concentration précise de médicament dans la circulation

systémique pour la réponse pharmacologique attendue [69].
e Absorption

L’absorption est le processus par lequel le médicament passe de son site d’administration a
la circulation générale. Un médicament doit traverser plusieurs membranes cellulaires avant
d'atteindre la circulation sanguine. Les membranes cellulaires sont des barriéres biologiques qui
interdisent sélectivement le passage des molécules. Les médicaments peuvent traverser les

membranes cellulaires par trois types de transport : actif, passif, et endocytose.

L’absorption gastro-intestinale (GI) est un modéle pour prédire in silico I'absorption des

candidats-médicaments [46].
e La permeabilité BBB

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est un élément important de la régulation de
I'environnement interne du cerveau. Les médicaments agissant dans le systéeme nerveux central
doivent traverser le BHE. Les parametres moléculaires «régle de cing» ont été congus pour
faciliter les prédictions de la pénétration a la BHE. lls participent a la détermination de la

capacité des molécules a traverser la BHE [69].
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e Inhibition CYP450

Le cytochrome P450 (CYP) est une superfamille d'enzymes responsables du métabolisme
des meédicaments, des substances xénobiotiques et des composés endogeénes. Il a été estimé
qu'environ 75 % des medicaments commercialisés sont métabolisés par les CYP, les principales
isoformes de CYP étant 1A2, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4.Ces enzymes détoxifient I'organisme
de divers xénobiotiques et activent certains pro médicaments par oxydation. L'inhibition du CYP
est un processus complexe car il peut correspondre a une inhibition compétitive dans le site actif,
une modification du flux de substrat ou de métabolite entre le site actif et I'extérieur de I'enzyme
ou encore une inhibition par un médicament lui-méme ou par ses métabolites conduisant alors a

des interactions médicamenteuses indésirables [70].

Proportion of Drugs Metabolized by
CYP450 Isozymes

CYP2D6

19% CYP3A4
S ) 36%

CYP2C19 .y

CYP2C9

/ i CYP1A2
CYP2E1 cYP2B6 CYP2A6

Figure 1V.8. Répartition de molécules métabolisées par les différentes iso-enzymes de CYP450
[71].

e Toxicité

La toxicite d'un candidat-médicament est I'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 tres important de tenter de prédire la toxicité
d'un compose a partir de sa structure lors des phases précoces de développement de nouveau

médicament. La toxicite peut étre classifiée selon I'organe affecté (hépatotoxicite, néphrotoxicité,
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cardiotoxicité, ...) ou seclon le mécanisme de toxicité (génotoxicité, mutageénicite,

carcinogénicite, ...) [72].
e Mutagenicité par le test Ames

Le test d’/Ames est un test de mutation génique. Il consiste & examiner si une substance
chimique est capable d'induire des mutations chez une bactérie. Les souches de Salmonella
typhimuriumsont porteuses d'une mutation sur I'un des genes gouvernant pour la synthese de
I’acide aminé histidine. Cette mutation 'his-' rend les souches incapables de se développer sur
milieu de culture dépourvu d'histidine. Avec une fréquence propre a chaque souche, ces
mutations ‘'his-' peuvent réverter spontanément vers 'his*'. Les bactéries porteuses de cette
mutation réverse, peuvent alors pousser sur milieu dépourvu de cet acide aminé. La fréquence de
ces mutations réverses peut étre considérablement augmentée en exposant les bactéries a un

agent mutagene [73].

Salmonella Substance a Salmonella
his- \ / N his-
(his-) \ / tester \\ (his-)

- n
Y .
. Milieu avec
- —
Histidine
W Milieu
) sans
Histidine
l Incubation l
Révertant (his+) Pas de développement

Figure IV.9. Schéma explicatif de test d’Ames [74].
e Cancérogénicité

L’objectif de ces ¢études est de définir le potentiel cancérigéne d’une substance chez
I’animal afin d’évaluer le risque chez ’homme. Ces études sont nécessaires lors d’une utilisation

clinique prolongée de la substance chez I’homme (au moins 6 mois) ou lors d’une administration

49

—
| —



Chapitre 1V : Matériel et méthodes

répétée sur plusieurs cycles. Le schéma de base de ces études est une administration prolongée

chez le rongeur (24 a 30 mois chez le rat et 18 a 24 mois chez la souris) [75].
e Inhibition de HERG

Le canal potassique voltage-dépendant codé par hERG porte un courant potassique
rectifiant retardé (IKr) sous-jacent a la repolarisation du potentiel d'action cardiaque. Le blocage
pharmacologique du canal hERG entraine un ralentissement de la repolarisation et donc une
prolongation de la durée du potentiel d'action et une augmentation de I'intervalle QT mesuré sur
un électrocardiogramme. Celles-ci sont susceptibles de provoquer une mort subite, entrainant le

retrait de nombreux médicaments, ce qui est la raison du dépistage hERG [76].
e Toxicité aigué

Ces tests permettent d’évaluer le degré auquel une molécule peut nuire a un organisme
vivant. Ces tests se font habituellement sur différents organismes aquatiques telle que les algues

(algae), les crustacés (daphnia) et les poissons (medaka et minnow).
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Notre travail a été effectué autour de deux buts. Le premier traite la performance de
programme de criblage virtuel utilisé. Le deuxieme expose le criblage de la chimiotheque ZINC,
pour découvrir de nouveaux inhibiteurs de la VEGFR2 par la méthode de docking moléculaire,
et étudier le mode d’interaction entre notre cible thérapeutique et les différents inhibiteurs

propose.
I. Test de fiabilité du programme Surflex-dock

La performance de programme Surflex-dock est jugée au moyen de deux critéres :
+ Ecart quadratique moyen ou RMSD.

+ Analyse visuelle.

I.1. La preécision du positionnement des composés

La capacité d’un programme a réussir ce travail est habituellement jugé au moyen de la
déviation quadratique moyenne ou RMSD de la position du ligand calculé par le logiciel par
rapport au ligand de référence existant au niveau de la PDB. Un bon RMSD est celui inférieur ou
égal a 2 angstroms [77].Ce test a été réalisé sur 156 complexes protéine-ligand tirés de fagon
aléatoire de la PDB. Les complexes sont téléchargés au format PDB apres introduction dans la
PDB le code ID correspondant a chaque complexe. Une fois la reconstruction du complexe
protéine-ligand est réalisée par la méthode de docking moléculaire, surflex-dock calcule le
RMSD en comparant la géométrie du meilleur conformere (final-0) avec le ligand d’origine issu
directement de la PDB. La liste des complexes protéine-ligand étudiés est représentée dans le

tableau V.1 suivant.

Tableau V.1. Liste de 156 complexes utilisés pour calculer le RMSD

Numéro g%dg Ligand RI\Q\SD Numéro g%dBe Ligand Rl\g‘SD
1 1B9V RA2 0.449 9 3K2P JTH 0.054
2 3FHR P40 0.068 10 4Y2) 49G 1.430
3 3FHE 28P 1.324 11 5AKK 1P8 1.080
4 1B9S FDI 1.088 12 4LAY 163 1.545
5 3FMM XI2 0.807 13 5AIC TGX 0.049
6 3QKV QKV 4.28 14 3WzD LEV 3.310
7 3KWF B1Q 0.059 15 5AKL 6N8 1.355
8 3LN1 CEL 4.258 16 4Y2T 49Q 1.133
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
<
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

4Y2S
5JF1
2GG9
6HGX
4ACRJ
6CPA
2WJ2
3PD2
3K84
1BOQN
615G
3FUJ
3FU6
6END
3FU3
4INC
4DQ2
3FTY
3FTX
3PD3
3KED
3FUO
1EUS
ACHP
3PKC
ACWB
ACTC
4ACLI
4CLJ
4D2S
4CMO
5ALO
4D2W
ACMT
4DSE
4CMU
4D58
4DE7
4CQG

49P
BB2
uUl6
G3T
APC
ZAF
OL1
A3S
K84
HBY
PTG
00G
80G
BGK
92G
1LF
BTX
3IP
BES
AT3
DAB
22F
DAN
IMV
Y08
APC
J99
5P8
5P8
DYK
YPW
A0J
NF5
GWH
E64
V7
BI9
UDP
OT5

0.084
1.197
1.371
2.200
1.047
1.372
1.901
0.315
0.900
5.583
0.491
1.150
0.071
0.151
0.078
2.351
0.840
0.611
1.413
0.898
5.978
0.271
6.148
1.263
1.575
1.171
2.627
0.116
0.065
1.539
1.862
2.702
0.250
0.581
1.190
1.927
1.976
0.062
1.610

—

65 3VHK BPK 1.618
66 3VTW 11X 1.076
67 3VHE 42Q 0.824
68 3FTV 11X 1.072
69 3FTU RE2 1.811
70 3FTS STL 0.153
71 4CPA GLY 4.570
72 3MAX LLX 0.120
73 SEW3 S5T2 1.15
74 3L4Y NR4 1.422
75 3GC8 B45 2.465
76 3L4Z SSD 1.185
77 4DBN OJA 1.861
78 3L4W NAG 0.582
79 3L4V KTL 1.534
80 3VNT OJA 3.249
81 3L4X NR3 1.422
82 314U DSK 1.209
83 3LAT BJ1 1.740
84 1A4G IMR 2.146
85 3CTT NAG 1.014
86 3CHQ 4BQ 0.879
87 3lU7 FCD 0.195
88 1E8V DAN 1.541
89 3HNV TBO 0.068
90 31U9 TO7 0.089
91 1Y6B AAX 1.797
92 1C1C 616 0.574
93 3L8X N4D 1.097
94 4Y2U 49R 1.153
95 1BSJ MLN 1.970
96 1FK9 EFZ 0.251
97 1FKO EFZ 0.058
98 1AQN IPA 4.040
o 3LQL LDT 0.635
100 3LAK KR1 0.203
101 31U8 T03 0.568
102 3FH8 27P 1.374
103 3CHR 4BS 0.657
|
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56 SAIS BSU 2.366 104 3K6L 2BB 0.783
S 4CSV STI 0.488 105 4CIG XOP 1.543
58 ADGG 176 0.350 106 3GO0I VPR 0.483
59 ACTB KVC 1.887 107 4CJ5 4VW 1.367
60 2RJS 296 1.548 108 4PD4 AG3 3.377
61 2RJR 295 1.548 109 2QTB 474 1.348
62 1C27 NLP 0.720 110 1FT7 PLU 0.445
63 1YWN LIF 0.213 111 20PH 277 1.844
64 1C23 MPH 2.669 112 3CHP 4BO 1.873
113 1086 LPR 1.484 135 2VJ8 HA?2 1.684
114 4JE7 BB2 0.461 136 3GCU R48 1.938
115 220Q 51D 0.765 137 4FL6 UWN 1.723
116 6ENC BGW 2.569 138 4DRK 163 1.735
117 3CHO 4BG 1.772 139 INSN GOL 0.513
118 4CJ4 S3G 0.138 140 3EIO AJH 0.727
119 4ADID GDP 3.419 141 3FUS 492 2.127
120 2CTC HFA 0.147 142 4DRP OMD 1.483
121 4Y2Q 49N 0.724 143 4DEC UDP 0.887
122 2EVO CTO 0.234 144 SALK WMR 1.108
123 3F51 MES 0.568 145 3ANT S82 1.15

124 31U9 TO7 0.089 146 4J03 FVS 1.929
125 1EP4 S11 1.347 147 1CR6 CPU 0.248
126 4Y?2P 3C5 1.204 148 3F5J MES 0.301
127 1BS4 2PE 1.358 149 1QWU NAG 1.763
128 1BSK MLN 1.973 150 3VW8 DF6 0.589
129 SALU HD?2 1.739 151 SALZ XQ9 0.375
130 1F8B DAN 0.482 152 7CPA FVF 0.809
131 1IDTT FTC 1.713 153 4KXB BES 0.204
132 3GCQ 1BU 1.739 154 3CHS 4BU 1.162
133 3GCP SB2 1.904 155 3L03 40H 1.127
134 1B9T RAI 6.916 156 1A4G ZMR 0.585

Les deux graphes suivants montrent les résultats obtenus lors de I’évaluation du logiciel
Surflex-dock. Les résultats sont montrés en pourcent (%), a divers intervalles de RMSD et

représentes par différentes couleurs.
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Fiabilité du programe Surflex-dock

m<2A
n>2A

Graphe V.1. Résultat en pourcentage du test RMSD a deux intervalles.

40% -
35% -

—~30% -

S

~ 25% - 0-1
20% - 1-15
15% - 15-2
10% - 2-3

0-1 >3

1-15 15- 2-3
2
Valeurs des RMSD en angstrom

Pourcentag
H B E B

Graphe V.2. Résultats en % obtenu par Surflex-dock a diverse intervalles de RMSD (A).

Le graphe V.l apparait clairement que le programme Surflex-dock est suffisamment
performant puisqu’il reproduit bien les résultats expérimentaux. Effectivement, 85% des valeurs

de la déviation quadratique moyenne du modele congu par le logiciel vis-a -vis de la structure du
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cristal sont inférieures ou égales a 2 A et que seulement 15% des résultats sont supérieurs a 2 A.
D’aprés le graphe V.2, le RMSD minimum dans I'ensemble est de 0.04 A alors que le maximum

est de 6 A. La majorité des résultats positifs se situe dans ’intervalle 0 -1 A avec un pourcentage

de 38%.

Conformément aux travaux de Chikhi A et Bensegueni A (2008), ou le pourcentage de
RMSD inferieur ou égale a 2 A était de 63 % pour le logiciel Surflex-dock. Notre résultat est
comparable aussi a ceux rapportés par Teniou S (2012) et Boucherit H et al (2014), ou 85.8 %
pour le premier et 66% pour le second des valeurs RMSD calculés par le programme Surflex-
dock sont inférieurs ou égale a 2 A. Ceci est également cohérent avec les résultats obtenus par
Zaheer-ul-Haq et al (2010), ou six programmes de docking ont été utilisés: FRED, GOLD,
MOE, AutoDock, FlexX et Surflex-dock, pour une étude comparative. Le calcul du RMSD
montre que les meilleurs résultats sont été obtenus par Surflex-dock et GOLD. Ces résultats
montrent clairement que le logiciel Surflex-dock est un outil de modélisation par docking

moléculaire hautement performant [78, 79, 80, 81].

Pour confirmer les résultats de ce test, une analyse visuelle de la superposition des

géométries des ligands a été realisee.
1.2. Analyse visuelle (La superposition des géométries du ligand)

La visualisation des résultats de docking moléculaire faisant suite au test RMSD est aussi
une étape importante pour juger la fiabilit¢ du programme Surflex-dock. Elle permet de
visualiser les résultats décrite par les valeurs numériques de RMSD. La comparaison de la
conformation expérimentale des trois complexes tirés de facon aléatoire de la PDB (colorées en
vert) : le 3IU9 (le meilleur), le 1C23 (I’intermédiaire) et le 1EUS (le mauvais) avec les
conformations des ligands dockés par le logiciel Surflex-dock (colorées en rouge), est montrée
dans le Tableau V.2 et les figures V.1, V.2 et V.3 suivants.

Tableau V.2. Valeurs de RMSD des trois complexes étudiés.

Code du complexe Code du ligand RMSD(A)
31U9 TO7 0.089
1C23 MPH 2.669
1EUS DAN 6.148
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Figure V.1. Superposition du ligand 31U9 donné par rayon-X (coloré en vert) et par docking

moléculaire (coloré en rouge) avec Surflex-dock.

-

- _~\\
P d
V4 ~
\

~

Figure V.2. Superposition du ligand 1C23donné par rayon-X (coloré en vert) et par docking

moléculaire (coloré en rouge) avec Surflex-dock.
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Figure V.3. Superposition du ligand 1EUS donné par rayon-X (coloré en vert) et par docking

moléculaire (coloré en rouge) avec Surflex-dock.

D’apres les résultats de docking par Surflrx-dock :

v Dans le cas du ligand TO7, avec un RMSD de 0.089 A. On obtient une bonne
superposition de solution du docking avec les cordonnées de structure observées
expérimentalement. De ce fait la superposition est presque parfaite ;

v Dans le cas du ligand MPH, avec un RMSD de 2.669 A. La superposition de

conformation est moindre que dans le cas du premier ;

v' Dans le cas de ligand DAN, avec un RMSD de 6.148 A. Elle est mauvaise, c¢’est-a-dire le
ligand arrimé est éloigne de ligand de référence.

Conclusion

Afin de nous assurer que le programme Surflex-dock peut étre utilisé sans trop de risque
d'erreurs dans notre travail sur le VEGFR2 (cible enzymatique), nous avons applique le test
RMSD qui nous permet de conclure, que le logiciel surflex-dock peut étre utilise pour prédire les
interactions enzyme-inhibiteurs. Il est généralement plus efficace en présence de petites
molécules de ligand. L’analyse visuelle montre que les conformations des ligands simulés par

Surflex-dock sont correctement orientées dans le site d’interaction de la protéine cible. Il n’y a
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pas une différence significative entre la pose du ligand générée par le docking et sa conformation

déterminée expérimentalement.

Il. Etude des interactions intervenant dans P’inhibition de la VEGFR2 par

diverses molécules provenant de la PDB

Notre démarche consiste d’abord d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’inhibition mis en
place par des inhibiteurs qu’on retrouve au niveau de la PDB contre notre cible
enzymatiqueVEGFR2. Les structures et les résultats de la simulation par Surflex-dock de ces

inhibiteurs sont représentés dans le tableau V.3 ci-dessous.

Tableau V.3. Résultats de docking avec le programme Surflex-dock.

. Code . . Final-0
Numeéro ligand Structure du ligand L
PDB (Affinité M)
1 3VHE  42Q G = 5.68
v
&
() ’Q’Q E
2 1Y6B  AAX < B = 8.20
3 1IYWN  LIF e 1076
4 20H4  GIG (‘; o 8.23
i e
[ so])



Chapitre V : Résultats et discussion

2P2H 994 - i 5.14

2P2l 608 LI (N R 4.8

2QU5 276 7.33

2QU6 857 el S 5.81

2RL5 2RL e 9.30

3B8Q 900 9.26
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11

12

13

14

15

16

17

3B8R

3BE2

3C7Q

3CJF

3CP9

3CPB

3CPC

887

RAJ

XIN

SAV

C19

C92

C52

(
L

61

9.64

9.93

7.03

3.95

10.47

10.70

6.65
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18

19

20

21

22

23

24

3DTW

3EFL

3EWH

3U6J

3VHK

3VID

3VNT

A96

706

K11

03X

BPK

ATT

0JA

10.27
=

8.24

%>_w |

><7E::I:gf illﬁll}
o 6.84

=
7

T wuﬁ ' 9.60

4.87

5.57

3.90

62

'

(
L



Chapitre V

: Résultats et discussion

25

26

27

28

29

30

31

3VvV03

3WZD

4AG8

4AGC

4AGD

4ASD

4ASE

OKF

LEV

AXI

B49

B49

BAX

AV9

o s

10.82

5.11

7.86

6.84

9.61

11.16

4.03
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32 5EW3  5T2 e A o T A 8.17

Parmi les 32 inhibiteurs dockes dans le site actif de notre cible enzymatique VEGFR2, le
compose BAX (4{4[({[4CHLORO (TRIFLUOROMETHYL) PHENYL] AMINO}
CARBONYL) AMINO] PHENOXY}-N-METHYLPYRIDINE-2-CARBOXAMIDE) avec une
affinité égale a 11.16M posséde le meilleur score d’inhibition. C'est-a-dire BAX présente une
activité inhibitrice non négligeable sur la VEGFR2. De ce fait, le meilleur inhibiteur issu de cette
recherche, est ensuite choisi comme modeéle de référence dans le but d'identifier a partir des

chimiotheques de composés de nouveaux inhibiteurs de la cible enzymatique VEGFR2.

I1.1. Interaction 4ASD-BAX

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs de la VEGFR2 par la méthode de
criblage virtuelle basé sur la structure de la cible enzymatique, il nous a semblé judicieux
d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’inhibition mis en place par le meilleur inhibiteur de
notre cible. Il s’agit de la molécule BAX issue de la PDB dont ’affinité égale a 11.16 M. La
visualisation des interactions de ce composé au sein du site actif a été réalisée a 1’aide de

programme ViewerL.ite 4.2.

11.1.1. Les acides aminés du site actif

La détermination des résidus d’acides aminés de site actif de notre cible pouvant
intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand est cruciale pour pouvoir réaliser un

criblage virtuel in silico. De ce fait, les acides aminés du site actif sont :

Leu840, Gly841, Val848, Glu850, Val865, Ala866, VVal867, Lys868, Glu885, 1leu888 , Leu889,
Ileu892, Asn897, Val898, Val899, Val914, Val916, Glu917, Phe918, Cyc919, Lys920, Phe921,
Gly922, Asn923, Metl016, Leul019, Cys1024, Ileul025, His1026, Asnl1033, Leul035,
Leul036, Lys1043, lleul044, Cyc1045, Asp1046, Phel047, Gly1048, Alal050.
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11.1.2. Intérét de la détermination du site actif

La fonction des enzymes est liée a la présence dans leur structure d'un site particulier
appelé le site actif. Schématiquement, il a la forme d'une cavité ou d'un sillon [82]. Les
molécules ou ligands sur lesquelles agit une enzyme sont définies comme les substrats de la
réaction enzymatique [83]. Elles se fixent dans le site actif de I'enzyme en formant des
interactions avec la surface de la cavité du site actif. Ces interactions permettent en particulier
d'orienter le substrat pour favoriser la réaction. Les groupements fonctionnels de certains
des résidus d'acides aminés qui forment la cavité du site actif peuvent alors participer a la
réaction. On parle de résidus catalytiques ou de résidus du site actif [84]. Le site actif est
subdivisé en deux parties: le site de liaison/fixation/reconnaissance qui reconnait la
complémentarité de forme avec un substrat spécifique a I'enzyme et le site catalytique qui permet

la réaction transformant le substrat en produit [82].

Substrat Complexe

Enzyme-Substra

Site actif @@

coome — QP @
o

&

™ Produits

L'action d'un enzyme

Figure V.4. Action d’une enzyme [82].

La figure V.5 suivante montre le site actif de la VEGFR2 complexée avec I’inhibiteur
BAX(4{4[({[4CHLORO(TRIFLUOROMETHYL)PHENYL]JAMINO}CARBONYL)AMINOQO]P
HENOXY}-N-METHYLPYRIDINE-2-CARBOXAMIDE). L’inhibiteur BAX est bien centré

dans la cavité du site actif de notre enzyme.

65

—
| —



Chapitre V : Résultats et discussion

Figure V.5. Docking moléculaire de I'inhibiteur BAX. A : Complexe enzyme-inhibiteur (4ASD-
BAX). B : Représentation de la cavité du site actif de la VEGFR avec I’inhibiteur BAX.

11.1.3. Analyse visuelle des interactions 4ASD-BAX

La figure V.6 suivante montre le site actif de la VEGFR complexée avec 1’inhibiteur
BAX. L’analyse visuelle montre que ce complexe est stabilisé par la formation de quatre liaisons

hydrogene.

+ La 1°° liaison est formée entre I’hydrogéne (H) de 1’azote de I’inhibiteur et oxygeéne
(Ok2) du résidu Glu 885.

+ La 2°™liaison est formée entre hydrogéne de I’azote de I’inhibiteur et ’oxygéne du

résidu Cys 919.

+ La3°™ [iaison est établit entre I’azote (N) de I’inhibiteur, et I’hydrogéne (H12)de I’azote
(N) du résidu Cys 919.

+ La 4°™ liaison formée entre oxygéne de I’inhibiteur et I’hydrogéne (H16) de I’azote du

résidu Asp 1046.
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GLuges -

Figure V.6. Représentation des liaisons hydrogeéne formées par 1’inhibiteur BAX dans le site
actif de la VEGFR2.

De plus, cet inhibiteur est stabilisé également par plusieurs interactions hydrophobiques.
Elles sont réalisées avec les résidus Leu889, Leu 1019, Asp1046, lleu892, 1leu888, Glu88s,
His1026, Phel047, Val916, Val848, Leu 840, Leul035 et Phe918. La figure V.7 visualise ces

interactions :
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Figure V.7. Représentation des interactions hydrophobiques formées par I’inhibiteur BAX.

I11. Criblage virtuel base sur la structure de ’enzyme VEGFR2
I11.1. Le protocole du criblage virtuel

Le criblage virtuel est de plus en plus employé afin de sélectionner au sein de vastes

chimiotheque de molécules un nombre restreint de composés a cribler expérimentalement [85].

-Dans le but d’identifier de nouveaux candidats médicaments pour la cible
enzymatiqueVEGFR?2 ; nous avons appliqué deux criblage virtuel base sur la structure de la
protéine. Dans le premier criblage, nous avons réalisé un docking moléculaire par le logiciel
Surflex-dock d’une collection de 800 molécules appartenant a la catégorie « Lead Like in
stock » de la chimiothéque ZINC ou ils sont sélectionnés par similarité. Alor que, dans le
second, nous avons réalisé un docking d’une collection de 440 similaires de I’inhibiteur
BAX avec 90 % de similarité. Ces composés chimiques sont téléchargés a partir de la
banque de donnée PubChem. Finalement, nous avons comparé le score de docking de ces
inhibiteurs (Affinité) a celui de ’inhibiteur de référence (voir tableaux V.2) et proposé les
meilleurs vis-a-vis de I'enzyme VEGFR2. Les résultats de docking par Surflex-dock sont

présentés dans I’annexe 1 et 2.

111.2. Molécules sélectionnées

Notre travail de master s’inscrit dans la contribution a la découverte de nouveaux
inhibiteurs de la VEGFR2 en faisant recours au criblage virtuel d’une collection de molécules
appartenant a la chimiothéque ZINC et la basse de donnés Pubchem. Ce criblage fait ressortir
des composeés présentés dans le tableau V.4 suivant comme nouveaux inhibiteurs théoriquement

puissants envers notre cible enzymatique.
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Tableau V.4. Donneées chimiques et structurales des composes sélectionnés comme candidats.

Code de o Affinité
Structure Nom chimique
Pinhibiteur (M)
ZINC000000 | 2-{[(1-methyl-5- 6.91
001962 /E\> __ nitro-1H-imidazol-2-
Sy N\ @ yl)methyl]sulfanyl}p
| yridine
0
C1D1236894 [ 4-[4-[[4-chloro-3- 10.24
76 LT (1,1-
WH difluoropropyl)pheny
DA\N H IJcarbamoylamino]p
@ henoxy]-N-
! 7 methylpyridine-2-
= N .
- Ww H carboxamide ]

111.3. Prédiction du mode d’interaction des meilleurs composés

La visualisation des différentes interactions ainsi que le positionnement des inhibiteurs au

sein du site actif de la VEGFR2 a été réalisée a 1’aide des programmes ViewerLite 4.2.

111.3.1. Interaction 4ASD- ZINC000000001962

Le score de docking calculé par le programme Surflex-dock est traduit par la formation de
différentes liaisons (hydrogene et hydrophobique) entre ’enzyme et cet inhibiteur. Le complexe
4ASD-ZINC000000001962 est stabilisé par la formation des interactions hydrophobiques entre
I’inhibiteur et les acides aminés de site actif suivants: Leu840, Phel047, Val916, Val848,
Gly922, Ala866 et Leu 1035. Les liaisons de type hydrophobique observées lors de 1’interaction

sont représentées dans la figure V. 8 ci-dessous.
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Figure V.8. Représentation des interactions hydrophobiques formées par I’inhibiteur

ZINC000000001962.

De plus, I’analyse visuelle montre la présence de deux liaisons hydrogene :

e La 1%®liaison est établie entre I’hydrogéne de 1’azote (N) du résidu Asn923 et I’oxygéne

de ’inhibiteur.

e La 2°™Jjaison est formée entre 1’hydrogéne (H26) du résidu Asn923 et I’oxygéne de

I’inhibiteur.
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Dans la figure V.9 suivante nous avons résumé les paires d’atomes interagissant dans les

différentes interactions.

Figure V.9. Représentation des liaisons hydrogeéne formées par 1’inhibiteur
ZINC000000001962.

111.3.2. Interaction 4ASD-CID123689476

A 1la lumiére des résultats obtenus dans ’annexe 1 et 2, I’inhibiteur dont le code ID est
CID123689476, donne la meilleure affinité (10.24M™), ainsi qu’une bonne pénétration au niveau
du site actif. L’analyse visuelle des interactions entre ce composé et I’enzyme est représentée

dans la figure V.10 suivante.
Cet inhibiteur forme quatre liaisons hydrogene avec les acides aminés suivants.

Les deux premieres liaisons sont formées entre I’oxygéne (OE2) du résidu Glu885 et

I’hydrogene de I’inhibiteur ;

e La2°™ liaison est établic entre I’azote (N) du résidu Aspl046 et 1’oxygéne de

I’inhibiteur ;
e La 3*™liaison est formée entre I’azote (N) du résidu Cyc919 et I’azote de I’inhibiteur ;

e Enfin, la 4™ liaison entre I’oxygéne du résidu Cyc919 et I’hydrogéne de I’inhibiteur.
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Figure V.10. Représentation des liaisons hydrogéne formées par I’inhibiteur CID123689476.

De plus, la visualisation des résultats du docking montre que I’inhibiteur CID123689476
forme avec le site actif de la VEGFR2 plusieurs interactions hydrophobiques avec les résidus
Ileu 888, lleu 892, Leu 889, Leu 1019, Glu 885, lleu 1044, Val 848, Lys 868, Leu 840, Phe 918,

Leu 1035, Phe 1047, Val 899,Val 916 et Cys 919. Ces interactions sont représentées dans la
figure V.11 ci-dessous.

Figure V.11. Représentation des liaisons hydrophobes formées par I’inhibiteur CID123689476.
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111.3.3. Prédiction de la similarité médicamenteuse

I était tres important de compléter cette étude par I’application de la méthode de filtrage
ADME-Tox. Pour cette raison, nous avons prédit les paramétres physicochimiques,
pharmacocinétiques et de toxicité des meilleurs inhibiteurs de la VEGFR2 en utilisant les
serveurs SWissADME (http://www.swissadme.ch) et PreADMET (https://preadmet.omdrc.kr).

Les valeurs des propriétés observées sont montrées dans les tableaux qui suivent.
111.4. Propriétés physicochimiques

Nous avons prédit les paramétres physicochimiques des meilleurs inhibiteurs de la
VEGFR2 en utilisant le serveur SwissADME.

Tableau V.5. Criteres de la régle de Lipinski pour les inhibiteurs a partir de serveurs

swissADME
Code ID
. BAX ZINC000000001962 C1D123689476
Proprieté
Poids moléculaire 271.35
464.82 474.89
(g/mol)
Nombrgs_donneurs de 3 1 3
liaison H
Nombre d’accepteurs
.. 7 3 6
de liaison H
LogP 411 2.61 4.43
Nombre de _Ilalson de 9 0 10
rotation
TPSA(A?) 92.35 32.70 92.35

Le tableau V.5 ci-dessus nous éclairons que les trois composeés étudiés sont répondus a la
régle de Lipinski ainsi que celle de Veber. Pour la regle de lipinski, les trois composes possédent
un poids moléculaire infeérieurs de 500 Da et un coefficient de partage positive et inférieur a 5.
Concernant la régle de Veber, la surface polaire de ces composés est moins de 140 A2. Ainsi que,
un nombre inférieur ou égale a 10 de liaisons rotables pour les inhibiteurs BAX et
CID123689476 et I’absence de ces liaisons pour I’inhibiteur ZINC000000001962.
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Donc on peut dire, que les résultats de ce tableau montrent que les trois molécules étudiées

s’inscrivent parfaitement dans la marge de ces critéres.

I11.5. Propriétés pharmacocinétiques

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie
gastrointestinale, distribué spécifiguement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une
manicre a ne pas altérer les fonctions de ’organisme, et éliminé de maniere appropriée sans
causer des dommages. Nous avons prédit les paramétres pharmacocinétiques afin d’affirmer

notre sélection et d’aller vers le composé ayant le plus de chance d’étre un candidat médicament.

Tableau V.6. Propriétés pharmacocinétiques des inhibiteurs a partir de serveurs swissADME.

Code ID
o BAX ZINC000000001962 C1D123689476
Proprieté
BBB perméabilité Non Oui Non
Gl absorption faible Haute Faible
CYP1A2 inhibition positive négative positive
CYPoC19 ositive négative ositive
inhibition P g P
CYP2C9 inhibition positive négative positive
CYP2D6 inhibition positive positive positive
CYP3A4 inhibition positive négative positive

Les résultats du tableau V.6 montre que la barriére hémato-encéphalique est imperméable a
tous les composés a 1I’exception de I’inhibiteur ZINC000000001962. Nous avons également noté
que tous les composes ont montré une faible possibilité d'absorption gastro-intestinale a
I’exception de I’inhibiteur ZINC000000001962 qui possede une absorption gastro-intestinale
élevée ce qui lui permet de traverser la barriére gastro-intestinale pour arriver au sang. De plus,
SwissADME permet de prédire si un composé chimique est un inhibiteur ou non des isoenzymes
du cytochrome P450. Nous avons constaté que le compos¢ ZINC000000001962 n’est pas un
inhibiteur pour les isoenzymes cytochrome P450, contrairement au reste des molécules qui
inhibent tous les CYP.
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111.6. La toxicité

Dans le but de vérifier la toxicité des inhibiteurs de la VEGFR2, plusieurs parameétres ont

été déterminés in silico. Dans le tableau V.7 ci-dessous nous avons résumé ces résultats.

Tableau V.7. Le profil de toxicité relative des composés étudiés obtenus a partir de serveur

preADME.
Code ID
Paramatre BAX ZINC000000001962 C1D123689476
Carcino_souris positive positive positive
Carcino_Rat négative négative négative
Test d’Ames Non mutagéne Mutagéne Non mutagene
HERG _inhibition Risque medium Risque faible Risque medium
algues_at 0.00826001 0,0689149 0.00146914
daphnia_at 0.0122038 0.509767 0.00125914
medaka_at 0.000382177 0.32832 5.21631
minnow_at 0.00065499 0.252007 3.07254

La prédiction de la toxicité montre que :

+ Le pouvoir carcinogéne des trois composés pour les rats est négatif. Par contre, il est

positif pour les souris.

£ L’inhibiteur ZINC000000001962 a un effet mutagéne, ayant la capacité de changer la
structure chromosomique et pouvant donc induire des modifications génétiques et

provogue des mutations directes sur I’ADN contrairement au reste de composés.

+ Concernant le test d’inhibition du géne hERG, nous avons noté un bon résultat pour les
trois composés. Il a été prouvé que I’inhibition du géne hERG prolonge le potentiel

d’action cardiaque.

+ Concernant les tests utilisant les espéces aquatiques, un bon résultat a été démontré pour

la totalité des composés.
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En conclusion, Parmi les 1028 composés testés, seul les molécules ZINC000000001962 et
CID123689476 (voir annexe 1 et 2) établit une interaction proche de celle de notre inhibiteur de
référence (BAX), qui reste, cependant, le meilleur inhibiteur de la VEGFR2 avec une affinité de
11.16 M et un ensemble de 4 liaisons hydrogéne (figure V.6). De plus, malgré que I’inhibiteur
ZINC000000001962 etablisse moins de liaisons hydrogéne avec la VEGFR2 que le BAX avec
seulement un total de 2 liaisons hydrogéne (figure V.9), ce composé posséde des propriétes
physicochimiques, pharmacocinétiques et de toxicité plus intéressantes que le BAX.

A partir de ces remarques, on peut proposer les composés ZINC000000001962 et
CID123689476 comme des autres inhibiteurs de la VEGFR2. 1l serait également intéressant de

faire des substitutions sur ces derniers pour faire augmenter d’avantage son affinité.
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CONCLUSION

Les approches théoriques permettant la prédiction du mode d'interaction d'un ligand avec
son récepteur sont complémentaires des approches expérimentales et permettent parfois leur
interprétation. Elles nous renseignent de fagon significative sur les interactions au niveau
moléculaire et sont, de ce fait, le socle & partir duquel une conception ou une optimisation
rationnelle de molécules actives, prenant en compte des critéres structuraux, peut étre envisageée.
La synergie entre les approches théoriques et expérimentales est cruciale pour une évolution
optimale des connaissances en biologie, pharmacie et médecine. Un tel environnement de
recherche est tres certainement I'une des clés vers un chemin de plus en plus court pour

I'identification d'un besoin thérapeutique.

Ce mémoire de master avait pour but d’acquérir des compétences en simulation
informatique, pour découvrir in silico de nouvelles molécules agissant comme inhibiteurs trés
puissants de la VEGFR2 (récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire). C’est une
cible thérapeutique potentielle intéressante pour développer de nouveaux anti-angiogéniques. Le
criblage virtuel par Surflex- dock nous a permis d’étudier les interactions intervenant dans
I’inhibition de la VEGFR2 par diverse inhibiteurs en s’appuyant sur des composés proviennent

de deux chimiotheque ZINC et PubChem.

Dans la premiére partie, nous avons testé la fiabilité du programme Surflex-dock. C’est a

dire, la capacité a prédire I’emplacement correct d’un ligand au niveau de son récepteur.

e Le premier test consiste de calculer le RMSD pour permet de comparer la déviation de la
géométrie du ligand simulé par Surflex-dock avec celle déterminé expérimentalement.
Sur les 156 complexes pris de la PDB, 85% ont présenté un RMSD inférieur ou égale a
2A.

e Le deuxiéme test est ’analyse visuelle par viewerLite. C’est une étape essentielle pour
confirmer les résultats du RMSD, montre une superposition maximale de la conformation
optimale du ligand calculé par Surflex-dock et la géométrie du méme ligand pris
initialement de la PDB.

Ces tests nous apportent la preuve que le logiciel Surflex-dock est hautement performant et
peut étre utilisé en toute fiabilité pour prédire les interactions des composés testés avec le site

actif de notre cible enzymatique.
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Dans la deuxiéme partie, nous avons réalisés un criblage virtuel de 800 molécules issus de
la base de données ZINC et une collection de 440 des similaires téléchargés a partir de la
PubChem envers le site actif de la VEGFR2. Aprés un protocole de docking-scoring nous avons
proposé deux composés ZINC000000001962 et CID 123689476 comme nouveaux inhibiteurs
potentiel pour la VEGFR?2. 1l était trés important de compléter cette étude par I’application de la
méthode de filtrage ADME-Tox afin de nous renseigner sur les propriétés physicochimiques,
pharmacocinétiques et de toxicité des molécules proposées. L’évaluation des différentes
propriétés a montré que les inhibiteurs ZINC0000000001962 et CID123689476 possedent un
bon profil ADME-Tox. De ce fait, on peut dire que les résultats obtenus sont encourageants et

peuvent contribuer au développement de nouveaux agents anti-angiogéniques.

Comme perspectives d’avenir, des tests in vitro et in vivo de ’activité biologique des
inhibiteurs ZINC0000000001962 et CID123689476 sont recommandés pour compléter les

résultats théoriques et vérifier ’efficacité de 1’approche in silico.
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Annexel. Scores obtenus par Surflex-dock des composés téléchargés a partir de
la banque de données ZINC dans le site actif de la VEGFR2.

Code A(')V"l Code A(')V"1 Code A(')V"1

ZINC000000000024 | 2.25 | ZINC000000001718 | 1.61 | ZINCO00000002783 | 2.46
ZINC000000000113 | 4.17 | ZINC000000001734 | 1.35 | ZINCO00000002784 | 3.45
ZINC000000000235 | 2.00 | ZINC000000001804 | 4.55 | ZINC000000002786 | 3.00
ZINC000000000288 | -3.41 | ZINC000000001805 | 4.02 | ZINCO00000002787 | 2.88
ZINC000000000344 | 0.37 | ZINC000000001901 | 2.00 | ZINCO00000002835 | 5.86
ZINC000000000465 | 1.25 | ZINC000000001990 | 2.92 | ZINC000000002887 | -0.71
ZINC000000000542 | 4.86 | ZINC000000002092 | 3.92 | ZINC0O00000003110 | 1.87
ZINC000000000630 | 2.80 | ZINC000000002097 | 4.49 | ZINCO00000003281 | 2.64
ZINC000000000686 | 3.80 | ZINC000000002099 | 3.03 | ZINC000000003282 | 2.89
ZINC000000000699 | 3.16 | ZINC000000002104 | 3.91 | ZINC0O00000003283 | 2.98
ZINC000000000720 | -0.90 | ZINC000000002117 | 3.26 | ZINCO00000003310 | 5.18
ZINC000000000732 | 2.84 | ZINC000000002119 | 2.70 | ZINC000000003362 | 3.40
ZINC000000000766 | -0.23 | ZINC000000002124 | 5.38 | ZINC0O00000003393 | 3.49
ZINC000000000831 | 2.10 | ZINC000000002152 | 2.47 | ZINCO00000003396 | 1.93
ZINC000000000884 | 2.90 | ZINC000000002235 | 3.27 | ZINC000000003654 | -1.18
ZINC000000000889 | 3.17 | ZINC000000002310 | 3.05 | ZINC0O00000003689 | 2.31
ZINC000000000892 | 3.37 | ZINC000000002358 | 4.09 | ZINC0O00000003746 | 3.29
ZINC000000000935 | 0.89 | ZINC000000002431 | 2.76 | ZINCO00000003747 | 4.57
ZINC000000000954 | 1.09 | ZINC000000002472 | 4.44 | ZINC0O00000003791 | -0.65
ZINC000000001097 | 4.26 | ZINC000000002562 | 2.94 | ZINC0O00000003885 | 3.72
ZINC000000001120 | 4.32 | ZINC000000002570 | -2.55 | ZINC000000003916 | 4.28
ZINC000000001272 | 2.35 | ZINC000000002657 | 3.62 | ZINCO00000003963 | 2.54
ZINC000000001489 | 4.76 | ZINC000000002703 | 3.10 | ZINC0O00000004000 | -11.91
ZINC000000001618 | 2.75 | ZINC0O00000002753 | 2.98 | ZINC000000004021 | 5.66
ZINC000000004038 | 2.16 | ZINC000000000873 | 2.91 | ZINC000000001823 | 1.62
ZINC000000004039 | 0.37 | ZINC000000000913 | 5.00 | ZINC000000001851 | 3.12
ZINC000000004181 | 2.04 | ZINC000000000992 | 3.92 | ZINC000000001853 | 3.56
ZINC000000004240 | 1.85 | ZINC000000000994 | 3.16 | ZINC000000001875 | 0.57
ZINC000000004257 | 2.16 | ZINC000000001005 | 2.23 | ZINC000000001914 | 5.26
ZINC000000004287 | 5.96 | ZINC000000001022 | 5.52 | ZINC000000001943 | 3.81
ZINC000000004392 | 2.09 | ZINC000000001164 | 2.88 | ZINC000000002024 | 0.99
ZINC000000004397 | 2.30 | ZINC000000001165 | 2.58 | ZINC0O00000002046 | 4.22
ZINC000000004451 | -0.53 | ZINC000000001213 | 2.18 | ZINC0O00000002091 | 3.34
ZINC000000004505 | 2.48 | ZINC000000001224 | -1.29 | ZINC000000002093 | 3.26
ZINC000000004522 | 3.86 | ZINC000000001233 | -3.48 | ZINC000000002095 | 3.46
ZINC000000004630 | 6.17 | ZINC000000002102 | 2.46 | ZINC000000002098 | 5.35
ZINC000000004647 | 2.87 | ZINC000000002107 | 3.25 | ZINC0O00000002471 | 3.87
ZINC000000004879 | 2.77 | ZINC000000002110 | 3.36 | ZINC0O00000000012 | 4.27
ZINC000000004960 | 4.45 | ZINC000000002113 | 5.48 | ZINC000000000043 | 1.90
ZINC000000005130 | 2.54 | ZINC000000002160 | 3.66 | ZINCO00000000050 | 6.50
ZINC000000005194 | 4.59 | ZINC000000002196 | 5.29 | ZINCO00000000063 | 2.98
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ZINC000000005281 | 4.93 | ZINC000000002242 | 3.45 | ZINC0O00000000092 | 2.54

ZINC000000002571 | 0.57 | ZINC000000002259 | 2.91 | ZINC0O00000000093 | 2.41

ZINC000000002573 | 0.08 | ZINC000000005351 | 3.27 | ZINC0O00000000115 | 4.30

ZINC000000005417 | 2.57 | ZINC000000005373 | 3.19 | ZINC000000002262 | 0.66

ZINC000000005668 | 1.20 | ZINC000000000017 | 3.78 | ZINC000000002270 | 1.81

ZINC000000005695 | 1.92 | ZINC000000000056 | 3.45 | ZINC0O00000002305 | 4.58

ZINC000000005760 | 1.22 | ZINC000000000073 | 5.18 | ZINC0O00000002306 | 2.87

ZINC000000005827 | 2.85 | ZINC0O00000000098 | 1.33 | ZINC000000002308 | 1.74

ZINC000000003839 | -4.24 | ZINC000000000124 | 2.51 | ZINC000000002341 | 3.27

ZINC000000000133 | -1.12 | ZINC000000000128 | -1.66 | ZINC000000002342 | 3.30

ZINC000000000150 | 4.00 | ZINC0O00000000367 | 3.66 | ZINCO00000002373 | 0.44

ZINC000000000201 | 3.07 | ZINC000000000458 | 4.73 | ZINC0O00000002374 | 4.27

ZINC000000000257 | 5.15 | ZINC000000000498 | 4.97 | ZINC000000002375 | 3.97

ZINC000000000503 | 1.46 | ZINC0O00000000499 | 1.73 | ZINC0O00000002382 | 4.43

ZINC000000000517 | 3.18 | ZINC000000001298 | 0.25 | ZINC000000002385 | 4.11

ZINC000000000534 | 2.84 | ZINC000000001337 | 2.03 | ZINC000000002389 | 2.03

ZINC000000000540 | 3.13 | ZINC000000001369 | 5.36 | ZINC000000002429 | 1.10

ZINC000000000555 | 3.44 | ZINC000000001380 | 3.27 | ZINC000000002432 | 3.00

ZINC000000000562 | 0.89 | ZINC000000001441 | 3.36 | ZINC000000002451 | 4.39

ZINC000000000570 | 2.66 | ZINC000000001466 | 3.34 | ZINC000000002470 | 5.41

ZINC000000000583 | 1.79 | ZINC000000001540 | 3.32 | ZINC000000002474 | 3.53

ZINC000000000628 | 2.54 | ZINC000000001544 | 2.64 | ZINC000000002475 | 3.42

ZINC000000000648 | 1.81 | ZINC000000001560 | 2.61 | ZINC000000000984 | 5.32

ZINC000000000652 | 5.81 | ZINC000000001607 | 4.29 | ZINC0O00000001018 | 4.55

ZINC000000000700 | 2.33 | ZINC000000001635 | 2.51 | ZINC000000001050 | 1.19

ZINC000000000704 | 4.63 | ZINC0O00000001696 | 3.80 | ZINC0O00000001211 | -1.46

ZINC000000000811 | 2.89 | ZINC000000001713 | 1.94 | ZINC000000001262 | 4.48

ZINC000000000814 | 2.53 | ZINC000000001729 | 2.27 | ZINC000000001276 | 2.25

ZINC000000000817 | 0.48 | ZINC000000001749 | 3.72 | ZINC000000001296 | 4.03

ZINC000000000827 | 4.65 | ZINC000000001808 | 4.68 | ZINC000000001379 | 5.00

ZINC000000000869 | 3.54 | ZINC000000001822 | 4.57 | ZINC000000001414 | 3.25

ZINC000000001436 | 3.02 | ZINC000000002361 | 2.16 | ZINC0O00000000304 | 0.43

ZINC000000001445 | 3.49 | ZINC000000002387 | 4.04 | ZINCO00000000941 | 1.13

ZINC000000001450 | 6.80 | ZINC000000002401 | 3.27 | ZINC0O00000000950 | 4.78

ZINC000000001482 | 5.41 | ZINC000000002483 | 5.58 | ZINC000000000961 | 2.21

ZINC000000001518 | 3.83 | ZINC000000002484 | 3.17 | ZINC0O00000001000 | 4.23

ZINC000000001547 | 5.40 | ZINC000000002489 | 2.41 | ZINC000000001024 | 1.48

ZINC000000001551 | 4.92 | ZINC000000002532 | 4.37 | ZINC000000001030 | 2.56

ZINC000000001556 | 4.77 | ZINC000000002547 | 2.99 | ZINC000000001083 | 4.33

ZINC000000001595 | 4.78 | ZINC000000002548 | 4.22 | ZINC000000001136 | 2.40

ZINC000000001722 | 2.82 | ZINC000000002594 | 6.39 | ZINC000000001241 | 1.79

ZINC000000001867 | 4.54 | ZINC000000002629 | 5.27 | ZINC000000001266 | 2.03

ZINC000000001962 | 6.91 | ZINC000000002645 | 2.04 | ZINC000000001268 | -3.76

ZINC000000001975 | 1.71 | ZINC000000002648 | 2.47 | ZINC000000001275 | 3.85

ZINC000000001982 | 0.24 | ZINC000000002676 | 1.63 | ZINC000000001323 | 0.99

ZINC000000002033 | 2.74 | ZINC000000002679 | 2.53 | ZINC000000001325 | 3.76

ZINC000000002035 | 4.67 | ZINC000000002733 | 4.06 | ZINC000000001360 | 2.51
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ZINC000000002062

4.04

ZINC000000002734

4.86

ZINC000000001373

3.94

ZINC000000002079

5.30

ZINC000000002736

4.54

ZINC000000001434

2.04

ZINC000000002182

3.15

ZINC000000002194

2.87

ZINC000000002743

3.15

ZINC000000002191

3.93

ZINC000000002195

4.24

ZINC000000002769

3.50

ZINC000000000183

4.49

ZINC000000002800

-3.70

ZINC000000000308

5.11

ZINC000000000196

-2.04

ZINC000000002808

4.03

ZINC000000000312

-7.58

ZINC000000000245

0.71

ZINC000000002809

3.76

ZINC000000000324

1.70

ZINC000000000315

3.34

ZINC000000002857

4.52

ZINC000000000348

5.16

ZINC000000000368

2.10

ZINC000000002862

4.08

ZINC000000000410

0.90

ZINC000000000383

4.61

ZINC000000002863

3.77

ZINC000000000440

3.12

ZINC000000000509

3.72

ZINC000000002864

3.56

ZINC000000000446

3.38

ZINC000000000569

-0.02

ZINC000000002881

4.57

ZINC000000000505

1.08

ZINC000000000575

1.08

ZINC000000002902

1.71

ZINC000000000519

-1.06

ZINC000000000636

3.29

ZINC000000002981

0.13

ZINC000000000521

0.81

ZINC000000000778

5.54

ZINC000000002999

5.94

ZINC000000000578

3.21

ZINC000000000781

4.49

ZINC000000003007

3.14

ZINC000000000580

3.59

ZINC000000000813

3.19

ZINC000000000007

3.62

ZINC000000000601

5.71

ZINC000000000844

4.09

ZINC000000000030

-1.66

ZINC000000000614

3.15

ZINC000000000909

3.40

ZINC000000000106

3.74

ZINC000000000646

1.51

ZINC000000000969

3.21

ZINC000000000109

2.59

ZINC000000000654

3.23

ZINC000000000970

3.78

ZINC000000000130

-0.62

ZINC000000000668

5.63

ZINC000000000974

4.86

ZINC000000000145

2.16

ZINC000000000671

-1.89

ZINC000000001020

3.58

ZINC000000000148

2.29

ZINC000000000748

1.50

ZINC000000001049

4.87

ZINC000000000166

-1.76

ZINC000000000804

1.30

ZINC000000002197

1.99

ZINC000000000173

2.40

ZINC000000000810

1.48

ZINC000000002203

2.98

ZINC000000000242

0.50

ZINC000000000838

3.08

ZINC000000002261

4.87

ZINC000000000249

4.44

ZINC000000000853

0.08

ZINC000000002279

3.22

ZINC000000000252

2.57

ZINC000000000858

4.19

ZINC000000002322

3.48

ZINC000000000268

1.12

ZINC000000000865

5.49

ZINC000000002329

3.79

ZINC000000000270

2.83

ZINC000000000867

2.72

ZINC000000002359

0.63

ZINC000000000283

4.15

ZINC000000000883

3.84

ZINC000000002360

4.03

ZINC000000000299

1.89

ZINC000000000893

1.31

ZINC000000000928

1.77

ZINC000000002806

6.67

ZINC000000009742

3.07

ZINC000000001935

1.66

ZINC000000003060

4.27

ZINC000000009752

4.09

ZINC000000001937

1.11

ZINC000000003901

3.31

ZINC000000009755

3.14

ZINC000000001954

3.64

ZINC000000003975

4.20

ZINC000000009964

2.41

ZINC000000001991

1.98

ZINC000000003988

-4.12

ZINC000000010268

4.28

ZINC000000002000

2.61

ZINC000000004009

2.92

ZINC000000010668

-0.21

ZINC000000002015

4.04

ZINC000000004701

0.18

ZINC000000010671

-3.02

ZINC000000002022

2.64

ZINC000000004932

0.43

ZINC000000010793

1.75

ZINC000000002041

1.77

ZINC000000005060

3.94

ZINC000000010819

-1.48

ZINC000000002042

2.65

ZINC000000005465

2.10

ZINC000000010820

0.06

ZINC000000002044

3.21

ZINC000000005662

4.85

ZINC000000010893

1.19

ZINC000000002149

4.03

ZINC000000005748

2.06

ZINC000000010900

-0.82

ZINC000000002200

0.11

ZINC000000005765

1.59

ZINC000000010975

2.65

ZINC000000002214

3.08

ZINC000000005769

1.17

ZINC000000011142

0.35

ZINC000000002257

4.71

ZINC000000005783

3.47

ZINC000000011670

-1.54
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ZINC000000002263 | 1.26 | ZINC000000005816 | 4.99 | ZINC000000011684 | -2.90

ZINC000000002266 | 2.06 | ZINC0O00000005830 | 5.89 | ZINC000000011856 | 3.59

ZINC000000002276 | 3.26 | ZINC000000005916 | 3.05 | ZINC000000011861 | 5.30

ZINC000000001448 | 4.42 | ZINC000000002330 | 2.55 | ZINC000000005943 | -1.62

ZINC000000001512 | 2.67 | ZINC0O00000006107 | 4.04 | ZINC0O00000005992 | 2.67

ZINC000000001514 | 3.46 | ZINC000000006262 | 4.21 | ZINC000000012049 | 2.58

ZINC000000001543 | 3.58 | ZINC000000006530 | 3.55 | ZINC000000012380 | 4.08

ZINC000000001708 | 2.60 | ZINC0O00000006591 | 3.47 | ZINC000000012478 | 2.55

ZINC000000001723 | 2.50 | ZINC000000006657 | 3.72 | ZINC000000012620 | 5.32

ZINC000000001764 | 6.82 | ZINC000000006658 | 4.42 | ZINC000000012737 | 2.92

ZINC000000001778 | 4.59 | ZINC000000006690 | 3.05 | ZINC000000012743 | 2.10

ZINC000000001785 | 2.58 | ZINC000000006724 | 2.38 | ZINC000000013256 | -1.77

ZINC000000001862 | 1.36 | ZINC000000006799 | 3.25 | ZINC000000013257 | -1.48

ZINC000000001884 | 5.05 | ZINC0O00000007008 | 2.81 | ZINC000000013443 | 3.14

ZINC000000001928 | 2.89 | ZINC000000007044 | -2.35 | ZINC000000013916 | 3.34

ZINC000000002343 | 0.91 | ZINC000000007259 | -1.05 | ZINC000000014032 | 0.85

ZINC000000002344 | 3.62 | ZINC000000007555 | -0.09 | ZINC000000014093 | 3.00

ZINC000000002461 | 3.27 | ZINC000000007695 | 2.87 | ZINC000000014451 | -2.92

ZINC000000002551 | 4.11 | ZINC000000008061 | 1.26 | ZINC000000014582 | 4.01

ZINC000000002579 | 6.57 | ZINC000000008234 | 2.76 | ZINC000000014608 | 1.51

ZINC000000002605 | 0.33 | ZINC000000008283 | 5.05 | ZINC000000014849 | 3.37

ZINC000000002641 | 5.10 | ZINC000000008460 | 1.73 | ZINC000000015067 | 3.90

ZINC000000000131 | 3.91 | ZINC0O00000008892 | 4.24 | ZINC000000015132 | -1.11

ZINC000000000953 | 2.35 | ZINC000000008949 | 4.66 | ZINC000000015894 | 4.36

ZINC000000001301 | 3.82 | ZINC000000009008 | 4.07 | ZINC000000016038 | 3.69

ZINC000000001539 | 2.85 | ZINC000000009082 | 2.43 | ZINC0O00000000011 | 3.52

ZINC000000001575 | 1.42 | ZINC000000009121 | 5.32 | ZINCO00000000031 | 0.18

ZINC000000001880 | 2.89 | ZINC000000009250 | 4.03 | ZINC000000000058 | -0.26

ZINC000000002094 | 3.61 | ZINC000000009333 | 3.63 | ZINC000000000182 | 0.11

ZINC000000002100 | 4.25 | ZINC000000009437 | 3.66 | ZINC0O00000000211 | 4.05

ZINC000000002176 | -3.82 | ZINC000000009559 | 0.57 | ZINC000000000263 | 1.50

ZINC000000002480 | 3.98 | ZINC000000009631 | 3.59 | ZINC0O00000000408 | 4.12

ZINC000000002782 | 2.92 | ZINC000000009668 | 5.10 | ZINC0O00000000419 | 1.81

ZINC000000000462 | 0.54 | ZINC000000003036 | 3.24 | ZINC000000000212 | 0.04

ZINC000000000466 | 3.21 | ZINC000000003211 | 1.95 | ZINC0O00000000346 | 1.69

ZINC000000000515 | -3.08 | ZINC000000003383 | 3.48 | ZINC0O00000000347 | 3.36

ZINC000000000586 | 4.45 | ZINC0O00000003390 | 5.41 | ZINC0O00000000429 | 2.12

ZINC000000000729 | 2.38 | ZINC0O00000003395 | 3.14 | ZINC0O00000000494 | 4.77

ZINC000000000744 | -11.48 | ZINC000000003600 | 2.04 | ZINCO00000000740 | 2.80

ZINC000000000848 | 2.19 | ZINC000000003742 | 3.79 | ZINC0O00000000749 | 3.02

ZINC000000000862 | 6.07 | ZINC0O00000003753 | 0.69 | ZINC0O00000000975 | -0.33

ZINC000000000895 | 4.51 | ZINC000000003898 | 4.03 | ZINC0O00000000989 | 1.23

ZINC000000000960 | 4.08 | ZINC000000003927 | 3.83 | ZINC000000001017 | 1.28

ZINC000000001096 | 2.45 | ZINC0O00000003959 | 3.91 | ZINC000000001034 | 4.28

ZINC000000001109 | 3.47 | ZINC000000003961 | 1.46 | ZINC0O00000001112 | 6.81

ZINC000000001133 | 0.78 | ZINC000000003981 | 3.31 | ZINC000000001180 | 3.04

ZINC000000001212 | -3.01 | ZINC000000003985 | -0.06 | ZINC000000001356 | 3.09
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ZINC000000001235 | 0.91 | ZINC000000004169 | 1.63 | ZINC0O00000001511 | 5.27

ZINC000000001295 | 4.88 | ZINC000000004191 | -3.00 | ZINC000000001582 | 2.15

ZINC000000001335 | 1.55 | ZINC000000004231 | -3.21 | ZINC000000001654 | 1.65

ZINC000000001391 | 2.34 | ZINC000000004283 | -1.03 | ZINC000000001819 | 1.56

ZINC000000011862 | 3.17 | ZINC000000001396 | 3.66 | ZINC000000004360 | 3.97

ZINC000000011868 | 3.02 | ZINC000000001464 | 3.74 | ZINC0O00000004391 | 0.89

ZINC000000001578 | 2.52 | ZINC000000001513 | 3.49 | ZINOOOOO000C4467 | -2.96

ZINC000000001661 | 2.91 | ZINC000000004484 | 2.79 | ZINC000000002334 | 4.02

ZINC000000001673 | 1.84 | ZINC000000001578 | 2.52 | ZINC000000002345 | 3.88

ZINC000000001709 | 2.65 | ZINC000000001661 | 2.91 | ZINCO00000002379 | 2.36

ZINC000000001719 | 3.74 | ZINCO00000004671 | 3.17 | ZINC000000002430 | 1.89

ZINC000000001756 | 6.74 | ZINC000000004698 | 3.09 | ZINC000000002481 | 3.76

ZINC000000001771 | -0.65 | ZINC000000004725 | 6.08 | ZINCO00000002519 | 4.17

ZINC000000001951 | 0.99 | ZINC0O00000004755 | 3.71 | ZINC0O00000002595 | 1.88

ZINC000000002108 | 3.99 | ZINC000000004782 | 4.68 | ZINC0O00000002690 | 2.97

ZINC000000002111 | 3.21 | ZINC000000004868 | 5.60 | ZINC0O00000002692 | 3.54

ZINC000000002114 | 1.53 | ZINC000000004908 | -4.14 | ZINC000000002702 | 2.22

ZINC000000002180 | 2.24 | ZINC000000004913 | 3.40 | ZINC000000002879 | 4.03

ZINC000000002198 | 1.44 | ZINC000000004936 | 4.33 | ZINC000000002893 | 3.50

ZINC000000002229 | 1.57 | ZINC000000004972 | 3.99 | ZINC0O00000003037 | 2.96

ZINC000000002381 | 4.70 | ZINC000000005108 | 0.88 | ZINC0O00000003058 | 2.18

ZINC000000002383 | 4.74 | ZINC000000005112 | 3.66 | ZINC000000003062 | -1.32

ZINC000000002384 | 2.67 | ZINC000000005144 | 1.64 | ZINC000000003105 | 3.31

ZINC000000002424 | 4.36 | ZINC000000005148 | -1.01 | ZINC000000003115 | 2.01

ZINC000000002520 | 4.10 | ZINC000000005156 | -1.59 | ZINC000000003120 | 4.03

ZINC000000002565 | -0.38 | ZINC000000005174 | 2.99 | ZINC000000003201 | -2.80

ZINC000000002567 | 5.45 | ZINC000000005176 | 3.80 | ZINC000000003209 | 1.31

ZINC000000002568 | 1.65 | ZINC000000005186 | 1.37 | ZINC0O00000003238 | 4.84

ZINC000000002601 | 4.59 | ZINC000000005314 | 2.59 | ZINC000000003244 | 4.57

ZINC000000002700 | -0.56 | ZINC000000000027 | 3.92 | ZINC000000003309 | 2.39

ZINC000000002781 | 3.34 | ZINC0O00000000055 | 3.99 | ZINC000000003322 | 4.01

ZINC000000002859 | 1.64 | ZINC000000000100 | 5.29 | ZINC0O00000003336 | 4.11

ZINC000000002867 | 6.85 | ZINC000000000101 | -0.95 | ZINC000000003428 | 3.52

ZINC000000003015 | 2.20 | ZINC000000000139 | 2.11 | ZINC000000003480 | 2.99

ZINC000000003495 | 0.34 | ZINC000000000407 | 2.65 | ZINC000000002667 | 5.09

ZINC000000003591 | 2.16 | ZINC000000000544 | 3.36 | ZINC000000002688 | 3.30

ZINC000000003594 | 0.42 | ZINC000000000561 | 5.28 | ZINC000000002712 | 3.63

ZINC000000003627 | 3.01 | ZINCO00000000655 | 3.49 | ZINC0O00000002843 | 4.54

ZINC000000003644 | 3.19 | ZINC000000000672 | 6.05 | ZINC0O00000002878 | 5.70

ZINC000000003677 | 3.88 | ZINC0O00000000694 | 2.91 | ZINC000000002880 | 4.14

ZINC000000003748 | 5.80 | ZINC0O00000000735 | 5.74 | ZINC000000002916 | 2.41

ZINC000000003795 | 0.54 | ZINC000000000769 | 1.39 | ZINC000000002917 | 0.94

ZINC000000003814 | 4.30 | ZINC0O00000000775 | 1.02 | ZINC0O00000002930 | 4.74

ZINC000000003819 | 4.42 | ZINC000000000816 | 1.08 | ZINC000000003035 | 3.30

ZINC000000003945 | 4.26 | ZINC000000000911 | 3.03 | ZINCO00000003040 | 2.49

ZINC000000003995 | 4.01 | ZINC000000001003 | 5.64 | ZINCO00000003043 | 5.76

ZINC000000004057 | 2.87 | ZINC000000001051 | 1.04 | ZINC000000003064 | -3.99
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ZINC000000004074 | 2.39 | ZINC000000001078 | 0.02 | ZINC0O00000003065 | -2.97

ZINC000000004268 | 3.93 | ZINC000000001121 | 3.15 | ZINC0O00000003079 | 2.33

ZINC000000004315 | 5.64 | ZINC000000001294 | 4.19 | ZINCO00000003091 | 2.45

ZINC000000004382 | -0.13 | ZINC000000001320 | 3.17 | ZINCO00000003096 | 2.96

ZINC000000004389 | 3.79 | ZINC000000001362 | 1.27 | ZINC000000003102 | 2.56

ZINC000000001934 | 3.38 | ZINC000000004402 | 3.54 | ZINC000000001473 | 4.65

ZINC000000002056 | 3.95 | ZINC000000004407 | 3.21 | ZINCO00000001515 | 6.04

ZINC000000002065 | 5.34 | ZINC000000004431 | 1.41 | ZINC0O00000001529 | 2.91

ZINC000000002090 | 4.08 | ZINC000000004436 | 1.12 | ZINC000000001584 | 2.39

ZINC000000002106 | 4.91 | ZINC000000004516 | 3.90 | ZINCO00000001598 | 4.27

ZINC000000004521 | -4.82 | ZINC000000001758 | 2.06 | ZINC000000001634 | 1.99

ZINC000000004528 | 3.65 | ZINC000000001871 | 2.99 | ZINC000000001682 | 1.75

ZINC000000004544 | 0.91 | ZINC000000002010 | 2.33 | ZINC000000003221 | 2.72

ZINC000000004580 | 2.67 | ZINC000000002063 | 3.62 | ZINC000000003242 | 4.35

ZIN00000000C4583 | -0.59 | ZINC000000002074 | 2.83 | ZINC000000003256 | -1.24

ZINC000000004589 | 1.71 | ZINC000000002089 | 3.90 | ZINC0O00000003369 | 1.45

ZINC000000004633 | 2.47 | ZINC000000002122 | 3.28 | ZINC000000003370 | 0.08

ZINC000000004753 | 2.11 | ZINC000000002208 | 3.93 | ZINC000000003391 | 2.88

ZINC000000004881 | 4.97 | ZINC000000002252 | 5.47 | ZINC000000003453 | 3.31

ZINC000000004890 | 4.39 | ZINC000000002285 | 1.13 | ZINC000000003473 | 3.16

ZINC000000004909 | 0.13 | ZINC000000002293 | 4.44 | ZINC000000003475 | 1.07

ZINC000000005014 | 4.18 | ZINC000000002309 | 3.52 | ZINC000000003481 | 3.16

ZINC000000005023 | 5.35 | ZINC000000002311 | -2.85 | ZINC0O00000003601 | 4.68

ZINC000000005031 | 3.16 | ZINC000000002316 | 4.45 | ZINC000000003103 | -0.01

ZINC000000005068 | 2.41 | ZINC000000002323 | -0.68 | ZINC000000003152 | 1.23

ZINC000000005095 | 2.01 | ZINC000000002335 | 4.13 | ZINC0O00000003159 | 2.88

ZINC000000005201 | 3.09 | ZINC000000002339 | 3.16 | ZINC0O00000003194 | 4.26

ZINC000000005213 | 1.75 | ZINC000000002363 | 5.64 | ZINC000000003195 | 5.91

ZINC000000005349 | 0.21 | ZINC000000002386 | 4.38 | ZINC0O00000003197 | 4.28

ZINC000000005377 | 4.84 | ZINC000000002516 | 3.17 | ZINC000000003218 | 3.08

ZINC000000005397 | 2.35 | ZINC000000002589 | 5.53 | ZINC000000003602 | 4.55

ZINC000000005403 | 2.94 | ZINC000000002592 | 3.93 | ZINC000000003687 | -0.93

ZINC000000000112 | 2.25 | ZINC000000002593 | 5.07 | ZINC0O00000003719 | 5.91

ZINC000000000259 | 3.06 | ZINC000000002630 | 4.91 | ZINC000000003732 | 0.64

ZINC000000000363 | 2.43 | ZINC000000002632 | 6.16 | ZINCO00000003733 | 5.92

ZINC000000003772 | 5.29 | ZINC000000003911 | 3.43 | ZINC0O00000003972 | 3.51

ZINC000000003863 | 3.35 | ZINC000000003912 | 0.96 | ZINC0O00000003989 | 4.61
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Annexe2. Scores obtenus par Surflex-dock des similaires téléchargés a partir de
la banque de données PubChem dans le site actif de la VEGFR2.

Code AM1) Code AM™) Code AM1)
ClID9826472 7.81 CID46213004 8.61 ClID123471236 3.23
CID9869078 8.07 CID46213005 8.74 CID123689476 10.24

CID10151557 6.08 CID46213006 8.60 ClID123841424 4.28
CID10152022 5.07 CID46213066 8.76 CID147951561 4.26
CID10195599 6.93 CID131708754 7.31 Cl1D148066235 5.05
CID10217682 7.99 CID132072226 6.11 CID132199517 3.17
CID10288613 7.47 CID46842497 3.56 ClID134274675 5.08
CID11167602 9.06 CID49822400 5.18 CID135209756 4.68
CIiD11294150 6.42 CID49849305 8.98 CID135390163 9.12
CID11843539 9.36 CID51355075 8.73 CID135390413 7.33
CiD11843540 9.36 CID52918302 8.98 ClID138467345 2.74
CID25062452 7.21 CID53464300 8.47 CID138743231 4.14
CID25071284 0.91 CID53464301 7.60 CID140029569 8.05
CID25071285 9.21 CID53491672 4.62 CID140029570 8.43
CID25073471 9.04 CID57484481 6.73 CID141350503 8.84
CID25191001 8.35 CID57675688 6.13 CID141370050 7.13
CID25222476 8.32 CID57909190 8.46 CID141600265 5.20
CID25222477 8.60 CID58917169 6.22 ClID142274752 7.46
CID25222580 7.43 CID60150671 7.35 CID142712013 6.97
CID25222581 4,94 CID60196844 1.85 ClID142886602 4.81
CID25222582 9.06 CID66770385 4,97 CID142944383 6.69
CiD44241263 8.55 CID67424139 8.56 ClID142963374 7.84
CiD44420332 8.93 CID68036204 8.12 CID142993531 8.85
CID44565731 417 CID68168496 4.63 ClID143452348 8.65
CiD46213892 8.98 CID70685910 497 ClID143453790 7.09
CID46213893 8.98 CID70694277 2.55 CID143465720 4.60
CID44623945 8.41 CID71682347 7.04 CID145477747 8.73
CiD44814648 8.62 CID76973993 8.75 CID145477748 8.29
CiD44814649 8.98 CID76974621 8.61 CID145744676 8.61
CiD44814650 7.84 CID88532745 5.32 ClID145926675 2.85
CiD44814840 8.96 CID88567311 9.00 CID145926779 8.52
CiD44814841 8.47 CID88567312 8.79 CID146270506 7.21
CiD44814842 8.30 CID88567313 8.60 CID146573784 7.14
CiD44814843 8.50 CID89350079 8.96 CID146573785 8.57
CiD44814844 8.40 CID89579037 8.65 ClID146580274 4.88
CiD44815013 8.35 CID90466803 8.28 CID146580446 8.64
CiD44815014 8.96 CID90466804 8.81 CID146602682 8.84
CiD44815015 8.89 CID90466953 8.39 CID146602683 5.29
CiD44815016 8.33 CID91971838 6.77 CID146602684 6.85
CID44815017 8.47 CID91971843 6.98 CID146602685 8.97
()




Annexes

CID44815177 8.41 CID117626814 5.23 CID146723990 3.58
CID46212940 8.74 CID118518769 0.51 CID147361691 5.32
CID46212941 9.07 CID118703724 9.45 CID147421852 0.27
CID46212942 8.97 CID118738053 4.37 CID147477772 7.47
CID46213002 8.21 CID122581492 2.88 CID147511899 3.77
CID46213003 7.93 CID123438277 6.59 CID147709417 3.70
CID147758661 6.21 CID53389704 6.52 CID46213066 8.76
CID147799535 6.06 CID71542471 8.52 CID46213006 8.60
CID71584802 7.45 CID69636103 2.11 CID46213005 8.74
CID71576011 4.50 CID53464300 8.47 CID46213004 8.61
CID148412841 5.72 CID69635811 3.56 CID46212943 8.58
CID148688169 2.20 C1D69084509 3.82 CID46212942 8.97
CID123346795 4.75 CID69008440 8.99 CID46212941 9.07
CID123268832 5.55 CID69007815 7.44 CID46212940 8.74
CID122581492 2.88 CID68810251 8.27 CID46212939 8.73
CID118593158 8.29 CID68778052 8.08 CID25165137 5.47
CID118518769 0.51 CID68778049 4.17 CID25164531 2.77
CID118402232 8.30 CID68629965 4.94 CID25071590 3.70
CID 118002068 4.99 CID68169843 1.88 CID11843540 9.36
CID216239 9.36 CID68168496 4.63 CID11503491 7.43
CID117626814 5.23 CID68036204 8.12 CID11294150 6.42
CID90982306 7.13 CID68036202 2.44 CID10480901 5.60
CID90794886 7.76 CID68036190 8.82 CID10459870 1.72
CID90467261 7.13 CID67968095 5.00 CID10289112 8.76
CID90467260 9.17 CID66770385 3.65 CID10152023 8.32
CI1D90145047 4.55 CID59803541 8.48 CID9957323 8.51
CID90145026 2.16 CID59772957 9.25 CID9849533 5.46
CI1D90144940 -0.59 CID59772917 9.68 CID10174440 8.58
CID89773851 5.23 CID59772888 4.34 CID10196579 4.08
CID89703519 6.38 CID59772862 8.78 CID10196580 3.24
CID89579037 8.65 CID59283584 9.45 CID11843541 7.73
CID89424947 8.76 CID58968810 5.58 CID11843670 8.40
CID89413758 2.82 CID58917169 6.22 CID11843673 7.73
CID89402801 9.63 CID58756532 9.14 CID25222476 8.32
CID89367975 8.64 CID58729833 -0.58 CID25222477 8.60
CID89350091 3.68 CID58729830 5.30 C1D25222580 7.43
CID87579211 3.67 CID58729824 6.55 CID25222581 4.94
CID89350079 8.96 CID58729802 4.32 CID25222582 9.06
CID89350074 3.48 CID57909190 8.46 CID44241317 8.63
CID89096956 8.75 CID57839505 5.22 CID74539667 4.53
CID89096955 8.49 CID57839481 4.92 CID44623945 8.41
CID88567308 8.83 CID57839445 3.04 CID44814648 8.62
CID88258958 -74.22 CID57839440 9.08 CID44814649 8.98
CID87945197 7.37 CID57839432 2.19 CID44814650 7.84
CID87775074 3.48 CID57839339 3.00 C1D148922520 2.69
CID75306509 3.59 CID57839305 4.17 CID149031014 7.08
CID74539521 7.56 CID57675688 6.13 CID149072059 8.26
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CID74539519 9.25 CID57614500 3.53 CID149135661 5.37
CID 74539518 8.00 CID57541654 7.15 CID149148871 5.11
CID74539445 4.17 CID57525781 6.77 CID53465159 8.31
CID74539443 5.10 CID57525771 3.50 CID53464301 7.60
CID 74538904 3.28 CID53491674 5.83 CID44814840 8.96
CID74424477 4.29 CID46213893 8.98 CID44814841 8.47
CID53389724 8.77 CID46213892 8.98 ClD44814842 8.30
CID44814843 8.50 CID49822321 8.65 CID152785823 1.13
CID44814844 8.40 C1D49822322 9.21 ClD149148871 5.11
CID44815013 8.35 CID49822401 9.11 C1D149443140 2.78
CID44815014 8.96 C1D49822402 5.60 CID149530729 8.51
CID44815015 8.89 C1D49822404 4.15 CID149839625 2.22
CID44815016 8.33 CID49855629 3.70 CID151392071 4.27
CID44815017 8.47 CID9855630 5.18 CID151454037 4.62
CID44815177 8.41 CID49855631 5.49 CID151804255 8.87
CID46213002 8.21 C1D49822400 5.18 CID151833794 9.45
CID46213003 7.93 CID66551861 5.98 CID151868670 6.33
CID49784044 7.66 CID68062144 9.49 CID152886860 8.13
CID49822244 5.76 CID70701956 6.01 CID152933225 9.73
CI1D49822245 8.97 CID53491672 4.62 CID153489303 7.33
CID49822313 9.12 CID71584801 7.91 CID153629020 8.61
CID49822314 8.97 CID74539444 7.52 CID153914959 8.79
CID49822315 5.33 CID74539595 6.11 CID154542156 2.03
CID49822318 9.11 CID74539597 6.73 CID154633273 3.64
CID49822319 5.33 CID74539598 7.23 CID154633279 2.89
CI1D49822320 3.34 CID152695284 3.67 CID154677776 8.42
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Prédiction de nouveaux agents Antiangiogéniques a I’aide d’un criblage virtuel basé sur la structure
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Résumé

La découverte de I’'importance de I’angiogenése dans les mécanismes de croissance tumorale et
notamment du VEGF, a permis le développement de nouvelles molécules qui sont utilisées dans la prise
en charge de différents cancers. Parmi celles-ci, le but est toujours le méme : bloquer la synthése et la
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins via une action anti-VEGF, ce qui entraine 1’arrét du
développement de la tumeur cancéreuse.

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies de découverte de
nouvelles molécules a visée thérapeutique. Au cours de cette recherche, nous nous sommes appuyés sur le
traitement de I’angiogenése basé sur I’inhibition de la VEGFR2 (récepteur 2 du facteur de croissance
endothélial vasculaire). Une enzyme sert a I’inhibition d’angiogenése et les problémes de santé qui en
découlent. Le programme de docking moléculaire Surflex-dock a été développé pour aider a la mise au
point des molécules a activité thérapeutique. Avec un pourcentage de 85% des valeurs de RMSD
inférieures ou égales a 2 A, on peut dire que Surflex-dock est un logiciel fiable et qu'on peut 'utiliser en
toute confiance pour prédire les interactions des inhibiteurs testés avec le site actif de la VEGFR2.

Dans notre travail on s’intéressé a 1’étude in silico de I’inhibition enzymatique par criblage virtuel avec
Surflex-dock de la VEGFR2. Cette approche permet de modéliser les interactions entre une protéine et des
milliers de petits composés chimiques. En effet, une collection de 800 composés provenant a partir de la
chimiothéque ZINC et une collection de 228 composés issus de la base de composés chimiques PubChem,
ont été testées envers le site actif de la VEGFR2. A I’issu de ce criblage, les composés
ZINC000000001962 et CID123689476 avec des valeurs d’affinité égale a 6.91 M™ et 10.24 M?
respectivement, se présentent comme nouveaux inhibiteurs théoriquement plus actifs envers la VEGFR2.
Enfin, la prédiction in silico de la similaire médicamenteuse nous informe de maniére positive sur les
propriétés ADME-Tox de ces nouveaux COmposés proposes.

Mots clés: Angiogenése, VEGFR, Criblage virtuel, Surflex-dock, RMSD, ADME-Tox.
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