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Le cancer est un probléme de santé publique qui est en nette progression a travers
le monde. 1 1l touche toutes les catégories de la population mondiale quels que soient leurs

ages, sexes, ou encore leurs niveaux socioéconomiques. 2

Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent 3 avec prés de 1.7 million
de nouveaux cas diagnostiqués chaque années a travers le monde. 4 En Afrique du Nord
et au Moyen-Orient, le cancer du sein est également le premier cancer de la femme. Il
représente 14 a 42 % de tous les cancers féminins avec une augmentation exponentielle.
®Son incidence standardisée selon I’Age (ISA) varie entre 9,5 et 54 pour 105 femmes. Ces
¢léments font que I’Organisation mondiale de la santé (OMS) considére le cancer du sein
comme une priorité de santé publique et un probléme majeur chez la femme dans cette

région du monde. ©

En Algérie la forte progression du cancer du sein prend des proportions
épidémiques inquiétantes avec plus de 9 000 nouveaux cas en 2009, soit 54 nouveaux cas
pour 100 000 femmes ; actuellement ce chiffre est estimé a 11 000, soit une augmentation
de 500 nouveaux cas par an. De plus, le cancer du sein touche autant la femme jeune que
la femme ménopause, ce qui complique son dépistage : 1’age médian est de 47 ans c'est-

a-dire que 50% des cancers du sein ont déja eu lieu avant cet age. '8

La grande majorité des cancers du sein, soit 70 & 75%, expriment les récepteurs
hormonaux a I’estrogéne (RE) et/ou & la progestérone (RP). ° En fait, les estrogénes
interviennent dans le développement et la régulation des tissus gynécologiques (sein,
utérus, ovaire) mais aussi dans celui d’un grand nombre d’autres tissus. Leur action
biologique au niveau des cellules cibles passe par leur liaison a des protéines nucléaires
réceptrices, les récepteurs aux estrogénes (RE). 1°!! Les RE sont des régulateurs
transcriptionnels capables de moduler la production de facteurs intervenant dans la
prolifération et la différenciation cellulaire. Leur participation dans la cancérogenese de
certains tissus cibles est bien demontree (sein, utérus). Les travaux de Lacassagne dans
les années 1930 ont mis en évidence une relation entre les estrogénes et le développement
des cancers du sein. *? 1 a fallu attendre la découverte du premier récepteur des estrogénes
(REa)  pour développer les premiéres molécules anti-estrogéniques (figure 1), (MER

25, nafoxidine, clomiphéne, tamoxiféne...).
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OH
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N

Clomiphéne Tamoxifene

Figure 1. Structures chimiques des anti-estrogenes.

Il est important de noter que le tamoxiféne a été, pendant plus de 30 ans, le chef
de file des anti-estrogenes utilisés dans le traitement des cancers du sein hormono-
dépendants, a la fois dans les formes avancées et comme traitement adjuvant. Sa place a
changé depuis la mise sur le marché dans les années 2000 des 1A de troisieme génération.
Le développement clinique du tamoxiféne a débuté a la fin des années 1970 et c’est I’anti-

estrogeéne pour lequel on dispose le plus de données cliniques et biologiques. 3

La découverte et I'évolution d'un nouveau médicament présentent un processus
trés long, codteux et difficile qui peut prendre entre 10 a 15 ans et plus. Malgré les progres
technologiques et une tres bonne compréhension des systemes biologiques, le
développement des colts a augmenté tandis que le nombre absolu de médicaments
récemment sanctionnés a continuellement réduit. Traditionnellement, de nouveaux
médicaments étaient découverts soit en identifiant le médicament biologiquement actif a

partir de traitements traditionnels, soit par hasard arbitraire. * Récemment, le



Introduction générale

développement de la chimie computationnelle a provoqué une révolution inhabituelle
dans la chimie médicinale. Le modele de découverte de molécules pharmacologiquement
intéressantes a été changé au cours des dernieres décennies, ce qui a considérablement
amélioré I'efficacité de la découverte de médicaments entrainant une accélération

significative du processus global. *°

Les méthodes in silico telles que les relations quantitatives de structure-activité
(QSAR) et le docking moléculaire peuvent réduire les échecs colteux des candidats-
médicaments en identifiant les principaux composés prometteurs et en réduisant ainsi le
nombre d'expériences colteuses. Ces méthodes font partie des principaux outils de
découverte de médicaments. La relation quantitative structure-activité (QSAR), en tant
que domaine important de la chimiométrie, joue un réle majeur dans le développement
d'un nouveau médicament. Conceptuellement, le QSAR est un outil qui permet la
prédiction des activités des composés nouvellement désignés avant qu'une décision ne
soit prise si ces composes doivent étre réellement synthétisés et testés. L'étude QSAR
s'intéresse essentiellement a la corrélation des activités biologiques spécifiques et de
divers parameétres physico-chimiques (en termes de descripteurs) mesurés ou calculés

d'une série de composés. 1618

L’utilisation des méthodes de docking dans le processus de conception de
médicaments a débuté il y a plus de 30 ans. *® L’objectif était de prévoir la capacité ou
non d’une molécule a se lier au site actif d’une protéine en se basant sur la prédiction de

la conformation et de 1’orientation de la molécule lors de sa liaison au récepteur. 2°

Les propriétés Absorption, Distribution, Métabolisme, et Elimination (ADME)
d'un médicament sont tres importantes pour le succes clinique final d'un candidat
médicament. Elles jouent un réle trés important au tout début de la découverte de
médicaments pour réduire le taux d'échec des candidats médicaments dans les essais

cliniques. 2%

La prédiction de la réactivite des especes chimiques est I'un des principaux objets
de la chimie théorique, de nombreux travaux ont été réalisés sur cette ligne. 2° La théorie
fonctionnelle de la densité est un outil trées important pour calculer de nombreuses

propriétés moléculaires dans les systémes chimiques et biologiques.

Ainsi, dans ce travail une étude QSAR a été réalisée sur une série de dérivés
d'indazole, qui sont de puissants antagonistes. 2* Notre choix de cette molécule est a cause

3
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de ses multiples propriétés intéressantes. En fait, 1’indazole a fait I'objet de plusieurs
travaux de recherche, d’ailleurs il est incorporé dans de nombreux produits présentant un
intérét majeur pour I’industrie pharmaceutique. A titre d’exemple, les dérivés de
I’indazole sont connus en tant qu’agents antidépresseurs, anti-inflammatoires 2°,
analgésiques et antipyrétiques, antagonistes de la dopamine, antimicrobiens 2527,
anticancéreux 22° et anti-VIH . La structure de I’indazole est également présente dans
d’autres composes tels que les herbicides et les colorants. Grace a cette variété de
propriétés, la chimie de I’indazole a suscité beaucoup d’intérét non seulement sur le plan
académique mais également sur le plan industriel, bien que de nombreux efforts aient été
fournis pour 1’¢élaboration de nouvelles voies de synthése plus faciles, peu couteuses et

surtout régiosélectives. 3

Notre étude tente de prédire des modéles QSAR de ces composés, les dérives
d'indazole, en utilisant la régression linéaire multiple (MLR). Pour tester les performances

et la stabilité du modéle obtenu, une méthode de validation a été choisie.

Cette étude a était accompagnée d'un docking moléculaire sur une série de 21 composés
de Selective Estrogen Receptor Degraders (SERD) qui présentent les composés les plus
actifs de I'ensemble des données. La réactivité moléculaire de dérivés d'indazole a été
analysée par les descripteurs globaux de réactivité pour bien comprendre la relation entre
la structure, la stabilité et la réactivité de ces molécules. L’étude des propriétés ADME in
silico a montré la ressemblance avec les médicaments (drug-likeness) de six composés
ayant les meilleurs scores dans I'étude de docking moléculaire pour identifier les

médicaments sans danger.
Donc, les résultats de notre étude ont été développés selon quatre chapitres :

Dans le premier chapitre nous présentons des généralités sur les récepteurs aux

estrogenes et les anti-estrogenes.

Dans le deuxiéme chapitre nous présentons 1’étude quantitative des relations

structure-activité d’une série de 54 molécules de dérivés de 1’indazole

Le troisieme chapitre concerne 1’étude de docking moléculaire suivie par I’étude
des propriétés ADME sur les meilleurs composés obtenus par 1’étude de docking

moléculaire.



Introduction générale

Le quatriéme chapitre est consacré a 1’étude de la réactivité chimique de dérivés
de I’indazole en se basant sur les descripteurs globaux de réactivité issus de la DFT

conceptuelle. (Travail publié dans : Journal of Molecular Structure, Vol 1217, 2020,

128442).
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Chapitre | Apercue bibliographique sur les récepteurs aux

estrogenes et les anti-estrogenes.

1 Introduction

Le cancer du sein représente un probléeme majeur de santé publique, il constitue la
premiére cause de déces chez les femmes entre 40 et 50 ans. Environ 60 % des patientes
non ménopausées et 75% des patientes ménopausées présentent un cancer du sein. 1 C’est
une maladie hétérogene la plus frequemment diagnostiquée et la cause majeure de décés
chez les femmes a travers le monde. Le cancer du sein est une tumeur maligne du sein,
ou les cellules mammaires se multiplient de fagon anarchique suite a une défaillance du
mécanisme de régulation de la croissance cellulaire. ? Plusieurs types de cancers du sein
existent en fonction de leur localisation au niveau du sein. Le sein posséde une structure
assez complexe composée de tissus graisseux dans lesquels se trouvent des
compartiments comprenant des lobules et des canaux (figure 1). Les lobules servent a

produire le lait en période d’allaitement et les canaux servent a transporter le lait vers le
mamelon.

Le sein comporte également un important systeme de drainage lymphatique, ce
qui explique la possible dissémination via ce réseau.
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Figure 1. Structure du sein
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Ces différentes structures peuvent étre atteintes par le cancer. Le type le plus
fréquemment rencontré est 1’adénocarcinome qui se développe au dépend de la glande

mammaire.

Le cancer peut se développer soit au dépend des cellules des canaux, on parle alors
de cancer canalaire (le plus fréquent), soit a partir des lobules, on parle de cancer

lobulaire. 1l existe aussi des cancers in situ ou infiltrant. 3

1.1 Récepteurs hormonaux

Le role des hormones sexuelles dans les cancers du sein a été supposé des le
XIX®me sigcle par sir Beatson. * Les récepteurs hormonaux sont des protéines
intracellulaires. L’hormone va se fixer de maniere sélective et spécifique sur ces

récepteurs. 1l existe deux types de récepteurs hormonaux : °

%+ Récepteurs a la progestérone

¢ Récepteurs aux estrogenes

1.1.1 Récepteurs a la progestérone

Le récepteur a la progestérone (RP) est un récepteur stéroide, car il lie de fagon
spéecifique la progestérone, hormone stéroide importante pour le fonctionnement de
’organisme, notamment en période de grossesse et de cycles menstruels chez la femme.
Le RP est exprimé dans les tissus des organes reproducteurs, en particulier dans les
ovaires, mais aussi dans le tissu osseux, la prostate, les tissus adipeux ainsi que dans les

membranes des vaisseaux sanguins. &8

1.1.2 Récepteurs aux estrogenes
Les récepteurs aux estrogenes (RE) se divisent en 2 groupes, les REa et les RE.
Leurs génes sont situés sur 2 chromosomes différents : le chromosome 6 pour le REa et

le chromosome 14 pour le géne du REP .°

Ils appartiennent a la grande famille des récepteurs nucléaires, qui comprend les

récepteurs des différentes hormones stéroides, et des hormones thyroidiennes. °**
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1.2 Traitement par hormonothérapie

L’hormonothérapie fait partie des traitements utilisés dans le cancer du sein, de
méme que la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie. Toutefois, afin de pouvoir
bénéficier de ce type de traitement, il faut que la tumeur soit hormonosensible. °
L’hormonothérapie a pour but d’arréter la prolifération cellulaire ; elle revét une grande
importance du fait du caractére hormono-dépendant de nombreux cancers du sein. Elle
repose sur deux stratégies : la premiére utilise des antiestrogénes pour bloquer 1’action

d’estrogéne au niveau de leurs récepteurs, la deuxieéme consiste en 1’inhibition de la

biosynthese de ces hormones par les inhibiteurs de 1’aromatase.

1 existe trois types d’hormonothérapie : 12

% L’hormonothérapie inhibitrice avec les anti-aromatases. Elle consiste en
I’inhibition de I’aromatase, enzyme responsable de la conversion des androgénes
en estrogénes (figure 2, voie a). L’inhibition de la biosynthése des estrogénes
prévient non seulement une prolifération cellulaire liée a la fixation des estrogenes
sur leurs récepteurs mais également les effets génotoxiques des métabolites de ces
estrogenes.

% L’hormonothérapie compétitive avec les anti-estrogenes. Ces derniers bloquent
I’action des estrogénes en se fixant aux récepteurs estrogéniques des cellules
tumorales (figure 2, voie b).

% L’hormonothérapie additive avec la prise de progestatifs de synthése (la
médroxyprogestérone, I’acétate de mégestrol). A forte dose, ils se comportent
comme les anti-estrogenes. Cependant, certains progestatifs inhibent également
des enzymes impliquées dans la formation de [’estradiol (sulfatases et 17(3-
hydroxystéroide déshydrogénases). * Peu d’informations sur les effets de ces

progestatifs vis-a-vis du cancer du sein sont pour 1’instant disponibles, aussi leur

utilisation reste trés limitée.
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Figure 2. Stratégies du traitement hormonal du cancer du sein

Dans la figure 2 Voie a présente inhibition de la biosynthese des estrogénes par
les anti-aromatase et Voie b : blocage de 1’action des estrogénes au niveau de leurs

récepteurs.

Le niveau d’action des inhibiteurs de 1’aromatase, permet d’expliquer I’efficacité
supérieure de ces molécules par rapport aux anti-estrogenes, supériorité démontrée par

plusieurs études récentes.41°
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2 Récepteurs aux estrogenes

Les estrogénes sont des hormones a 18 atomes de carbone sécrétées naturellement
par les ovaires lors de chaque cycle menstruel avant la ménopause. Cette synthése est en
constante modulation, elle est plus importante lors de la premiere partie du cycle
menstruel durant la phase folliculaire. Cette sécrétion augmente de fagon croissante

jusqu’a I’ovulation. Aprés I’ovulation, le taux d’estrogéne diminue. 3

Plusieurs études montrent que ces hormones augmentent le risque de développer
un cancer du sein chez la femme pré et post-ménopausée. Ces hormones favorisent
également la croissance et la progression continues des tumeurs cancéreuses. 2 Elles
interviennent également dans des effets biologiques au niveau cardiovasculaire,
musculosquelettique et du systéme nerveux. Une fois produites, ces hormones passent

dans le sang, agissent au niveau de leurs récepteurs et sont éliminées par les urines. 3

Deux mécanismes par lesquels les estrogénes pourraient étre a 1’origine du

développement du cancer du sein ont été décrits (figure 3). 1416

% 1% mécanisme : il est démontré que I’estradiol peut promouvoir la prolifération de

cellules cancéreuses. En effet, I’estradiol ou 17-béta-estradiol (E2) peut se lier aux
récepteurs des estrogenes et stimuler ainsi la transcription de génes impliqués dans
la division cellulaire (figure 3, voie a). Lors de ces divisions, les cellules sont plus
sensibles aux erreurs de réplication et a I’effet d’argents cancérogenes extérieurs.
Les estrogenes constituent donc des promoteurs de cancérogenese.

% 2°M mdcanisme : certaines études décrivent une action initiatrice de la

cancérogenese qui passe cette fois par la conversion de I’estradiol en métabolites
génotoxiques (figure 3, voie b). Différentes voies métaboliques peuvent conduire
a la synthese de composés génotoxiques. La voie principale conduit a la synthése
de dérivés hydroxylés de I’estradiol, les catéchols (2-hydroxy-estradiol et 4-
hydroxy-estradiol principalement) qui peuvent aboutir & des semi-quinones et
enfin a des quinones. Ces dernieres, fortement réactives, sont capables d’une part
de former des adduits d’ADN (liaison par covalence a la guanine ou a I’adénine),
et d’autre part, de provoquer I’oxydation des lipides cellulaires, via la formation

de dérivés réactifs de I’oxygéne comme 1’ion superoxyde Oo. 4
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Ces deux mécanismes peuvent agir de concert pour stimuler la prolifération cellulaire,

favoriser I’accumulation de mutations et augmenter ainsi la tumorigen¢se.

Voie a Voie b

Récepteurs
des estrogénes

Tumorigenése «——!

Figure 3. Role des estrogénes dans la cancérogenese mammaire

% Localisation tissulaire
Les deux formes des récepteurs aux estrogénes REa et REB ont une distribution
non uniforme dans les différents tissus cibles (figure 4). 1’ Certains organes, comme le
sein et I’utérus sont plus riches en REa. Pour d’autres, comme les cellules endothéliales

sont plus riches en REP. 1823
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Figure 4. Distribution tissulaire des REa et REp.

% Structure
La structure primaire des RE est organisée en 6 domaines (de A a F) (figure 5)

dont les fonctions sont bien définies. 2

o
Domaines fonctionnels AF] ADN E2AF]
1 185 250 302 512
protéine i E 95
Pourcentage homologie 17 % 9 % 29% 50 % 17%
; E 477
1 o6 161 202 47

p

Figure 5. Relation structure fonction des récepteurs aux estrogenes.
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Deux régions sont responsables de I’activité régulatrice de la transcription du RE :

e |e domaine A/B a une fonction régulatrice, dite AF1, qui serait dépendante du
tissu et serait activée dés que le RE se fixe sur ’ADN quel que soit le ligand
(composé qui lie le RE) ;

e larégion E/F est la région de liaison des ligands physiologiques (estradiol) et par
extension des SERM. Elle est aussi responsable d’une activité régulatrice AF2 qui
va dépendre du composé qui est lié au récepteur. La faible homologie de séquence
des 2 isoformes du RE dans les régions AF1 et AF2 suggere que leurs fonctions
biologiques pourraient étre différentes ;

e larégion C est le domaine de liaison a I’ADN. 1l se lie a des régions spécifiques
du RE appelées “éléments de réponse aux estrogénes” (ERE) et qui sont situées
dans les régions régulatrices des genes dont la transcription dépend des

estrogénes. 2

< Roles

Les récepteurs des estrogénes influencent de nombreux processus physiologiques
chez les mammiferes comme ceux impliqués dans la reproduction, les maladies cardio-
vasculaires, le développement osseux, la cognition, le comportement. Etant donné leurs
nombreux rdles, il n’est pas surprenant que les récepteurs des estrogénes soient aussi
impliqués dans le déeveloppement de nombreux cancer comme le cancer du sein, des
ovaires, de I’utérus ou de la prostate, ou dans d’autres maladies comme 1’ostéoporose, les
maladies cardio-vasculaires ou neurodégénératives, ou 1’obésité. Les récepteurs aux
estrogénes (REs), en particulier REa, sont fortement impliqués dans le développement

tumoral mammaire. 26

¢ Signalisation des REs
Les mécanismes de la cancérogénése hormonale sont complexes. En absence de
ligand, les REs sont séquestrés dans le cytosol et associés a des complexes
multiprotéiques comprenant la protéine chaperonne Hsp-90 2’ qui stabilise les récepteurs
dans une conformation non active. 28 L’inhibition de la liaison de la Hsp-90 entraine une

dégradation des REs par le protéasome. 2°-3
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La signalisation des REs passe par quatre voies majeures (figure 6) : la voie
génomique Estrogen Response Element (ERE)-dépendante classique, la voie génomique
ERE-indépendante, la voie non-génomique : effet rapide des estrogénes, et la voie non-

génomique a génomique : voie ligand-indépendante.

Figure 6. VVoies de signalisation de RE

Quand les voies sont communes pour REa et RE, on parle de RE. Voie génomique

(A), non classique (B), indépendante des estrogenes (C) et VVoies non génomiques (D)

La voie classique, génomique ERE-dépendante : les estrogenes étant des
hormones lipophiles, elles diffusent passivement a travers les membranes cellulaires.

Leur liaison au LBD des récepteurs aux estrogenes va provoquer un changement de
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conformation permettant la libération du récepteur du complexe inactivateur et sa
dimérisation. Les diméres de récepteurs des estrogénes vont alors interagir
spécifiquement avec I’ADN, au niveau de leurs ¢léments de réponse appelés ERE. Ces
derniers sont situés dans les promoteurs des génes cibles des estrogénes, tels que TFF1

ou cmyc, 323

La voie génomique indirecte implique des interactions protéines-protéines entre
le REa et d’autres facteurs de transcription, en réponse a la liaison des estrogenes. En
effet, le REa est capable d’interagir avec les ¢léments de réponse d’autres facteurs de
transcription, tels Fos/Jun (sites AP-1) % ou SP-1 %.Ces interactions vont permettre la
régulation de I’expression des geénes par une interaction indirecte entre I’ADN et le

récepteur des estrogenes en conformation agoniste.

Les effets rapides des estrogénes résultent de la voie non-génomique activée dans
de nombreux tissus, mais pas encore bien comprise. Elle pourrait impliquer I’activation
d’un récepteur a la membrane plasmique ou nucléaire. L’induction de la cascade
d’effecteurs pourrait étre activée directement par le récepteur ou mettre en jeu un second
messager, menant a la réponse physiologique rapide n’impliquant pas la régulation de
génes. Les estrogénes provoquent, par exemple, une mobilisation rapide du calcium
intracellulaire, la production d’adénosine triphosphate (ATP), active la voie de
signalisation des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK). 3" Plusieurs études
suggerent que ces réponses pourraient &tre médiées par une sous-population des

récepteurs aux estrogénes REa et REp localisée au niveau de la membrane cellulaire. *

Finalement, la voie de signalisation non-génomique a génomique est ligand -
indépendante : elle est activée par d’autres voies de signalisation comme celle des facteurs
de croissance, par exemple. Les récepteurs aux estrogenes peuvent subir des
modifications post-traductionnelles, telles que leur phosphorylation par la voie des
MAPK en réponse a des signaux de croissance regus par les cellules. Le récepteur aux
estrogénes REa, ainsi activé, va se lier a ses EREs sur I’ADN et moduler la transcription

de ses génes cibles.
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3 Anti-estrogenes

Les anti-estrogenes sont des médicaments qui entrent en compétition avec les
estrogenes. lls ne suppriment pas la sécrétion des estrogenes, mais ils prennent leur place
et bloquent ainsi leurs effets de stimulation sur les cellules cancéreuses. 1ls peuvent étre
classés en deux grands groupes ; les Selective Estrogen Receptor Degradation (SERD) et
les Selective Estrogen Receptor Modulator (SERM) :

¢ Les SERD agissent sur les récepteurs hormonaux des cellules en s’y fixant avec
une affinité comparable a celle de ’estradiol et en accélérent la dégradation.
s Les SERM représentent un groupe de médicaments de structure chimique non
stéroidienne qui exercent des effets antagonistes et/ou agonistes des estrogenes
selon le tissu cible. °
Parmi les molécules anti-estrogenes, trois sont actuellement commercialisées : le

tamoxifene (Nolvadex®), le torémiféne (Fareston®) et le fulvestrant (Faslodex®).

3.1 Tamoxiféne

Le tamoxifene est un composé dont la structure chimique est non stéroidienne. Il
s’agit d’un dérivé triphenyléthylénique (figure 7). Il appartient & la famille des
modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogénes (SERM). 1! Ainsi, il présente des
propriétés antagonistes sur les récepteurs mammaires et agonistes sur les récepteurs
localisés au niveau endométrial et osseux.

CHa,

|
_N

H3C I

Figure 7. Structure de tamoxifene
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La posologie habituelle est de 20 mg par jour en une a deux prises ; dans les formes
évoluées, elle peut étre augmentée a 40 mg par jour. La durée de prescription maximale
est de cing ans et il a été rapporté que le bénéfice du tamoxiféne est d’autant plus
important que le taux de récepteurs est élevé. 3 Associé aux anticoagulants oraux et plus
particulierement aux anti-vitamines K (AVK), il entraine une augmentation du risque

hémorragique par réduction de leur métabolisme.

La posologie des AVK peut, dans certains cas, étre diminuée. Métabolisé par le
CYP2D6, le tamoxifene ne devra étre associé a des inducteurs ou des inhibiteurs de ce
méme cytochrome. Les principaux effets indésirables rencontrés sont des nausees et
vomissements, des bouffées de chaleur (40 %), des oedemes périphériques et des
accidents thromboemboliques par diminution de 1’activité¢ antithrombine. En raison de
son activité agoniste sur les récepteurs endométriaux, une augmentation du risque de
cancer de I’endomeétre a été constatée chez des patientes traitées sur de longues périodes

par le tamoxiféne. 4°

3.2 Toremifene
Le torémiféne est un dérivé du tamoxifene (figure 8). C’est un antagoniste
compétitif des récepteurs aux estrogénes indiqué dans le cancer du sein métastatique

hormonosensible chez la femme ménopausée.

@)
H3C\NJ/
|

CHs;

Figure 8. Structure de torémiféne
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Il est administré a raison de 60 mg par jour en une prise et est contre-indiqué en cas de
troubles du rythme cardiaque, d’insuffisance cardiaque gauche ou d’allongement de
I’espace QT (les associations médicamenteuses responsables de ce trouble sont
déconseillées). Les principaux effets indésirables rencontrés avec le torémifene sont des
nausees et vomissements, des bouffées de chaleur, de la fatigue, des oedemes des

membres, des étourdissements et des vertiges. 4°

3.3 Fulvestrant

Le fulvestrant est un anti-estrogéne de structure stéroidienne qui est analogue
structuralement a des estrogenes (figure 9). Il appartient a la famille des régulateurs de
diminution sélective des récepteurs d'estrogénes (SERD). 1!

OH

HO (CH5)9SO(CH,)3CF,CF3

Figure 9. Structure du fulvestrant

Le fulvestrant est un antagoniste pur des récepteurs aux estrogénes qui présente
également la capacité d’inhiber leur expression. Cette molécule est indiquée dans le
traitement du cancer du sein localement avancé ou métastase chez la femme ménopausée
présentant des récepteurs aux estrogenes positifs, en cas de récidive pendant ou apres un
traitement adjuvant par un anti-estrogene. Administré a raison de 250 mg par mois, en
une injection intramusculaire (IM) unique, le fulvestrant est contre indiqué en cas de
grossesse et d’allaitement. Les principaux effets indésirables rencontrés sont des bouffées
de chaleur, des nausées et vomissements, des accidents thromboemboliques, des

éruptions cutanées et des réactions au point d’injection. *°
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4 Conclusion

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne la plus fréquemment diagnostiquée
et la cause majeure de déces chez les femmes a travers le monde. Plusieurs études
montrent que les estrogénes augmentent le risque de développer un cancer du sein chez
la femme pré et post-menopausée. Elles favorisent également la croissance et la

progression continues des tumeurs cancéreuses.

Les traitements hormonaux des cancers du sein visent a arréter la prolifération
cellulaire en bloquant I’activation des récepteurs aux estrogenes par les estrogenes
endogenes, soit par inhibition compétitive tels que les anti-estrogenes (SERM ou SERD),
soit en inhibant la biosynthese de ces hormones par les inhibiteurs de I’aromatase. Les
anti-estrogenes sont des médicaments qui entrent en compétition avec les estrogenes car
ils prennent leur place et bloquent ainsi leurs effets de stimulation sur les cellules
cancéreuses. Parmi les molécules anti-estrogenes, trois sont actuellement

commercialisées : le tamoxiféne, le torémiféne et le fulvestrant.

C’est dans ce contexte que nous avons choisi d’étudier, dans notre travail de these,
une série de dérivés de I’indazole qui sont des puissants antagonistes de type SERD. Notre
but est d’identifier, par ’application de différentes méthodes de calcul, de nouveaux

agents puissants qui peuvent étre utiles pour désigner des médicaments anticancéreux.
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1 Introduction

Le développement d’outils informatiques fiables couplée a la croissance de la
puissance informatique a permis la mise en place des techniques de modélisation
moléculaire, qui devenues, actuellement des outils indispensables dans le domaine de la
conception des medicaments. Elle a connu ces dernieres décennies un essor trés important
dans de nombreux branches d’applications a savoir la structure ¢lectronique de 1’atome,
des molécules ou des complexes organométalliques, 1’évaluation de leurs propriétés
magnétiques et spectroscopiques ou encore la structuration de molécules d’intéréts
biologiques. Il s’agit d’un ensemble des techniques basées sur des méthodes de chimie
théorique et les données expérimentales permettant d'étudier et de traiter les probléemes
chimiques sur un ordinateur sans avoir besoin d’aller dans la salle de manipulation pour

monter des expériences. !

Durant les dernieres années, la relation quantitative structure-activité (QSAR) est
devenue un alternatif outil a la chimie théorique, pour la démonstration et la prédiction
des propriétés et des activités de 1’ensemble des molécules. 2 Les relations quantitatives
structure-activité, en tant que méthodes de calcul efficaces, peuvent aider a capturer les
informations a partir des données expérimentales et a accélérer la découverte de
médicaments. 3 L’analyse quantitative des relations existantes entre les structures d’un
ensemble de composés et leurs activités permet d’identifier et d’évaluer I’'impact des
propriétés influencgant 1’activité biologique. Cette relation peut étre décrite par une
équation qui correle mathématiquement les influences réciproques des parametres
concernés. L extrapolation de ces résultats peut servir de base a la prédiction de I’activité
de nouveaux composés. 4 La QSAR est devenue un outil avantageux et précieux,
notamment dans la recherche pharmaceutique industrielle, plus particulierement dans le
cas ou la disponibilité des échantillons est limitée ou les mesures expérimentales sont
dangereuses, longues et cheres. Les prévisions fournies par QSAR permettent de proposer
une bonne stratégie pour le développement d’un bon pharmacophore, elle peut étre ainsi

un support adéquat pour valider ou rejeter une hypothése.
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La dérivation de la relation directe avec la structure moléculaire n’est pas facile.
Il est cependant possible d'identifier plusieurs facteurs structurels connus comme

descripteurs moléculaires qui influent sur la propriété moléculaire choisi. °

Les informations extraites a partir des résultats d’étude de QSAR peuvent étre
utilisées pour obtenir une meilleure connaissance des structures moléculaires et
probablement le mode d'action au niveau moléculaire. Ces informations peuvent alors
étre utilisées pour prévoir les propriétés physicochimiques et les activites biologiques de

nouveaux composés ainsi que pour concevoir de nouvelles structures. ©

Dans cette partie de travail, nous avons realisé une étude QSAR sur un ensemble
de données contenant 54 molécules de dérivés de 1’indazole. Notre objectif est de
modéliser ’activité anticancéreuse et de former un modele QSAR présentant de bons

parametres statistiques en utilisant la régression linéaire multiple (MLR).

2 Apercue generale sur la relation quantitative structure-activité

Le principe des méthodes QSAR est, comme leur nom 1’indique, de mettre en
place une relation mathématique reliant de maniére quantitative la structure moléculaire,
codée par des propriétés moléculaires appelées descripteurs, avec une activité en utilisant
des méthodes d’analyse de données.  Par ces relations nous pouvons développer des

modeéles prédictifs de la forme générale suivante :
Activité = f (descripteurs moléculaires)

L’objectif de ces méthodes est alors d’analyser les données structurales afin de determiner

les facteurs influencant 1’activité étudiée.

Le développement d’un modele commence par la sélection de la base de données.
En effet, sans valeurs expérimentales fiables et homogenes, il est difficile d’obtenir un
modele prédictif. L’homogénéité des données étant importante °, les données doivent étre
mesurées, autant que possible, par le méme protocole dans les mémes conditions
expérimentales. La taille de la base de données est aussi importante : une base de données
trop petite rend difficile I’obtention de modéles prédictifs et parfois impossible leur
validation. ° Ensuite, il est nécessaire de générer un nombre de descripteurs, caractérisant

les structures moléculaires, utilisés dans le développement du modéle QSAR. *
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Les donnees collectées sont divisées aléatoirement en deux parties :

% Les données d’apprentissage « Training Set» : utilisées pour la construction des
modeles finaux.
¢+ Les données de prédiction « Test Set» : utilisées pour la validation des modeles
formés. Ces données ne subissent en revanche aucun traitement durant la
construction des modeles et elles sont réservées uniquement pour tester le pouvoir
prédictif des modéles.
Une fois le modele construit, il doit étre évalué par des méthodes de validation
f 12-14

(validations interne et externe) afin d’estimer sa robustesse et son pouvoir prédicti

La figure 1 résume la procédure suivie dans la construction du modéle QSAR.

[ Préparation d"un ensemble des molécules ]

[ Génération des descripteurs moléculaires j
[ Sélection des descripteurs moléculaires ]

I

[ Construction dumodéle de QSAR ]

X

I

[ Validation du modéle 1

Figure 1. Procédure suivie dans la construction du modéle de QSAR

2.1 Préparation d’un ensemble des molécules

La préparation de I’ensemble de molécules se faite comme suit :
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Au début, la représentation structurale de tous les composés, existant dans I’ensemble de
données, sous forme de croquis bidimensionnel. Plusieurs logiciels peuvent étre utilisés
pour le dessin des structures moléculaires des composeés organiques on cite a titre
d’exemple : Hyperchem, ChemDraw, MarvenSketch...etc. °> Ensuite, une structure
tridimensionnelle (3D) est générée par une optimisation rapide a partir d’une méthode
quantique qui permet d’identifier les conformations stables par rotation autour des
différentes liaisons de la molécule et la géométrie de la conformation la plus stable
obtenue pour chaque molécule soit retenue dans I’analyse. 1 1° Enfin, la division de

I’ensemble de données en des groupes d’apprentissage et des groupes test.

2.2 Génération des descripteurs moléculaires

Un descripteur moléculaire est un paramétre propre a une structure chimique
donnée. Ces valeurs peuvent étre obtenues expérimentalement ou calculées a partir de la
structure de la molécule. Les descripteurs calculés, permettent d’effectuer des prédictions
sans avoir a synthétiser les molécules, ce qui est 1'un des objectifs de la modélisation
moléculaire. lls jouent un réle fondamental dans les études quantitatives des relations
structure-activité (QSAR). 2

Les descripteurs moléculaires sont généralement classés en trois catégories ; les
descripteurs physicochimiques, topologiques et électroniques. Ces descripteurs sont

caractéristiques de la structure bidimensionnelle ou tridimensionnelle de la molécule. *

2.3 Seélection des descripteurs moléculaires

Lorsqu’une grande quantité de descripteurs est introduite, certains d’entre eux
peuvent contenir des informations redondantes, entrainant un probléme de colinéarité. De
plus, les descripteurs considérés comme pertinents sont ceux ayant une grande correlation
avec la propriété et ayant une variance significative sans laquelle le descripteur ne permet
pas la distinction des différentes données entre elles. Les descripteurs employés doivent
étre, autant que possible, porteurs de sens et facilement interprétables d’un point de vue
chimique, aussi les modeles QSAR devraient étre simples, transparents et

compréhensibles d’un point de vue phénoménologique. Il est nécessaire donc d’éliminer
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les descripteurs dont I’influence est inférieure a celle de I’erreur, et de sélectionner
uniquement les plus pertinents d’entre eux. De manicre générale, pour qu’un descripteur
soit retenu, il faut que son retrait entraine une décroissance significative de performance

du modeéle. Il faut donc étre attentif a ne pas perdre de I’information essentielle.

Finalement, le sens chimique des descripteurs utilisés doit étre pris en
considération puisque, plus les descripteurs sont reliés chimiquement au phénomeéne, plus

la probabilité de faire intervenir des descripteurs par hasard est réduite.

La procédure de sélection et de réduction des descripteurs peut étre effectuée en deux
étapes :

%+ Sélection objective.
¢+ Sélection subjective.

2.3.1 Sélection objective

Elle consiste en la sélection des variables en réduisant le nombre de descripteurs
sans faire participer la variable dépendante (I’activité biologique). La premiere étape de
cette procédure consiste a exclure tous les descripteurs ayant un pourcentage élevé de
valeurs identiques pour I’ensemble des composes (variance non significative). Cela
permet de s’assurer que de tels descripteurs ne sont pas inclus par chance dans le mode¢le
final. De méme, lorsque deux descripteurs sont fortement corrélés et leur combinaison
posséde un coefficient de détermination supérieur au seuil requit (R? > 0,90), seul celui
présentant la plus grande variance est retenu. Non seulement ces procédures évitent
I’introduction, dans le modele, de descripteurs inappropriés mais elles rendent la suite de
I’analyse moins coiteuse en terme de temps de calcul, puisqu’elles réduisent le nombre

de descripteurs restant a traiter.

2.3.2 Sélection subjective

2.3.2.1 Introduction progressive

Cette méthode consiste a incorporer, une a une, les variables au modeéle en
sélectionnant a chaque étape la variable dont la corrélation partielle avec la grandeur

modélisée est la plus élevée.
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2.3.2.2 Elimination progressive
Cette méthode consiste en 1’établissement du modele avec 1’ensemble des
descripteurs pour ensuite ne garder que ceux qui permettent I’obtention d’un mode¢le

ayant une bonne corrélation. *

2.3.2.3 Sélection pas a pas

C’est la combinaison des deux méthodes citées précédemment. Les variables sont
incorporées une a une dans le modeéle par sélection progressive. Cependant, a chaque
étape, on vérifie que les corrélations partielles des variables précédemment introduites

sont encore significatives.

2.4 Construction du modele de QSAR

Pour construire un modéle QSAR nous avons besoin d’une méthode d’analyse de
données, cette méthode permet de quantifier la relation qui existe entre I’activité et la

Structure.

Il existe plusieurs méthodes pour construire un modele et analyser les données statistiques
de ce dernier, certaines sont linéaires telles que la régression linéaire multiple (MLR), la
régression aux moindres carrés partiels (PLS), d’autres sont non linéaires comme la
régression non-linéaire multiple (MNLR), les réseaux de neurones artificiels (RNA)...
Ces méthodes sont disponibles dans des logiciels tels que, Excel, Systat, Exstat, Minitab,
Statistica, SPSS, R,... ! La méthode utilisée dans notre étude est la Régression Linéaire
Multiple (MLR). Cette derniére est la plus simple méthode statistique de modélisation et
la plus employée pour le développement de modéles prédictifs. 1’ Elle consiste a
rechercher une équation linéaire par rapport a ses parameétres, reliant la variable

dépendante Y et une série de p variables indépendantes Xi.

L’équation de la régression MLR s’écrit :

Yi=ap+ aXj1+.... +ap Xip + b (1)
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Ou Yi est la i-eme observation de la variable Y ; X, est la i-me observation de la j-éme
variable ; b;i est l'erreur du modele, elle résume les informations manquantes qui

permettrait d'expliquer linéairement les valeurs de Y a I'aide des p variables Xj.
Au final, la méthode MLR résout I’équation :
Y=XA+B )

Ou Y, X, A et B représentent respectivement le vecteur de propriétés, la matrice des

attributs (descripteurs), la matrice des coefficients et la matrice des erreurs de régression.

[ ¥y (X1 Y1p a (D)
¥ Y1 Ay op a, b,
}- = Y- = -\-31 A= B =
I'.. '” I ' "\-fll 1?’]2 ) ! '\-le J h {’T” ,'I h bn .-'I

La méthode MLR consiste alors a choisir les coefficients a; de sorte a minimiser la somme
des carrés des écarts entre les valeurs calculées de la propriété et celles expérimentales,

I’équation du modele devient donc sous forme matricielle :
XA=Y 3)

Connaissant X et Y, les coefficients peuvent étre obtenus a partir I’équation matricielle

suivante :

A=(X". X)IXT.Y (4)

2.4.1 Critéres de choix de modele (Cp de Mallows et le BIC)
De nombreux critéres de choix de modéle sont présentés dans la littérature sur la
régression linaire multiple. Citons dans ce travail le critére de Cp de Mallows et le critere

d’information de Schwartz (BIC) °. Ils sont équivalents lorsque le nombre de variables a
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sélectionner, ou niveau du modele, est fixé. Le choix du critére est déterminant lorsqu’il

s’agit de comparer des modeles de niveaux différents.

2.4.1.1 Cp de Mallows

Cet indicateur est une estimation de 1’erreur quadratique moyenne de prévision.
En supposant que les estimations du modele complet sont sans biais, I’expression de
I’erreur quadratique moyenne totale standardisée (ou réduite) pour un modele a j variables

explicatives s’écrit :

MSE;

Cp=(n-q-1) - [n-2(q+ 1] (5)

La valeur du Cp de Mallows est définit pour les q variables considérées. MSE et MSE;
désignant respectivement I’erreur quadratique moyenne du modéle complet et celle d’un
modele a j variables explicatives. Il est alors d’usage de rechercher un modele qui
minimise le Cp tout en fournissant une valeur inférieure et proche de (q + 1). Ceci revient
a considérer que le « vrai » modéle complet est moins fiable qu’un modéle réduit donc

biaisé mais d’estimation plus précise. °

2.4.1.2 BIC

Le critere Bayesian information criterion (BIC) cherche, approximativement
(asymptotiquement), le modéle associé a la plus grande probabilité a posteriori. Dans le
cas d’un modé¢le issu de la maximisation d’une log-vraisemblance £, il se met sous la

forme :
BIC = —2L +log(n) > (6)

Ou d est le nombre de paramétres du modéles (nombre de variables plus un) et n le nombre
d’observations. BIC tend a pénaliser plus lourdement les modeles complexes. Ce n’est
pas le cas du Cp qui tend a choisir des modeles trop complexes. Néanmoins a taille fini,
petite, BIC risque de se limiter a des modéles trop simples. Par conséquent, il est facile

de choisir le modele présentant le plus faible BIC parmi ceux considérés.
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2.4.2 Algorithmes de sélection
Lorsque p est grand, il n’est pas raisonnable de penser explorer les 2° modeles
possibles afin de sélectionner le “meilleur” au sens de 1’un des critéres de choix de

modele.

Trois types d’algorithmes sont résumés ci-dessous ° par ordre croissant de temps de
calcul nécessaire ¢’est-a-dire par nombre croissant de modeles considérés parmi les 2P et

donc par capacité croissante d’optimalité.
Pas a pas

¢+ Sélection (forward) a chaque pas, une variable est ajoutée au modeéle. C’est celle
dont la valeur p ("prob-value”), associée a la statistique partielle du test de Fisher
qui compare les deux modéles, est minimum. La procédure s’arréte lorsque toutes
les variables sont introduites ou lorsque p reste plus grande qu’une valeur seuil
fixée par défaut a 0, 50.

% Elimination (backward) I’algorithme démarre cette fois du modéle complet. A
chaque étape, la variable associée a la plus grande valeur p est éliminée du modele.
La procédure s’arréte lorsque les variables restant dans le modele ont des valeurs
p plus petites qu’un seuil fixé par défaut a 0, 10.

% Mixte (stepwise) cet algorithme introduit une étape d’élimination de variable
apres chaque étape de sélection afin de retirer du modele d’éventuels variables qui
seraient devenues moins indispensables du fait de la présence de celles
nouvellement introduites.

Global

L’algorithme de Furnival et Wilson est utilisé pour comparer tous les modéles
possibles en cherchant a optimiser 1’un des critéres : R?, R? ajusté, ou Cp de Mallows
choisi par I’utilisateur. Par souci d’économie, cet algorithme évite de considérer des
modeles de certaines sous-branches de 1’arborescence dont on peut savoir a priori qu’ils
ne sont pas compétitifs. En général les logiciels exécutant cet algorithme affichent le

(best=1) ou les meilleurs modeéles de chaque niveau.
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2.5 Validation du modele

La validation des modeles est une partie sensible, intégrante et importante du
développement d’un mod¢le. Elle est nécessaire pour estimer la fiabilité d’un modele, de
déterminer la reproductibilit¢ des résultats obtenus et la pertinence d’un modele
développé pour une application donnée. 2° 1l existe plusieurs types de validation qui se

complétent : la validation dite interne et la validation externe.

2.5.1 Validation interne

La validation interne ou validation croisée est la plus utilisée dans la plupart du
temps dans les études QSAR afin de mesurer la robustesse des modeles formés. Il existe
plusieurs méthodes de validation croisée : Leave-One -Out (Q%Lo0), Leave-Many-Out
(Q?Lmo) et le bootstrap (Q%voot). 2

Dans le cas du Leave-One -Out (LOO), une seule molécule de I’ensemble
d’apprentissage (Training Set) est retirée et les coefficients de la régression sont optimisés
sur les N-1 autres données. La propriété Ypred est recalculée a partir de 1’équation du
modele formé pour la molécule isolée. Cette manipulation est réalisée pour les N
molécules de I’ensemble d’apprentissage, puis le coefficient de corrélation de validation
croisée noté Q2 1014 est calculé avec 1’équation suivante :

?:1(Yi_1?i )2

Q%oo=1-— (7

Ou Y; est la valeur prédite en excluant ’i-eme élément dans le développement du modéle.

La valeur seuil de Q2 est de 0,5.

Dans le cas du Leave-Many-Out (LMO), un groupe de molécules de 1’ensemble
d’apprentissage est retiré au lieu d’une seule molécule. Une faible Q2 implique que le
modele n’est pas robuste et ne sera pas prédictif, mais la réciproque n’est pas

nécessairement vraie. 13

Le bootstrap 222* ou la technique de bootstrap Q%woot €st une autre méthode de
validation qui a été utilisée dans cette thése. Il s’agit d’une technique de
rééchantillonnage avec « remise » d'un grand nombre d'itérations (de 50 a 2000) qui

permet d’évaluer I’intervalle de confiance et des estimateurs statistiques tels que la
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variance. Comme dans la validation de LMO, une moyenne élevée du Q? dans la

validation du bootstrap est une démonstration de la robustesse du modéle. 14

2.5.2 Validation externe

Cette méthode consiste a prédire 1’activité d’une série de molécules appelée
généralement série de test qui ne sont pas dans la série de développement du modéle !,
cette validation est caractérisée par le paramétre RZ%pred qui présente 1’indice de corrélation
et qui décrit le pouvoir de prévision externe. 1 25 R%,q a été calculé selon la formule ci-

dessous :

Y(Vtest = Yeest)®
R? i=1-— - 8
bre X(Yeest — Yer)? ®)
AVEC Y;oqp €t Yoo les valeurs d’activités observées et prédites pour I’ensemble de test et

Y. la valeur moyenne de I’activité des composés de I’ensemble d’apprentissage.

2.5.3 Coefficient de détermination

Le coefficient de détermination R? est un indicateur de qualité. Bien évidemment
(0 <R2<1), plus il tend vers 1 meilleur sera le modéle. Il est calculé selon la formule

X -¥)?

RZ2=1 —
XY —Y;)

9)
Avec Y; est la moyenne des valeurs observées pour 1’ensemble du calibrage et ¥; et la

valeur prédite.

2.5.4 Test de Fisher

Le test F de Fisher permet de savoir si un modele de régression est globalement
significatif ou non. Il mesure le rapport entre la variance de la variable dépendante
expliquée et non expliquée par le modéle de régression. F est calculé par la formule

suivante :
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FzZ(Yi—Yi) n-p-1
p (Y —¥)?

(10)

L’équation (10) représente le nombre de degrés de liberté associé avec chaque parameétre :
(Y- Y )2 associé avec p degrés de liberté et Y.(Y; — ?i)zassocié avec n-p-1 degrés

de liberté.

Un modeéle sera significatif si F est plus grand a 95 % que le seuil F critique (Fcit) du
tableau, on rejette I’hypothése Ho et dans ce cas on peut dire que d’un point de vue

statistique les variances sont significativement différentes.

La p-value est le niveau de significativité du test de Fisher-Snedecor c’est-a-dire la
probabilité de dépasser le F observé si I’hypothése nulle est vraie. On compare la p-value

au risque a choisi (par exemple o = 0.05). Si p-value < a, on rejette ’hypothése nulle. 26

2.6 Criteres de validation

Tropsha * a proposé des critéres de validation afin d’accéder a la prédictivité du
modele en mesurant les coefficients de détermination lorsque la ligne de régression passe
par zéro, RZ (valeurs prédites vs valeurs expérimentales) et Rj? (valeurs expérimentales

vs valeurs prédites) ainsi que les pentes k et k’ de ces lignes de régressions :

& Q2>05
% R2>06

R2 _ R2 RZ _R'2
o —2<01lou—=2<0.1
R2 R?

% 0.85<kouk’<l.15
De maniére générale, les coefficients R2 et Q2 doivent avoir des valeurs proches
de 1 (de preférence supérieures a 0,6) et leur différence doit étre faible pour considérer le
modele comme robuste. Cependant, 1’évaluation des coefficients doit se faire au regard
de la taille de la base de données (notamment pour R?) et de I’ordre de grandeur de
I’incertitude expérimentale. Mais d’autres parameétres sont pris en considération pour le

choix du modéle comme la possibilité d’interprétation des descripteurs. °
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3 Matériels et Méthodes

3.1 Préparation d’un ensemble des molécules de dérivés de I’indazole
Dans cette étude, I’ensemble a modéliser est constitué de 54 molécules dérivées
de I’indazole, dont les activités pour le traitement de la tumeur RE+ du cancer du sein

sont rapportées dans la littérature par Andiliy Lai et al 2’

Les activités biologiques sont exprimées par le rapport logarithmique plCso ou Log(1/
ICs0) ou les valeurs de ICsp en M présente la concentration molaire en inhibiteur,
nécessaire pour inhiber 50 % de D’activité enzymatique (croissance stimulée par
I’estrogeéne). Les structures moléculaires et leurs activités anticancéreuses sont illustrées

dans le tableau 1.

Tableau 1: Structures chimiques développées et les activités biologiques

expérimentales des molécules utilisées dans I’étude QSAR.

Composé pICso Composé pICso
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Pour vérifier la capacité prédictive du modele QSAR, I’ensemble des molécules a
été divisé aléatoirement en des sous-ensembles d’apprentissages et des sous-ensembles
test pour 2000 fois. Un total de 43 molécules (environ 79,63%) a été placé dans chaque
sous-ensemble d’apprentissage (Training Set) utilisé dans la construction des modé¢les
QSAR, tandis que les 11 molécules restantes (environ 20,37%) ont composé I'ensemble
de test (Test Set) utilisé pour la validation externe et évalué le pouvoir préedictif des

modeéles formés.

3.2 Génération des descripteurs moléculaires de dérivés de I’indazole
Les descripteurs sont des propriétés numériques qui encodent les caractéristiques

physicochimiques des molécules a partir de leurs représentations structurales. La

génération des descripteurs constitue une étape importante et cruciale lors de I'analyse de

QSAR car leur choix conditionne la qualité du modele.

Avant toute modélisation, il est nécessaire de calculer ou de mesurer un grand
nombre de descripteurs différents, afin d'obtenir un modéle QSAR significatif. 1l faut
ensuite sélectionner parmi ces variables celles qui sont les plus pertinentes pour la

modélisation.

Tout d’abord, les 54 molécules de dérivées de I’indazole ont été dessinées et pré-
optimisées au moyen de la mécanique moléculaire, champ de force (MM+) en utilisant le
logiciel HyperChem 8.0.8 28, Ensuite, les structures obtenues ont été optimisée en utilisant
la méthode semi-empirique AM1 2° par le méme logiciel.

Un ensemble de 19 descripteurs moléculaires ont été calculé a I'aide de trois logiciels

comme suit :

Le module « propriétés QSAR » de I'HyperChem 8.0.8 a été utilisé pour calculer : le
volume moleculaire (MV), la surface moléculaire (S), 1’énergie d’hydratation (HE), le
coefficient de partage octanol/eau (log P), et le poids moléculaire (MW).

La théorie de la fonctionnelle de densité (DFT) utilisant la fonction B3LYP couplée avec
un ensemble de base 6-311G 33! implémentée par le logiciel Gaussian 09 32-3 g été utilisé
pour calculer les descripteurs électroniques tels que les énergies des orbitales frontieres

(Eromo, ELumo), le moment dipolaire (DM), la différence entre les énergies des orbitales
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HOMO et LUMO (le gap énergétique AE), la dureté chimique (n), le potentiel chimique
(u), I’énergie totale (Et), et I’indice d’électrophilicité ou 1’¢lectrophilicité globale (w).

Le logiciel ChemSketch 34 a été utilisé pour calculer les paramétres suivants : La
réfractivité moléculaire (MR), le parachor (Pc), la densité, (D), I’indice de réfraction (R

ind), la surface de tension (surf ten) et la polarisabilité (polar).

3.3 Sélection des descripteurs moléculaires de dérivés de I’indazole

La sélection des meilleurs descripteurs, hautement significatifs et indicatifs de
I'activité biologique concernée, est I'une des étapes les plus inévitables et cruciales dans
la modélisation QSAR. L'avantage tiré de cette sélection dans I'étude QSAR n'est pas
seulement la stabilité du modéle, mais aussi la facilité d'interprétation de la relation entre
I'activité biologique étudiée et les descripteurs calculés. 3 De plus, les descripteurs

calculés n’ont pas nécessairement une influence sur ’activité a modéliser.
Les descripteurs ont été sélectionnés comme suit :

++ La matrice de corrélation de Pearson a été effectuée sur tous les descripteurs ; car
elle fournit des informations sur la corrélation positive ou négative entre les
variables. En utilisant un test de significativité de corrélation, les p-values ont été
calculées pour tester I'nypothése nulle par rapport a l'alternative qu'il y avait une
corrélation non nulle.
¢+ Les descripteurs trés faiblement corrélés a la réponse (activité) avec unr < 0,1 ont
été éliminés et pour diminuer la redondance existante dans la matrice de données,
les descripteurs fortement corrélés (r > 0,94) ont été exclus. Ensuite les p-values
ont été classées par ordre croissant et 12 descripteurs moléculaires ont été
sélectionnés (tableau 2).
Afin d'obtenir le meilleur modéle en termes de capacité prédictive avec le meilleur sous-
ensemble de descripteurs, nous avons utilisé, par le logiciel Matlab %6-*", un algorithme
de recherche par la régression pas a pas (Stepwise regression). Toutes les combinaisons
possibles de descripteurs de xj = x1,..., Xp ont été calculées et la combinaison la plus
excellente a été effectuée avec la valeur la plus faible du parametre statistique du Cp de

Mallows ou le critére d’information de Schwartz (BIC).
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Tableau 2: Descripteurs moléculaires sélectionnés.

Composé Enomo EiLumo HE MW AE n n E: Pc D Surf ten o
(a.u) (a.u) (Kcal/m (amu) (a.u) (a.u) (cm?d) (9/ cm?) (dyne/
ol) cm)
1 -0.2321 -0.0871 -13.1 446.91 0.1450 0.0725 -0.1596 | -1822.747 921.7 1.342 60.9 0.1735
2 -0.2154 -0.0852 -13.86 380.45 0.1302 0.0651 -0.1503 | -1224.591 838.9 1.267 59.2 0.1725
3 -0.2156 -0.0848 -13.49 394.47 0.1308 0.0654 -0.1502 | -1263.902 878.7 1.245 57.7 0.1725
4 -0.2153 -0.0848 -13.05 408.5 0.1305 0.0653 -0.1501 | -1303.214 918.5 1.225 56.3 0.1725
5 -0.2153 -0.0848 -12.62 422.53 0.1305 0.0653 -0.1501 | -1342.526 958.3 1.208 59.8 0.1740
6 -0.2169 -0.0855 -14.33 410.47 0.1314 0.0657 -0.1512 | -1339.096 898.4 1.27 58.2 0.1725
7 -0.2166 -0.0849 -15.09 424.5 0.1317 0.0659 -0.1508 -1378.41 938.2 1.249 65.9 0.1723
8 -0.2219 -0.0883 -13.66 412.46 0.1336 0.0668 -0.1551 | -1363.147 888.2 1.280 57.7 0.1801
9 -0.2237 -0.0894 -13.73 428.92 0.1343 0.0672 -0.1566 | -1723.511 917.2 1.307 56.8 0.1822
10 -0.2293 -0.0897 -14.01 416.43 0.1396 0.0698 -0.1595 | -1423.084 855.3 1.336 55.1 0.1926
11 -0.2355 -0.0943 -14.13 434.42 0.1412 0.0706 -0.1649 | -1522.338 862.6 1.372 56.8 0.1706
12 -0.2198 -0.0843 -13.13 408.5 0.1355 0.0678 -0.1521 | -1303.209 915.9 1.224 67.2 0.1720
13 -0.2139 -0.0845 -13.46 406.48 0.1294 0.0647 -0.1492 | -1301.965 886.3 1.313 64.2 0.1713
14 -0.2197 -0.0846 -13.19 420.51 0.1351 0.0676 -0.1522 | -1341.279 926.3 1.284 61.5 0.1707
15 -0.2195 -0.0843 -12.92 434.54 0.1352 0.0676 -0.1519 | -1380.619 966.4 1.259 59.2 0.1708
16 -0.2185 -0.0843 -12.62 448.56 0.1342 0.0671 -0.1514 | -1419.929 | 1006.4 1.236 62.9 0.1732
17 -0.2221 -0.0855 -13.76 395.46 0.1366 0.0683 -0.1538 | -1279.925 872.9 1.275 60.1 0.1599
18 -0.2221 -0.0797 -13.9 395.46 0.1424 0.0712 -0.1509 | -1279.926 910 1.252 62.9 0.1772
19 -0.2241 -0.0873 -14.54 395.46 0.1368 0.0684 -0.1557 -1279.93 872.9 1.275 57.3 0.1717
20 -0.2172 -0.0848 -12.67 408.5 0.1324 0.0662 -0.1510 | -1303.216 916.4 1.226 57.3 0.1733
21 -0.2179 -0.0853 -12.76 408.5 0.1326 0.0663 -0.1516 | -1303.215 916.4 1.226 57.3 0.1719
22 -0.2133 -0.0844 -12.03 408.5 0.1289 0.0645 -0.1489 | -1303.219 916.4 1.226 58 0.1772
23 -0.2208 -0.0871 -12.85 412.46 0.1337 0.0669 -0.1540 | 1363.142 885.9 1.285 58 0.1734
24 -0.2223 -0.0856 -13.21 412.46 0.1367 0.0684 -0.1540 | -1363.148 885.9 1.285 58 0.1668
25 -0.2247 -0.0829 -13.3 412.46 0.1418 0.0709 -0.1538 | -1363.149 885.9 1.285 58 0.1764
26 -0.2216 -0.0868 -12.93 412.46 0.1348 0.0674 -0.1542 | -1363.146 885.9 1.285 59.9 0.1772
27 -0.2213 -0.0871 -12.66 428.92 0.1342 0.0671 -0.1542 | -1723.501 914.6 1.304 59.9 0.1740
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28 -0.2245 -0.0860 -13.16 428.92 0.1385 0.0693 -0.1553 -1723.5 914.6 1.304 59.9 0.1690
29 -0.2252 -0.0839 -13.24 428.92 0.1413 0.0707 -0.1546 | -1723.503 | 914.6 1.304 59.9 0.1773
30 -0.2232 -0.0873 -12.77 428.92 0.1359 0.0680 -0.1553 | -1723.506 | 914.6 1.304 56.8 0.1633
31 -0.2091 -0.0806 -12.97 424.5 0.1285 0.0643 -0.1449 | -1378.411 | 9354 1.245 71.9 0.1794
32 -0.2288 -0.0885 -15.5 419.48 0.1403 0.0702 -0.1587 | -1356.134 | 926.3 131 62.9 0.1766
33 -0.2251 -0.0871 -12.56 438.5 0.1380 0.0690 -0.1561 | -1440.519 | 9334 1.322 62.2 0.1828
34 -0.2335 -0.0902 -12.19 490.94 0.1433 0.0717 -0.1619 | -1999.367 | 976.4 1.412 64.7 0.1905
35 -0.2387 -0.0937 -14.85 551.03 0.1450 0.0725 -0.1662 | -2487.88 | 1092.7 1.43 74.2 0.1906
36 -0.2380 -0.0937 -16.75 497.96 0.1443 0.0722 -0.1659 | -1992.353 | 1022.4 1.42 60.8 0.1751
37 -0.2257 -0.0865 -14.17 502.97 0.1392 0.0696 -0.1561 | -2014.637 1026 1.368 63.4 0.1769
38 -0.2295 -0.0875 -12.41 472.95 0.1420 0.0710 -0.1585 | -1900.123 | 969.3 1.377 55 0.1889
39 -0.2379 -0.0930 -12 540.94 0.1449 0.0725 -0.1655 | -2237.188 | 1026.5 1.435 64.7 0.2051
40 -0.2445 -0.0999 -12.33 551.03 0.1446 0.0723 -0.1722 | -2487.838 | 1092.7 1.43 71 0.1827
41 -0.2361 -0.0903 -14.79 481.5 0.1458 0.0729 -0.1632 | -1631.998 | 992.7 1.4 74.2 0.1812
42 -0.2332 -0.0895 -14.77 497.96 0.1437 0.0719 -0.1614 | -1992.348 | 1022.4 1.42 714 0.1720
43 -0.2301 -0.0854 -16.73 493.54 0.1447 0.0724 -0.1578 | -1647.262 | 1043.9 1.37 65.5 0.1912
44 -0.2401 -0.0941 -14.59 531.51 0.1460 0.0730 -0.1671 | -1869.818 | 1047.3 1.44 67.1 0.1865
45 -0.2363 -0.0919 -13.67 473.93 0.1444 0.0722 -0.1641 | -1916.144 | 963.5 1.407 77.6 0.1873
46 -0.2388 -0.0924 -16.28 464.5 0.1464 0.0732 -0.1656 | -1548.774 | 980.9 1.4 66.6 0.1768
47 -0.2251 -0.0872 -12.87 439.49 0.1379 0.0690 -0.1562 | -1456.548 | 927.6 1.353 67.1 0.1759
48 -0.2285 -0.0870 -12.68 473.93 0.1415 0.0708 -0.1578 | -1916.149 | 963.5 1.407 64.2 0.1748
49 -0.2256 -0.0864 -12.29 453.52 0.1392 0.0696 -0.1560 | -1459.862 | 965.2 1.33 57.1 0.1752
50 -0.2299 -0.0868 -12.54 507.49 0.1431 0.0716 -0.1584 | -1793.61 984.8 1.416 65.7 0.1817
51 -0.2328 -0.0897 -12.45 491.92 0.1431 0.0716 -0.1613 | -2015.39 970.6 1.443 67.5 0.1830
52 -0.2334 -0.0903 -12.42 508.38 0.1431 0.0716 -0.1619 | -2375.749 | 999.3 1.458 57.8 0.1913
53 -0.2367 -0.0939 -12.23 541.93 0.1428 0.0714 -0.1653 | -2253.211 | 1020.7 1.464 79.2 0.1899
54 -0.2363 -0.0933 -15.04 498.94 0.1430 0.0715 -0.1648 | -2008.379 1018 1.46 57.3 0.1733
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3.4 Construction du modéle de dérivés de I’indazole

Pour expliquer la relation structure-activité, plusieurs méthodes statistiques ont
été utilisées. L'objectif principal est de dériver des modeles empiriques qui relient
I'activité biologique de certains dérivés de I'indazole a leurs structures chimiques et bien
comprendre la corrélation quantitative entre elles. Toutes les méthodes statistiques
présentées dans cette étude ont été implémentées par le logiciel MATLAB. La régression
linéaire multiple est la méthode statistique utilisée afin d’étudier la relation entre la
variable dépendante, appelée aussi la réponse, (dans notre cas ’activité biologique) et les
variables indépendantes, les prédicteurs, (ici, les descripteurs moléculaires). Il s'agit d'une
technique mathématique qui réduit la différence entre les valeurs expérimentales et

prédites d'un ensemble d'activités biologiques. 383°

Dans ce travail, les diagnostics de la régression pour détecter les points atypiques
ont été effectués en calculant les valeurs de levier (hii) et les résidus r*;. Les éléments
diagonaux de la matrice H (dite Hat Matrix) nommeés les valeurs du levier, ont été utilisés
pour identifier les observations X éloignées. Une valeur de hii supérieur a 2 (p+1/n) a été
considéré en indiquant des cas éloignés par rapport a leurs valeurs X. 44! Cependant, la
magnitude des résidus r*; a été utilisée pour identifier les observations Y éloignées

(aberrantes).

3.5 Validation du modele QSAR de dérivés de I’indazole

Tester la stabilité, la capacité de prédiction et la capacité de généraliser les
modeles sont des étapes trés importantes dans I'étude QSAR. Pour valider le pouvoir
prédictif du modéle QSAR, le coefficient de détermination (R?) et le test de Fisher ont été
utilisés pour evaluer la qualité de I'équation de régression. La validation par le bootstrap
ou le coefficient multiple de corrélation de bootstrapping (R%seots) et la validation externe

(R%ored) 14 2° ont été utilisées pour évaluer la capacité de prédiction du modéle.
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4 Résultats et discussions

La sélection de I'ensemble d'apprentissage ou d’entrainement est I'une des étapes
les plus importantes dans les études QSAR, puisque l'applicabilité et la prédictibilité d'un

modeéle QSAR dépendent de la sélection de cet ensemble.

Afin de construire le modéle QSAR, 1’ensemble a modéliser (la base de données)
a été divisé en 2000 divisions. Chaque division contient deux séries, une série
d’apprentissage (training set) de 43 composés (79,63%0) et une série de test (test set) pour
la validation externe qui contient 11 composeés (20,37%). Ensuite, la déviation standard
d'erreur de prédiction/ standard deviation error in prediction (SDEP) pour tous les sous-
ensembles de test a été calculée et tracée en fonction du nombre de descripteurs

moléculaires (figure 2).

0.045

0.041

0.035}

0.03r

0.025}

0.02} | . |

0.015}

Erreur standard de prédiction (SDEP)

0.01F 1 - .

|
0.005} T ﬁ 1
1
1

1 2 3 4 5 6

Nombre de descripteurs moléculaires

Figure 2. Boite a moustaches (Box plots) de la distribution de la déviation standard

d'erreur de prédiction (SDEP) par le nombre de descripteurs moléculaires.
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D’apres le diagramme en boite, les boites de 4 et 5 descripteurs moléculaires ont la SDEP
la plus basse. De plus, le diagramme en boite avec quatre variables est relativement court
; cela suggere que les descripteurs globaux ont un niveau élevé d'accord les uns avec les
autres. Un bon modele QSAR a une petite SDEP ; elle indique la précision de I'ajustement

statistique, donc le meilleur modele possede quatre descripteurs moléculaires.

Afin d'identifier le meilleur sous-ensemble de descripteurs, un algorithme de
recherche a été utilisé en suivant la sélection par la méthode pas a pas. Pour 2000
ensembles d'apprentissage, toutes les combinaisons possibles avec 4 variables ont été
calculées. Pour chaque sous-ensemble, la meilleure combinaison a la valeur la plus faible
de Bic. Afin de bien comprendre les proportions des descripteurs moléculaires
sélectionnés, les proportions des variables ont été tracées par rapport aux descripteurs
moléculaires sélectionnés, comme indiqué sur la figure 3.

025 T T T T T T T T T T

Proportion %

1 x2 x5 x7 x99 x10 x11 x12 x14 x15 x17 x19

Descripteurs moléculaires sélectionnés

Figure 3. Proportions des descripteurs moléculaires sélectionnés.
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Chapitre 11

N.B.: X1(EHomo), X2 (ELumo), X5 (HE), X7 (MW), X9 (4E), x10 (n), x11 (u), x12 (Ey), x14
(Pc), x15 (D), x17 (Surf ten), and x19 (w).

La figure 3 présente un graphique a barres (histogramme) qui constitue un bon moyen de
montrer les tailles relatives et de voir quels types de variables sont les plus importants
dans la construction d'un modéle QSAR prédictif. A partir de ce graphique, on remarque
quatre variables avec les proportions les plus élevées. Ces variables sont respectivement :
X10 (n), X15 (D), X7 (MW) et X17 (Surf ten).

Les diagnostics de régression ainsi que les valeurs des activités anticancéreuses observées

pICso / Sy () et calculées par les équations MLR sont répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3: Diagnostic statistique pour la régression.

Training set
Y Y miT hii r*

8.383151162 8.011968156 0.155448551 0.695527766
7.659518963 7.553000213 0.125994853 0.221536977
8.017246432 7.527383124 0.090852045 0.870580208
7.766589276 7.558090371 0.110065852 0.410558289
7.550323298 7.647522593 0.098021479 -0.103597701
7.706402927 7.733546121 0.073659845 0.007292763
8.079391446 7.804061704 0.090014372 0.516075389
8.152508738 7.858069869 0.128060131 0.55151737
8.147784695 7.86876132 0.16595159 0.530877177
8.219237883 7.846153545 0.165144553 0.684667638
8.146773976 7.858078609 0.14633001 0.529432026
7.886002186 7.842524662 0.130216945 0.097492891
7.483114129 7.779418199 0.128244622 -0.501403372
7.087810741 7.70118192 0.134986914 -1.060787702
6.870078842 7.637362842 0.126944095 -1.330863186
6.931063993 7.589643318 0.105236561 -1.11726169
7.162919329 7.578321879 0.090137947 -0.679213832
7.507020081 7.615608723 0.085948262 -0.147266698
7.745083333 7.677206104 0.082593659 0.145267833
7.776199774 7.742849683 0.081938855 0.077522609
7.700198772 7.798915877 0.074977848 -0.146492411
7.559190703 7.848876825 0.068755052 -0.466635274

7.5468532 7.874667603 0.072470438 -0.518418558
7.695746432 7.93626183 0.083373821 -0.354719802
7.991028592 8.046374287 0.088901484 -0.031310641
8.346517963 8.248852994 0.094813593 0.217796844
8.631205747 8.515070828 0.103886389 0.238096249
8.769953285 8.685325733 0.108891194 0.18041416

52




Chapitre 11

Etude quantitative des relations structure-activité

d’une série de dérivés de I’indazole.

8.778025896 8.720027723 0.115767573 0.131157861
8.783036029 8.712813552 0.124683175 0.147148002
8.821065348 8.767869771 0.142740899 0.120598072
8.962012013 8.848570991 0.145754659 0.234982585
9.06730731 8.909165869 0.143186727 0.322792597
9.100020375 8.912840246 0.131570807 0.374353474
9.017907905 8.88554343 0.128274292 0.269254258
8.69943602 8.782194791 0.128487141 -0.108780421
8.443638158 8.657223268 0.113445579 -0.326085485
8.430609487 8.524389661 0.080076968 -0.116685456
8.613083288 8.473593476 0.079742283 0.284154272
8.754910362 8.616774449 0.100165071 0.28532989

8.616565372 8.858131261 0.111345389 -0.356670016
8.420452692 8.905093956 0.194472948 -0.812811566
8.849670622 9.224840105 0.248425527 -0.629576628

Test set

7.963909897 8.21928635 0.486735529 0.358447841
7.833748126 8.153003496 0.438389086 0.202326716
7.781345835 8.189953031 0.452642481 -0.02280633
7.602830421 8.12658816 0.450472063 -0.290262131
7.616902377 8.197475331 0.407037346 -0.436500589
7.835812162 8.392252052 0.384574112 -0.341609101
8.204284606 8.683301441 0.399445259 -0.130373571
8.555715657 8.974182845 0.43729022 0.034118935
8.725910473 9.12989633 0.478763019 0.062020843
8.689722437 9.13086483 0.483256118 -0.040488241
8.675851394 9.217044095 0.581394767 -0.295170222

Toutes les observations des sous-ensembles d'apprentissage ont des valeurs de
levier inférieures au seuil de 0,23 (10/43), sauf la derniére qui est légerement supérieure
au seuil. A partir des valeurs résidus r*;, toutes les observations des sous-ensembles
d'apprentissage sont inférieures au seuil | 2 |. Alors que toutes les observations des sous-
ensembles de tests ont des valeurs de levier infeérieures au seuil 0,90 (10/11) et leurs

valeurs résidus r*; sont comprises entre -2 et 2.

Le tableau 3 présent la moyenne de tous les diagnostics statistiques pour la régression et
il montre un bon accord entre les valeurs expérimentales et prédites. La figure 4 présente

la corrélation entre les valeurs prédites et expérimentales pour 1’activité biologique.

La valeur normalisee du coefficient de regression de chaque descripteur met en évidence
I'importance relative des descripteurs dans la détermination de I'activité biologique des

COmMpOsés.
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Y FIT

Figure 4. Corrélation entre les activités biologiques prédites et expérimentales % pour le

modéle obtenu.

La construction du modéle QSAR a été établie sur la base de quatre descripteurs ; X10
(m), X15 (D), X7 (MW) et X17 (Surf ten). La matrice de corrélation entre ces

descripteurs et 1’activité biologique étudiée est reportée dans le tableau 4.

Tableau 4: Matrice de corrélation entre plCso et les descripteurs impliqués dans le
modele QSAR

log(1/1Cs0) MW n D Surf ten
log(1/1Cs0) 1
MW 0.615 1
n 0.562 0.748 1
D 0.649 0.879 0.838 1
Surf ten 0.482 0.389 0.506 0.554 1
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Le tableau 4 montre que la densité et le poids moléculaire sont des parametres
importants dans la corrélation entre les descripteurs sélectionnés et [’activité
anticancéreuse plCso. De plus, la matrice de corrélation confirme I’absence du probléme
de colinéarité entre les descripteurs du modéle. Ceci est expliqué par les valeurs des

coefficients de corrélation qui sont inférieures a 0.9 (r < 0,9).

La corrélation entre 1’activité biologique et les descripteurs sélectionnés est exprimée par

I’équation suivante :

Y =9,96(x 0,45) + 0,28 (+0,10) X7'+ 0,04 (+0,02) X0’ + 0,26 (+ 0,14) X15'+ 0,21
(x0,05) Xi7' (1)
R%, =059 R%gm=055 RZ%oos=0,66 B=2000 SDEP=0,395 RZyeqm=0,57
F=8,46 p-value=1,26x10*

Ou 'Y =plCso/Sy et X'; = Xj/Sx;. Le terme S est I'écart-type et le paramétre B est le nombre
de réplications bootstrap. Le descripteur moléculaire X10 (1) présente un role négligeable
sur l'activité anticancéreuse. Les descripteurs moléculaires X17 (Surf ten), X7 (MW) et
X15 (D) présentent relativement le méme effet sur l'activité anticancéreuse. Dans le
modele obtenu on remarque que toute augmentation des valeurs de tous ces descripteurs

révele une augmentation de la valeur de I’activité biologique.

Le coefficient de corrélation (R = 0.768) nous indique qu’il existe une forte corrélation
entre les valeurs observées de ’activité biologique et celles prédites par le modéle de
régression. En outre, un coefficient de corrélation élevé et une faible valeur de SDEP

indiquent que le modele est fiable.

La valeur du coefficient de détermination (R? = 0.59) signifie que 59%b de la variabilité

de I’activité anticancéreuse peut étre expliquée par les 4 descripteurs selectionneés.

La valeur F est jugée la signification statistique au niveau de 95%. Dans notre cas la
valeur F calculée est supérieure a la valeur critique (F (.05 ;4 38) lus dans la table de
Fisher. L’équation de la régression est significative car la valeur p-value est plus

inférieure a 0.05 (rejetant I’hypothése nulle).

Afin de tester la validité de pouvoir predictif du modele QSAR, nous avons utilisé

20.37% des données dans 1I’ensemble de validation externe. Une valeur moyenne élevée
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du R%goots Supérieure a 0.5 est une démonstration que le modéle obtenu a un bon pouvoir

prédictif et une bonne robustesse.

De plus, une valeur moyenne de RZpeqd (0.57) approximativement égale a 0.6 peut
confirmer la bonne capacité prédictive du modele pour les composés n’ayant pas participé
aux calculs. Elle indique que ce modele peut étre appliqué avec succés pour prédire
’activité anticancéreuse pICso pour le traitement de la tumeur RE+ du cancer du sein de
dérivés de I’indazole du SERDs.

5 Conclusion

Ce chapitre a été consacré a I’application de la méthode de QSAR, pour modéliser
I’activité anticancéreuse a partir d’un ensemble de 54 dérivés de I’indazole. La méthode
de régression linéaire multiple a été utilisée dans le développement du modeéle pour
déterminer quantitativement I’effet de la structure moléculaire des composés étudiés sur

leur activité biologique.

Le meilleur modele est celui a quatre descripteurs moléculaires qui ont les
proportions les plus élevées. La validité de ce modele a été établie par la détermination
du coefficient de détermination, le test de Fisher, la validation par le boostrap (R%soots) €t
la validation externe. La moyenne de tous les diagnostics statistiques pour la régression

montre un bon accord entre les valeurs expérimentales et prédites.

Les résultats obtenus de la validation confirment la bonne capacité prédictive du
modele et indiquent que ’activité anticancéreuse pour la série étudiée de dérivés de
I’indazole peut étre modélisée avec succés en utilisant les quatre descripteurs

moléculaires sélectionnés.
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1 Introduction

La conception de médicaments repose fréquemment sur les techniques de
modélisation sur ordinateur dites aussi « in silico ». Ce type de modélisation est connu
sous le nom de conception de médicaments assistée par ordinateur. Les techniques de
modélisation tentent de prédire 1’affinité entre le ligand et sa cible et, a ce jour, les
résultats sont globalement satisfaisants. Cependant, il existe d’autres propriétés qui
doivent étre optimisées pour que le ligand devienne sir et efficace autant que puisse I’étre
un médicament. Ces caractéristiques moléculaires sont I’absence d’effets secondaires, la
biodisponibilité, la demi vie métabolique, la toxicité...etc. sont par ailleurs assez difficiles

a optimiser avec les techniques de conception de médicaments rationnelle. *

Le mécanisme d’action de nombreux médicaments consiste a agir comme
inhibiteur/ activateur et une récepteur impliquée dans le développement des médicaments.
L’élucidation de la structure tridimensionnelle de protéines impliquées dans plusieurs
pathologies a permis, via des simulations informatiques, la découverte d’inhibiteurs
puissants pour ces protéines, en réduisant considérablement le nombre d’essais de

screening nécessaires pour aboutir & un nouveau médicament. 2

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes
biologiques. Les détails de ces interactions, au niveau moléculaire, sont donc d'un trés
grand intérét et peuvent étre étudiés par cristallographie aux rayons X ou résonance
magnétique nucléaire (RMN). Malheureusement, ces techniques ne permettent pas de
détailler la totalité de ces interactions étant donné le nombre incalculable de molécules

différentes au sein d'une seule cellule.

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre
en oeuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation d'une des méthodes expérimentales

mentionnées ci-dessus. 2

Nous présentons dans ce chapitre 1’étude des interactions entre 21 inhibiteurs de
dérivés de I’indazole et la protéine (ID : 3 ERT) par les méthodes de modélisation
moléculaire. Nous avons rassemblé les résultats et leurs discussions de calcul par docking

gue nous avons engageé en se basant sur les énergies de scores et les distances entre les
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différents inhibiteurs et les résidus du site actif de la protéine (ID : 3 ERT). Une étude
des propriétés ADME a été ajoutée sur les meilleurs composés obtenus par I’étude de
docking afin d’évaluer leurs propriétés et de selectionner ceux qui ne posent pas de

probléme avec la biodisponibilité orale.

2 Apercue generale sur le docking moléculaire

Docking (ancrage/ amarrage) est le nom donné aux simulations moléculaires dans
lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction
entre deux molécules. Les logiciels de docking sont des outils tres utiles en biologie,
pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le récepteur
macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme docking seul est

couramment employé pour désigner un «docking protéine ligand » (figure 1). *

Petite molécule

ﬁ

P rotéi ne Interaction B
Petite molécule - Proteine

Figure 1. Illustration schématique de 1’encrage d’une petite molécule a une cible

protéique produisant un complexe stable ®
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Les méthodes de docking combinent 1’utilisation d’un algorithme de recherche,

permettant de générer des modes de liaisons putatifs du ligand dans le récepteur, ou «

poses », et d’une fonction de score, employée pour classer les différentes poses selon un

score prédit d’affinité. ® Les méthodes de docking s’attachent donc, d’une part, & identifier

les molécules qui sont des ligands véritables du récepteur parmi toutes celles étudiées, et

aussi d’autre part, a déterminer les poses correctes soit les conformations adoptées par les

ligands lors de la liaison au récepteur. ’

Le docking comprend essentiellement deux étapes : le docking proprement dit et le

scoring (figure 2) :

*
L X4

X/
L X4

La premiére étape (le docking) : c’est I’étape de sélection, elle consiste 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’interaction les plus favorables. Bien que pouvant étre
faite manuellement, cette étape est le plus souvent exécutée de maniere
automatisée a 1’aide d’algorithmes de docking, ce qui améliore la vitesse et la
précision des simulations. 4

La deuxieme étape (scoring) : les fonctions de score sont utilisées pour estimer
mathématiquement 1’affinité de liaison entre un récepteur et chacune des poses
générées pendant le docking. & L’efficacité de ces fonctions de score est au moins
tout aussi importante que celle des algorithmes de recherche conformationnelle.
En effet, méme si la conformation bioactive du ligand a été obtenue lors docking,
si les fonctions de score ne permettent pas de différencier les poses correctes de
celles incorrectes, les composés les plus prometteurs pour la cible ne pourront pas

étre identifiés. °
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ligand
r

Complexe

Docking sconn
R -

Récepteur

Figure 2. Principe général du docking moléculaire

2.1 Différentes techniques du docking moléculaire

Les techniques de docking moléculaire peuvent étre classées en trois catégories
selon la prise en compte de la flexibilité du ligand, les algorithmes utilisés pour rechercher
les poses possibles d’un ligand et les fonctions de score permettant d’évaluer I’affinité de

liaison de chacune de ces poses. X Ainsi, nous pouvons avoir trois types de docking :

2.1.1 Docking rigide

Le docking rigide, au cours duquel la protéine et le ligand sont tous deux traités
comme entiérement rigides. Cette technique refléte le principe de la clé et de la serrure «
lock and key » énoncé par Emile Fisher en 1890 ou seul le ligand (représentant la clé)
possédant la bonne taille et la bonne forme, peut ouvrir une serrure : la protéine (figure
3), 1112
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0

0

Bonne complémentanité Mauvaise complémentarité
de taille et de forme de taille et de forme

Figure 3. Schéma illustrant le principe de « lock and key » d’Emile Fisher.

Dans cette technique ni le ligand ni le récepteur ne subissent de réarrangements
conformationnels suite a leur interaction. Elle est généralement employée pour
I’amarrage entre deux macromolécules (docking protéine-protéine ou protéine/acide
nucléique structuré) pour lesquelles les degrés de liberté sont trop importants pour réaliser

un échantillonnage conformationnel efficace dans des temps de calculs raisonnables. 3

2.1.2 Docking semi-flexible

Dans cette technique, le ligand est flexible afin d’explorer toutes ses
conformations possibles, alors que la cible est maintenue rigide durant I’assemblage. Ce
type de docking présente, certes, I’avantage de nécessiter un temps de calcul relativement

court mais il ne tient pas compte des changements conformationnels, requis par la cible.
14

2.1.3 Docking flexible

Cette technique traite la flexibilité du ligand et du récepteur a la fois. L’un des
grands enjeux des méthodes de docking flexible est d’explorer I’espace conformationnel
des ligands dans le but de déterminer d’une part les bonnes poses du ligand dans le site
actif de la protéine et d’autre part de trouver les modes de liaison correspondant a une

énergie libre de liaison basse.

65



Chapitre I11 Etude de docking moléculaire d’une série de dérivés
de ’indazole.

Les deux derniers types de docking sont appliqués, plus généralement, a la modélisation

d’interaction entre les protéines et les petites molécules. *°

2.2 Algorithmes de docking moléculaire

En principe, un docking peut étre fait de fagon « manuelle », directement par le
mod¢élisateur, en placant le ligand dans le site actif de la protéine a I’aide d’une interface
graphique. Ensuite, la géométrie de I’ensemble est optimisée de maniére a corriger les
problémes stériques et obtenir un complexe énergétiquement stable. Cette approche est
appliquée quand on a une idée précise du mode d’interaction réel du ligand. 1® Néanmoins,
le plus souvent, le mode d’interaction réel n’est pas connu. Dans ce cas, tester
manuellement toutes les conformations et orientations des ligands s’avére impossible
d’un point de vue pratique, méme en considérant la protéine comme un corps rigide. Pour
contourner cette difficulté, les algorithmes de docking ont été congus pour rechercher de
fagon objective, rapide et efficace les modes d’association protéine ligand les plus

favorables. 1’

L’aptitude d’un algorithme a trouver I’emplacement correct du ligand par rapport
a son récepteur est habituellement déterminée au moyen de la déviation quadratique
moyenne ou RMSD (Root-Mean-Square Deviation) du modele congu par le logiciel. Le
RMSD entre deux poses est une mesure géométrique de la distance entre les positions
atomiques de la structure expérimentale et celles de la structure prédite du complexe

ligand /site de liaison. '8 L’écart RMSD est donné par 1’équation suivante :

RMSD (v, w) =

S|

l

n
2
((Vix — Wix)? + (Viy — Wiy) + (viz — Wiz)z)
=1

1)

Avec vi et wi sont respectivement les atomes identiques de la structure expérimentale et
de la structure prédite. X, y et z les coordonnées cartésiennes et n le nombre total d’atomes.
Plus la prédiction du positionnement est précise, plus les différences entre les deux

structures sont faibles, plus la valeur du RMSD est basse. La valeur admise est une
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différence maximale de deux angstroms au-dela de laquelle la prédiction est considérée

comme non adéquate. 1°-2°

Pour réaliser un calcul de RMSD, le ligand co-cristallisé d’une cible donnée est extrait,
et repositionné par docking dans le site actif. C’est ce qu’on appelle en anglais le «
cognate redocking » ou encore « self docking ». 8 Pour évaluer la précision du
positionnement, seuls les atomes lourds sont généralement considéres. Les avantages
présentés par le calcul du RMSD, tels que 1’objectivité, la sensibilité et la simplicité

1

d’automatisation 2!, ont permis a cette métrique de s’imposer comme la référence dans

I’évaluation de la précision du positionnement.

2.3 Fonction de score

La fonction de score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec
lequel un ligand se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de
I’énergie libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a

I’association sous forme de complexe. Le principe thermodynamique est le suivant 22 :
AG = AGcomplexe - AGligand - AGproteine (2)

L’¢établissement d’une bonne fonction de score est un important probléme du docking. Il
arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit pas la forme
native attendue. Ceci peut €tre di au fait que le complexe natif n’est pas forcément celui
qui présente la plus grande surface d’accés, ou encore le plus grand nombre de liaisons
hydrogéne disponibles. Pour cela il existe différents types de fonctions de score selon les
critéres sur lesquels celles-ci sont basées. 2% L’affinité chimique peut étre calculée par

I’énergie libre de Gibbs AG) pour une température T 2425 ;
AG, = —RTInkK,, 3)

Ou, R est la constante des gaz parfaits et Keq est la constante d’équilibre. Le calcul de
I’énergie libre étant cependant lourd, son application devient impossible lorsqu’il s’agit
d’évaluer un grand nombre de complexes. L’estimation de 1’affinité repose généralement

sur un calcul d’énergie contenant un certain nombre d’approximations. Pour cela il existe
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différentes fonctions de score qui sont ajustées dans les programmes de docking et ont

fait I’objet de nombreuses publications. 2628

2.4 Interactions entre le ligand et le récepteur
Les interactions entre une protéine et un ligand sont en général de nature non
covalente. L'énergie libre de Gibbs se calcule selon 1’équation suivante

AG = —RTInK; = AH — TAS 4)

R: constante des gaz parfaits (8,314 J. K'* mol?)
T: Température (K)

Kj: constante d’inhibition

La grandeur du AG en solution aqueuse est comprise entre -10 et -70 KJ/mol. Les

composantes de I'énergie libre sont 2°:

< la complémentarité géométrique, stérique et de surface entre le ligand et le
récepteur
¢ les contacts présents entre deux régions lipophiles des deux entités.
+ les liaisons hydrogene
Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément
fondamental. * Elles sont capables d’assurer le relais entre le récepteur et le ligand et

ainsi créer des réseaux de liaisons hydrogéne.

Parmi les interactions qui peuvent exister entre le ligand, qui est considéré comme
une petite molécule organique, et la protéine on cite celles de type polaire (liaisons
hydrogene, liaisons ioniques) et celles de type hydrophobe qui résultent d’un contact entre

des groupements hydrophobe. 3!

2.4.1 Interaction ionique
Les interactions entre molécules portant des charges électriques sont régies par la
loi de Coulomb. L’énergie potentielle d’interaction de deux charges ¢€lectriques Q1 et Q2

séparées par une distance d est obtenue en calculant le travail nécessaire a la separation
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de ces deux charges a une distance infinie (figure 4). L’énergie potentielle (V) de deux

molécules de charges différentes est exprimée par 1’équation 3.

V —_ QlQZ

_41T££0d

(%)
Avec :

&y - permittivité du vide.

¢ : permittivité du milieu dans lequel évoluent les charges.

d : distance entre les deux charge.

: o -

d
€<—>

Figure 4. Interaction entre deux molécules de charges différentes.

En milieu aqueux, les acides aminés chargés sont majoritairement exposeés a la surface de
la protéine et sont donc trés solvatés, ce qui réduit considérablement I’interaction entre

les charges. 3!

2.4.2 Interaction hydrogene

La liaison hydrogeéne est une force attractive qui s’opére entre deux groupes
d’atomes impliquant un atome d’hydrogene. C’est une liaison physique qui se situe entre
la liaison covalente et 1’interaction électrostatique. Le caractére covalent de la liaison
hydrogeéne a ¢ét¢ démontré a la fin des années 1990, mais la force d’interaction

prédominante reste électrostatique. 32

Cette liaison ne s’effectue pas avec n’importe quel atome, il faut un donneur et un

accepteur (sous-entendu de proton) :

% Le donneur est ’atome d’hydrogéne lié de maniére covalente a un atome

électronégatif ; typiqguement azote, oxygene, fluor.
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s L’accepteur est un autre atome électronégatif ; uniquement azote, oxygeéne ou
fluor.

La figure 5 montre des exemples de liaison hydrogéene.

5

b‘_
80-
6-0'

8_
8 +

Figure 5. Exemples d’une liaison hydrogene.

2.4.3 Interaction de Van der Waals
Ces interactions ont été étudiées par J.D. van der Waals, physicien hollandais (prix
Nobel de physique 1910). Elles reposent sur les interactions entre les dipdles constitués

par les molécules. On distingue trois types de ces interactions :

% Interaction dip6le permanent — dip6le permanent ou effet d’orientation de Keesom
: Ce type d’interaction se développe entre deux molécules polaires.

¢ Interaction dip6le permanent — dipdle instantané ou effet d’induction de Debye :
Ce type d’interaction se développe entre une molécule polaire et une molécule
quelconque (polaire ou apolaire).

+* Interaction dipdle instantané — dip6le instantané ou dispersion de London : Ce
type d’interaction se développe entre deux molécules quelconques (polaires ou
apolaires).

Ces interactions sont trés faibles mais dans le cas des macromolécules, leur nombre élevé

va produire au totale une force importante. 3
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2.4.4 Interactions hydrophobes

Les molécules ou groupes d’atomes non polaires ne sont pas capables de former
des liaisons hydrogénes et ne peuvent donc pas s’hydrater : pour cette raison, on les
nomme substances hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes
a se rassembler par coalescence de fagon a minimiser les contacts avec 1’eau. Les liaisons

hydrophobes possédent une énergie de I’ordre de 7 kcal/mol. 3

Une molécule hydrophobe rompt localement le réseau de liaisons hydrogenes du solvant
et crée un état énergétiquement défavorable (perte d’entropie). Les molécules d’eau se
réorganisent alors autour des substances hydrophobes de manic¢re a minimiser 1’énergie.
D’un point de vue thermodynamique, la diminution du nombre de molécules d’eau autour
des groupes non-polaires et 1’agrégation de ces derniers sous 1’effet des forces de
dispersion, c’est-a-dire la séparation de deux phases distinctes, organique et aqueuse,
s’accompagne d’un gain d’entropie de I’ensemble du solvant et de la molécule non
polaires. Pour cette raison, les régions non polaires sont souvent enfouies a I’intérieur des
molécules. Cet effet a d’importantes répercussions sur la conformation et la stabilité des
molécules. Elle est a I’origine du processus de repliement des protéines par exemple, ou

encore de I’auto-assemblage de biomolécules. 353

Plusieurs acides aminés hydrophobes se trouvent en contact a D’interface par
complémentarité hydrophobe. Ces derniers entrainent une interaction stabilisante pour
beaucoup de complexes. Les acides aminés non polaires tendent a créer entre elles des
liaisons de type interactions "patch™ hydrophobe *’ (figure 6).

Figure 6. Patch hydrophobe
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2.5 Etapes typiques du docking moléculaire

La technique de docking comprend quatre étapes principales (figure 7) 3 :

Cristallographie RMN Modélisation
rayons X

Détermination de
Structure

Préparation des
structures

Parameétres
du docking

Docking

Prédiction
Evaluation

LA

Figure 7. Etapes typiques d’un docking
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2.5.1 Détermination des structures

La premiére étape est I’obtention d'une structure pour le récepteur par
cristallographie aux rayons X, par RMN ou par modéelisation. Ces méthodes
expérimentales (figure 7) permettent aujourd’hui de déterminer la structure des protéines.

38 |_a majorité des structures protéiques sont disponibles via la «Protein Data Bank ». 3

2.5.2 Préparation des structures

La préparation du récepteur en vue du docking ne peut étre réalisée qu’une fois
les structures mises en jeu sont identifiés. Pour cela il faut veiller a résoudre les problemes
de clashs stériques, ainsi que ceux des états de protonation. La conformation initiale du
ligand est généralement modifiée et optimisée durant le docking et n'est donc, en principe,
pas trés importante. 3

2.5.3 Docking moléculaire
Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking est une méthode qui
calcule l'orientation préférée d'une molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées pour

former un complexe stable. 4°

2.5.4 Prédiction et évaluation
Une fois les paramétres du docking moléculaire sont établis, le logiciel de docking

propose un ou plusieurs modes d'interactions potentiels qui peuvent étre ensuite utilisés.
3

3 Apercue generale sur les propriétes ADME
Les propriétés Absorption Distribution Métabolisme et Elimination- Toxicité
(ADME/Tox) des médicaments présentent des parametres importants habituellement

utilisés pour atteindre les essais cliniques et la sélection des médicaments. 4142

Dans cette étude nous avons appliqué les régles de base les plus couramment utilisés : les

régles de Lipinski %3 et de Veber #*. Les conditions empiriques pour satisfaire la régle de
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Lipinski et de manifester une bonne biodisponibilité orale impliquent un équilibre entre
la solubilité aqueuse d’un composé et sa capacité a diffuser passivement a travers les
différentes barrieres biologiques. D’aprés cette régle, les composés sont plus susceptibles
de posséder une mauvaise biodisponibilité orale lorsqu’ils présentent plus d’une violation

de cette régle. 454

¢ Un poids moléculaire (MW) < 500 Da.

s LogP<5

+«* Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (HBD) (OH ou NH) <5

¢ Nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne (HBA) (O ou N) < 10
Les regles de Veber suggerent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (TPSA)
sont des déterminants importants de la biodisponibilité orale. * 1l est bien connu qu’une
biodisponibilité orale élevée est un facteur important pour le développement de molécules
bioactives en tant qu’agents thérapeutiques. La réduction de la flexibilité moléculaire
(mesurée par le nombre de liaisons rotatives n-ROTB) et la faible surface polaire sont des

prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité orale. 4’

4 Matériels et Méthodes
4.1 Preéparation du récepteur (ID : 3ERT)

Le téléchargement de I’enzyme a ¢€té fait a partir de la base de données Bookhaven

Protein Data Bank (www.rcsh.org/pdb) % :

Le récepteur aux estrogénes REa (ID : 3ERT) “8 est Co-cristallisé avec 1’inhibiteur 4-
Hydroxytamoxifen OHT (C26H20NO>). Le REa cristallise sous forme de monomeére, avec
247 résidus et 1962 atomes (figure 8).
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Figure 8. Structure du récepteur aux estrogénes de type o (ID : 3ERT)

La structure tridimensionnelle de I’enzyme a été obtenue par diffraction en rayon X. Les

données de la Co-cristallisation sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 1: Données cristallographiques.

Enzyme Inhibiteur de Co- Classification | Polymere | Chaine | Résolution
cristallisation (A)
REa Récepteur 1 A 19
(ID: OH nucléaire
3ERT) (‘-\
o
CH, X CH

4.2 Préparation des structures de dérivés de I’indazole

Les composés les plus actifs ayant de meilleures valeurs d’activité d’ICso dans la

gamme de 0.3 - 2.5 nM dans 1’ensemble de données *® ont été utilisés dans cette étude de

docking moléculaire (figure 9).
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Tous les composes utilisés ont été dessinés et optimisés par le logiciel HyperChem 8.08
en utilisant a la fois la mécanique moléculaire, champ de force MM+ et la méthode semi-
empirique AM1. Apres cela, les composés ont été optimises par la méthode DFT en
utilisant la base B3LYP (6-311G) implémentée dans le programme Gaussian 09. Les

molécules ainsi obtenues sont enregistrées au format pdb ou mol 2.

54

Figure 9. Dérivés de I’indazole utilisés dans I’étude de docking moléculaire.
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4.3 Etude de docking moléculaire de dérivés de I’indazole

L’¢étude de I’interaction entre le site actif de I’enzyme de REa et les inhibiteurs
pour former un complexe stable et de mieux comprendre le mécanisme moléculaire de
I’inhibition est réalisée a I’aide du logiciel MOE (Molecular Operating Environment). >
Les molécules d’eau ont été laissées dans le mod¢le afin d’assurer un relais entre les

ligands et le site actif de récepteur et de créer des réseaux de liaisons hydrogéne. !

4.4 Etude des propriétés ADME de dérivés de I’indazole

Les régles de Lipinski, les deux descripteurs identifiés par Veber (n-ROTB et
TPSA) et la propriété pharmacocinétique d'absorption, Gl absorption (ABS), ont été
calculés en utilisant le calcul de propriété en ligne SwissADME °2. Ces propriétés sont
utilisées pour évaluer la biodisponibilité orale de six dérivés d'indazole les plus

performants obtenus par I'étude de docking moléculaire.

5 Reésultats et discussions

5.1 Résultas de docking moléculaire

Le docking moléculaire est une étape importante et nécessaire dans la
compréhension des réactions biologiques et dans la conception de médicaments. Dans
cette étude, il a été utilisé pour étudier et identifier les interactions entre les différents
inhibiteurs et la protéine (ID : 3ERT). Ce dernier était considéré comme rigide, tandis

que les dérivés de I’indazole étaient considérés comme flexibles.

Afin d’obtenir de meilleurs sites de liaisons potentiels dans la protéine (ID :
3ERT), un maximum de 24 cavités ont été détectés en utilisant le module « Site Finder »
de MOE qui comprend un outil pour la détection de la cavité enzymatique, ainsi que le
site le plus favorable « en couleur bleue ». 3 ° Nous avons choisi la cavité 1 (figure 10)
pour faire notre étude car elle posséde le volume le plus important et le ligand qui est Co-
cristallisé. Les résidus de la premiére cavité détectée par le logiciel MOE ont été donnés

dans le tableau 2.
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Tableau 2: Résidus de la premiére cavité détectée par MOE du REg.

Cavité | Taille | Hyd Résidus

1 218 74 | 1:(GLU323 PRO324 PRO325 ILE326 LEU327 MET343 LEU346
THR347 LEU349 ALA350 ASP351 GLU353 HIS356 MET357
TRP360 GLU380 TRP383 LEU384 ILE386 LEU387 MET388
GLY390 LEU391 TRP393 ARG394 PHE404 ALA405 PRO406
GLU419 GLY420 MET421 ILE424 LEU428 PHE445 LYS449
GLY521 MET522 HIS524 LEU525 TYR526 MET528 LYS529
CYS530 VAL533 VAL534 PRO535 LEU536)

Gludl9

Figure 10. Mod¢le simplifié et la cavité choisie du récepteur aux estrogénes de type o

Le docking moléculaire permet de positionner les molécules ou les ligands choisis
de dérivés de I’indazole au sein du site actif de la protéine (ID : 3ERT). Le complexe
ligand-récepteur formé adoptera la conformation la plus stable au niveau énergétique le
plus faible. Les énergies de score et les distances des interactions pour les différents

complexes sont regroupés dans le tableau 3. Il faut bien rappeler que selon Imberty et al
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5 les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont considérées comme fortes, celles

comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposées moyennes et les interactions supérieures
a3.55 A sont faibles.

Tableau 3: Scores et interactions entre les dérivés de I’indazole sélectionnés et les

résidus du site actif de la protéine (ID : 3ERT).

Ligand ICso | S-score Liaisons entre les atomes de ligands et les résidus du site actif
(nM) | (Kcal/ | Atomede | Atome Résidus Type Distance | Energies
mol) ligand de impliqués interaction (A°) (kcal/
récepteu mol)
r

1 25 -5.4957 N1 1 0] GLY 521 H-donor 3.23 -1.2
8 2.1 -6.9592 N2 2 NH2 ARG 394 H-acceptor 2.87 -2.4
14 14 -7.4142 N2 2 NH2 ARG 394 H-acceptor 2.90 -2.6
28 1.6 -6.2294 N2 2 NH2 ARG 394 H-acceptor 2.66 -1.4
6-ring CA THR 347 pi-H 4.46 -0.6

32 15 -5.8466 N2 2 NH2 ARG 394 H-acceptor 2.63 -0.8
33 14 -6.5222 N1 1 0] GLY 521 H-donor 3.23 2.1
34 2.0 | -6.0913 N1 1 ] HOH 20 H-donor 3.40 -0.6
35 23 | -7.2145 | 021 21 OH TYR 526 H-acceptor 3.02 -1.9
6-ring CB LEU 525 pi-H 4.46 -0.7

6-ring CD1 LEU 525 pi-H 4.30 -0.7

36 0.7 | -6.5414 / / / / / /

-6.5410 / / / / / /

37 24 | -6.3147 N1 1 @) HOH 20 H-donor 3.39 -0.7
38 11 -5.8776 N1 1 0] GLY 521 H-donor 3.19 -2.0

40 0.3 | -6.5721 / / / / / /

-6.5635 / / / / / /

41 1.2 -6.0827 | N35 35 CA LYS 529 H-acceptor 3.72 -0.7
42 0.7 -6.6114 | 020 20 SD MET 343 H-donor 3.46 -0.2
N35 35 N CYS 530 H-acceptor 2.88 -4.8

6-ring N LEU 536 pi-H 4.69 -0.7

43 0.5 -7.1970 | N35 35 N CYS 530 H-acceptor 2.95 -4.8
6-ring N LEU 536 pi-H 4.42 -0.6

44 1.2 -6.6486 N1 1 0] HOH 73 H-donor 311 04
45 0.8 -6.7885 N2 2 NH2 ARG 394 H-acceptor 2.99 -2.2
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48 1.2 -6.6227 N1 1 0] GLY 521 H-donor 3.32 -1.1
50 11 -6.5070 6-ring CA THR 347 pi-H 4.74 -0.6
51 1.7 -6.5202 N1 1 0] GLY 521 H-donor 3.26 -1.7
C30 30 SD MET 421 H-donor 3.68 -0.9
54 1.1 | -6.2656 | N35 35 CA LYS 529 H-acceptor 3.64 -0.6
N35 35 N CYS 530 H-acceptor 3.33 -1.1
4- / - 04 27 OE2 GLU 353 H-donor 242 14
Hydroxy 10.898 N24 46 OD1 ASP 351 ionic 3.82 -0.9
tamoxife 8
n

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 3, on remarque que les scores de la

plupart des composés sont compris entre -5.4957 et -7.4142 Kcal/mol. On observe aussi,

sur ce tableau, que les six composés 14, 35, 43, 8, 45 et 44 forment des complexes qui

possédent les énergies les plus faibles par rapport aux autres complexes ce qui leurs

conferent les conformations les plus stables. Ainsi les résultats obtenus pour ces six

composés sont comme suit :

v

Le complexe formé par le composé 14 (figure 11) a une faible énergie de Score (-
7.4142 Kcal/mol). Ce composé a le meilleur score de docking moléculaire par rapport
aux autres composés. Une forte liaison hydrogéne a été observée entre le N> de ce

composé et le groupe NH, du résidu ARG 394 avec une distance de 2.9 A.
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Figure 11. Interactions entre le ligand 14 et les résidus de site actif de la protéine (ID :
3ERT) (Images (a) 2D et (b) 3D).

v" Le composé 35 (figure 12) forme trois interactions : une forte liaison hydrogene avec
une distance 3.02 A entre 021 et le groupe hydroxyle OH du résidu TYR 526, une
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faible interaction de type arene-H entre ring 6 et CB du LEU 525 et d’une faible
interaction de type pi-H entre ring 6 du compose 35 et CD1 du résidu LEU 525.
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Figure 12. Interactions entre le ligand 35 et les résidus de site actif de la protéine (ID :
3ERT). (Images (a) 2D et (b) 3D).
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v' Les composés 43 et 8 ont de faibles valeurs énergétiques -7.1970 et -6.9592 kcal/mol

respectivement. Ils sont impliqués dans la formation des interactions avec les résidus

du site actif de REa. Le composé 43 (figure 13) forme deux interactions avec les
résidus CYS 530 et LEU 536, une forte liaison hydrogéne de distance de 2.95 A avec
le résidu CYS 530 et une faible interaction de type pi-H (4.42 A) avec LEU 536.

Tandis que le composé 8 (figure 14) forme une interaction unique avec le résidu

ARG 394 en formant une forte liaison d’hydrogéne de distance de 2.87 A.
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Figure 13. Interactions entre le ligand 43 et les résidus de site actif de la protéine (ID :

3ERT). (Images (a) 2D et (b) 3D).

83



Chapitre I11 Etude de docking moléculaire d’une série de dérivés
de ’indazole.

(b)

Figure 14. Interactions entre le ligand 8 et les résidus de site actif de la protéine (ID :
3ERT) (Images (a) 2D et (b) 3D).

v Les composés 45 et 44 ont également donné des faibles énergies de score qui sont
-6.7885 et -6.6486 kcal/mol respectivement. Le composé 45 (figure 15) forme une
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forte liaison hydrogéne (2.99 A) avec le résidu ARG 394. Alors que le composé 44

(figure 16) interagis avec HOH 73 en formant une liaison hydrogéne modérée (3.11

A).
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Figure 15. Interactions entre le ligand 45 et les résidus de site actif de la protéine (ID :
3ERT). (Images (a) 2D et (b) 3D)
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Figure 16. Interactions entre le ligand 44 et les résidus de site actif de la protéine (ID :

3ERT). (Images (a) 2D et (b) 3D)

Le tamoxiféne 1ié a la REa a montré des interactions favorables avec les résidus GLU
353 et ASP 351 (figure 17).
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Figure 17. Interactions entre le ligand de référence (4-Hydroxytamoxifen) et les résidus
de site actif de la protéine (ID : 3ERT).

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement
correct du ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce
travail est habituellement jugé au moyen de la déviation quadratique moyenne. > Afin de
bien analyser les résultats on utilise 1’écart quadratique moyen (Root mean square
deviation ou RMSD) entre les différents positions des inhibiteurs au cours du docking et
la structure de départ. La prédiction du ligand est acceptable si sa valeur ne dépasse pas

2 angstroms. 206

Les valeurs de RMSD de 6 ligands obtenus par 1’é¢tude de docking moléculaire sont

reportées dans le tableau 4.
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Tableau 4: Résultats de RMSD de docking moécualire pour les 6 composés

possedant de meilleurs scores.

No. Composés RMSD(A)

14 1.4323

35 2.3530

43 1.7633

8 1.3547

45 1.3178

44 1.9966
4-Hydroxytamoxifen 0.7758

Selon les résultats du tableau 4, on peut dire que les valeurs de RMSD pour
presque tous les ligands sont considérées comme acceptables car elles sont inferieures a
2A. Notons que le composé 35 présente une valeur de RMSD de 2.3530 A qui est
légérement supérieure a celle du seuil (2 A). Tous les ligands possédent une valeur de
RMSD supérieure a celle du 4-Hydroxytamoxifen (0.7758 A). Les ligands 8, 45 et 14 ont
des valeurs de RMSD trés proches de celle du ligand de référence, ce qui nous raméne a

déduire gue ces ligands peuvent inhiber la protéine (ID : 3 ERT).

5.2 Evaluation des propriétés ADME in silico de dérivés de I’indazole
Une étude computationnelle des six composes qui ont les meilleures énergies de
scores (les affinités les plus €levées avec la cible) a été réalisée pour I’évaluation des

propriétés ADME. Le tableau 5 présent les valeurs obtenues.
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Tableau 5: Propriétés ADME pour les six composés ayant les meilleures énergies

de scores

No. ABS | TPSA n- MW | MLog n-ON n-OHNH | violations

Composes (A | ROTB | <500 <5 accepteurs | donneurs de
(HBA) (HBD) Lipinski

<10 <5 <1

14 Haute | 65.98 6 420.50 | 4.72 3 2 0

35 Faible | 108.50 7 551.03 | 5.31 6 2 2

43 Faible | 99.00 7 493.53 | 4.30 6 2 0

8 Haute | 65.98 7 412.46 | 4.42 4 2 0

45 Faible | 78.87 6 473.93 | 4.79 5 2 0

44 Faible | 89.77 7 531.50 | 5.39 8 2 2

Les resultats de tableau 5 ont révélé que :

Seuls les composés 14 et 8 qui ont une haute absorption.

Les composés 14, 43, 8 et 45 sont conformes aux régles de Lipinski de cing : une
masse moléculaire inférieure a 500 DA, le coefficient de partition log P est
inférieur a cing et le nombre de liaisons hydrogénes dans l'intervalle approprié de
Lipinski (HBD <5 et HBA <10), suggérant que ces composés théoriquement
n’auraient pas de probléme avec la biodisponibilité orale.

Les composés 35 et 44 ont deux violations de Lipinski (des poids moléculaires
supérieurs a 500 DA et des coefficients de partitions supérieurs a 5).

Tous les composés sélectionnés sont en accord aux regles de Veber avec des
valeurs de PSA dans la gamme de 65-110 A, ce qui leur permet de trés bien se
corréler avec 1’absorption intestinale humaine. De plus, ces composés sont
flexibles avec un certain nombre de liaisons rotatives (n-ROTB) dans la gamme de
6-7.

Les dérivés de I’indazole les plus actifs contre l'activité anticancéreuse étaient les

composés 43 et 45. Ces composés contiennent du nitrile et de la chloro pyridine au niveau

du cycle aryle, ce qui les rend trés puissants. Le remplacement du para-F (composé 34)

par du SO2Me polaire dans le composé 35 et par le CFs lipophile dans le composé 44

diminue I'exposition orale.
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6 Conclusion

L’étude de docking moléculaire a été effectuee a partir du logiciel MOE pour
former les complexes ligand-récepteur et identifier les interactions existantes. Les
résultats de cette étude ont montré que les composés 14, 35, 43, 8, 45 et 44 forment des
complexes qui possedent les énergies les plus basses par rapport aux autres complexes.
Parmi ces ligands, nous avons trouvé que les composés 8, 45 et 14 ont les valeurs de
RMSD les plus proches de celle du ligand de référence. Ce qui nous ramene a déduire
que ces ligands peuvent inhiber la protéine (ID : 3 ERT).

Le calcul des propriétés ADME montre que les composés 14, 43, 8 et 45 répondent
aux regles de Lipinski et de Veber, ce qui suggere que ces composés n’auront pas,
théoriquement, de probleme avec la biodisponibilité orale. Les dérivés de 1’indazole les
plus actifs contre I'activité anticancéreuse étaient les composés 43 et 45. Ces composés
contiennent du nitrile et de la chloro pyridine au niveau du cycle aryle, ce qui les rend

tres puissants.
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1 Introduction
L’¢tude de la réactivit¢ chimique a fait I’ambition de plusieurs chimistes
expérimentateurs et théoriciens, pour cela ils ont utilisés différentes théories et des

recherches afin de répondre et de traiter les questions principales suivantes :

Pourquoi certaines molécules sont stables tandis que d’autres sont réactives ? Est-il

possible de prédire la sélectivité d une réaction chimique ?

Le besoin pour les chimistes d’avoir a disposition des outils reliant structure
électronique et réactivité chimique a conduit a la mise au point de plusieurs modeles
théoriques de réactivité. Certains sont basés sur la théorie des orbitales moléculaires, telle
que la célébre Théorie des Orbitales Frontiéres (FMO pour « Frontier Molecular Orbital
») initiée par K. Fukui en 1952. *2 D’autres modéles de réactivité se fondent plutdt sur la
DFT, donc sur la densité électronique comme quantité principale. Ces derniers font partie
de ce qu’on appelle la DFT conceptuelle (CDFT, pour « Conceptual Density Functionnal
Theory »). 3

La DFT conceptuelle, initiée par Parr et Pearson #, peut étre définie comme étant
une théorie interprétative dérivée de la DFT calculatoire. Elle vise a extraire de la densité
¢lectronique une quantité d’informations « chimiques » afin de mieux comprendre et

prédire la réactivité des molécules.

Dans cette partie de travail, nous avons utilisé les descripteurs globaux de
réactivité issus de la DFT conceptuelle sur un ensemble de données contenant 21
molécules de dérivés de 1’indazole ayant les meilleures activités. Notre objectif est de
bien comprendre la relation entre la structure, la stabilité et la réactivité chimique des

composés étudies.

2 Apercue générale sur la réactivité chimique

2.1 Théorie des orbitales moléculaires frontiéres
La théorie des orbitales moléculaires frontieres FMO (Frontier Molecular Orbital

) 58 a été développée par K. Fukui ! afin d’expliquer la régiosélectivité observée lors de
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réactions mettant en jeu des composés aromatiques. Son champ d’application était
initialement établi pour 1’étude des systémes m, puis a été étendu a I’étude des systémes
o. L’idée principale de Fukui est que dans une réaction chimique a contréle frontalier,
seules deux orbitales moléculaires présentent un réel intérét : la plus haute orbitale
moléculaire occupée (HOMO) et la plus basse orbitale moléculaire vacante (LUMO). Sa

théorie est fondée sur les approximations suivantes :

¢+ Les interactions entre OM occupées sont négligées.

¢ Les interactions entre OM occupée et OM vacante, a I’exception des interactions
frontalieres HOMO-LUMO, sont négligées.

“ Le systéme est correctement décrit par une seule configuration électronique.

¢ Les orbitales frontiéres utilisées dans le traitement standard sont celles des réactifs

de départ.

2.2 DFT conceptuelle

La DFT classique est utilisée pour la détermination des propriétés électroniques
d’un systeme, ¢’est une méthode de calcul qui s’est imposée comme une méthode crédible
aux méthodes quantique ab initio. Mais il existe un autre aspect qui n’a pas été mentionné.
La DFT est aussi pratique pour la détermination de concept. Plusieurs concepts chimiques
de base (dureté, électronégativité) apparaissent naturellement. Ainsi la DFT est utile non
seulement pour leur calcul mais aussi de les mieux comprendre cet aspect de la DFT est

la cause d’une nouvelle branche qu’on a nommé DFT conceptuelle. °

La DFT conceptuelle 111, développée a partir des années 1980, permet de calculer
des propriétes liées a la réactivité. Elle a pour but de donner un cadre théorique et des

définitions précises a des concepts largement utilisés par les chimistes expérimentateurs.

2.3 Fondements de la DFT

Hohenberg et Kohn 12 ont formulé et démontré deux théorémes qui ont donné les
bases mathématiques solides pour le développement des méthodes DFT modernes. Leur
contribution a consisté a formuler la DFT comme une théorie exacte pour des systémes a

N particules.
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2.3.1 Premier théoreme de Hohenberg-Kohn

Le premier théoréme de Hohenberg et Kohn énonce que toute observable d'un état
fondamental stationnaire non-dégénéré peut étre calculée, exactement en théorie, par le
biais de la densité ¢électronique de cet état fondamental. En effet, I’Hamiltonien d'un
systeme ne dépend que du nombre d'électrons considére et du potentiel extérieur Vpe, qui
représente l'interaction entre les électrons et les noyaux. Il est possible de démontrer qu'a
une densité p(r) donnée correspond un unique potentiel extérieur (& une constante pres).
La connaissance de la densité entraine ainsi celle du potentiel, qui entraine celle du

Hamiltonien, et donc des valeurs moyennes associées.

Ce théoreme est valide pour les cas ou la densité est N-représentable, c'est-a-dire quand
I'intégration de la densité sur la coordonnée spatiale restante permet de retrouver le
nombre d'électrons N et quand la densité est non-négative, et V-représentable (il existe
un potentiel extérieur a partir duquel la densité peut étre dérivée).

Dans les conditions de validité de ce théoreme, la fonctionnelle d’énergie S'exprime :

Elp] = TIp] + Vee [p] + vex[p] 1)

Avec T [p] la fonctionnelle d’énergie cinétique, Vee [p] le potentiel d’interaction et vext[p]

le potentiel externe.

Les deux premieres quantités sont rassemblées en une fonctionnelle universelle Fuk,

indépendante du potentiel extérieur :

E [p] =f p (r1)vex (r1) dry + Fyg[p] 2

2.3.2 Deuxiéme théoréme de Hohenberg-Kohn

Le second théoréme de Hohenberg et Kohn énonce que I'énergie d'un état
fondamental non dégénéré peut étre déterminée, exactement en théorie, par la densité
minimisant I'énergie de I'état fondamental. C'est-a-dire que pour la densité p, N-

représentable et VV-représentable, on a :

Eo <E [p] €©)
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Ainsi, pour obtenir I'énergie de I'état fondamental, on va chercher a minimiser la

fonctionnelle énergie :

-0

La minimisation de I'énergie passe par I'intermédiaire de I'utilisation du formalisme de
Lagrange, c'est-a-dire par I'établissement d'un Lagrangien avec comme restriction la N-

représentabilité de la densité qui doit remplir la condition (5) :
Jp(@1)dr =N 5)

LIpI=E[p]-u[fp (r)dr—N] (6)
Ou p est le multiplicateur de Lagrange inconnu. La minimisation du Lagrangien (6)
implique :

6
5p (1)

{Elp] = ulfp()dr—N]}=0 (7)

Comme la différentielle d'une fonctionnelle s'exprime sous la forme

6F
5f (%)

SF=] 5f (x)dx (8)

2.4 Descripteurs de la DFT Conceptuelle

La théorie de la DFT, utilisée pour la détermination des propriétés électroniques
d’un systéme, a été fondée par Fermi, Dirac, Hohenberg et Kohn. = Ils ont démontré que
toutes les propriétés d’un systéme électronique a 1’état fondamental peuvent étre déduites

de la densité électronique. **

Dans les années 80, une seconde branche s’est développée dont le but consiste a
donner un cadre théorique précis a des concepts souvent mal définis caractérisant la
réactivité chimique. Il s’agit du modele de « DFT conceptuelle », selon ’appellation de
R. G.Parr. 4 La DFT conceptuelle ! donne accés a des descripteurs caractérisant la
réactivité des molécules. Elle a été introduite dans I’objectif de définir physiquement des
concepts empiriques issus de la chimie, comme 1’¢lectronégativité ou la dureté. A travers

les dérivées successives de I’énergie dans I’ensemble canonique [N, v(r)] de nombreux
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descripteurs de réactivité ont pu étre proposés et des significations physiques ont émergé.

15 a figure 1 présente comment ils peuvent étre calculés.

J E[N:V(r}]T 5
N < " g h o(1) h v (r)
chem. pot. density
</ N ¢ N
U] f(r) xirry)
hardness Fukuif. response f.

Figure 1. Dérivées de I’énergie aux 1% et 2°™ ordres.

Ces dérivées de I’énergie peuvent étre classées en trois catégories 1% 1° (illustrées en figure

1):

% Grandeurs globales : dérivées par rapport a N, le nombre d’électrons, (tel que le
potentiel chimique p et 1’électronégativité y, la dureté 1, la mollesse S et I’indice
d’¢lectrophilie w). Ces grandeurs sont indépendantes de 1’espace. Elles
correspondent a la réponse d’une grandeur globale a une perturbation globale. A
ce titre elles peuvent permettre de décrire des concepts chimiques tels que la
stabilité ou encore la réactivité globale d’une molécule.

% Locales : dérivées qui dépendent d’une coordonnée spatiale uniquement, (tel que
les indices de Fukui, la mollesse locale, 1’¢électrophilie locale et la nucléophilie
locale). Ces grandeurs dépendent de la position dans I’espace. Leurs valeurs
différent en chaque point du systéme qu’ils caractérisent. Ces descripteurs de
réactivité sont appelés descripteurs locaux. lls correspondent a la réponse soit
d’une grandeur globale a une perturbation locale, soit d’une grandeur locale a une
perturbation globale. Ils peuvent renseigner sur la différence de réactivité de deux
sites intra- ou intermoléculaire. Ce sont donc des descripteurs adaptés pour décrire
la réactivité locale.

¢ Non locales : dérivées qui dépendent de deux coordonnées spatiales. Ce sont des

grandeurs non-locales dont la valeur dépend de deux points de I’espace. Leur
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signification physique est difficile a appréhender. Elles caractérisent la réponse

d’une grandeur locale & une perturbation locale.

2.4.1 Descripteurs globaux

2.4.1.1 Potentiel chimique

En1983, Parr a défini le potentiel chimique électronique (1) comme réponse aux
changements de 1’énergie du systéme par rapport au nombre des électrons N a potentiel
externe fixe crée par les noyaux. 28 Il mesure la tendance du nuage électronique a
s’échapper de la molécule. L’¢lectronégativité est 1’opposé du potentiel chimique et
mesure donc la tendance a ne pas laisser s’échapper les électrons du systéme. Cette
définition de 1’électronégativité est celle selon la DFT dont la différence finie améne a

retrouver celle de Mulliken.

u=-x=(§—§)v(r)=-§(l+A) (©)

Ou I est le potentiel d’ionisation et A 1’affinité électronique. ° L utilisation du théoréme
de Koopman 2%-2*et le formalisme de Kohn-Sham 242°dans la DFT permet a ces énergies
d’étre approchées par celles des orbitales moléculaires frontieres HOMO et LUMO (I par
-Enomo et A par -ELumo). Par conséquent, le potentiel chimique électronique p peut étre

exprimé comme suit :

(EHomo+ELUMO) (10)

M= >

2.4.1.2 Dureté chimique

En 1963, Pearson 2® a établi une classification des acides et des bases de Lewis en
deux categories : les substances dites « dures » et celles dites « molles ». Il a proposé que
dans une réaction acide / base, les interactions les plus favorables aient lieu entre les

acides durs et les bases dures ou entre les acides mous et les bases molles.

En 1983, Parr et Pearson ont défini une expression quantitative pour la dureté chimique
n, qui peut étre exprimée comme la dérivée seconde de I’énergie par rapport au nombre

d'électrons N & un potentiel externe fixe v (r) :
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= (Z_IL\;)U(T) - (c;)ZTLZ)U(r) (1)

La dureté n est une valeur positive qui peut étre vue comme la résistance d’un systéme
moléculaire au transfert d’électron, il s’agit d’une mesure de la stabilité¢ d’une molécule.
L’application de ’approximation des différences finies a 1’équation (3) conduit a une

expression approximative de la dureté :

n=I1-A (12)

Dans le travail original de Parr et Pearson, un facteur @ été artificiellement ajouté pour

créer une cohérence avec la définition opératoire du potentiel chimique. " La dureté peut
étre calculée a partir des énergies des orbitales moléculaires frontiéres de la maniére

suivante :

_ ErLumo —EHomo (13)

N 2

2.4.1.3 Mollesse

La mollesse S (Softness) est la propriété inverse de la dureté chimique. 2" Elle

correspond 4 la capacité d’un systéme a conserver une charge acquise. 28

S= (14)

1
n

2.4.1.4 Indice d’électrophilie globale (Indice d’électrophilicité)

En 1999, Parr a défini I’indice d'électrophilie globale o 2°, qui donne une mesure
de [I'énergie de stabilisation d'une molécule lorsqu'elle acquiert une quantité
supplémentaire de densit¢ ¢€lectronique, AN, de I'environnement. L’indice
d’électrophilicité mesure le caractére électrophile d’une molécule, ¢’est-a-dire sa capacité
a attirer les électrons. Il est défini comme la stabilisation énergétique due au transfert de

charge et il est donné par I’expression simple suivante :
0=— (15)
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L'indice d’électrophilicité est devenu un outil puissant pour I'étude de la réactivité des
molécules qui participent aux réactions polaires. 332 Une étude détaillée réalisée, en 2002
par 1’équipe de Domingo, sur I'électrophilicité d'une série de réactifs impliqués dans les
réactions de Diels-Alder a permis d'établir une échelle d’électrophilie en fonction de la
valeur de . * Cette échelle a permis la classification des molécules organiques comme

suit :

e Des électrophiles forts pour ® > 1.5 eV
e Des électrophiles modérés pour 0.8 < < 1.5 eV

e Des électrophiles faibles pour o < 0.8 eV.

2.4.1.5 Indice de nucléophilie globale (Indice de nucléophilicité)

En 2008, Donmingo et al 34 ont proposé un indice de nucléophilie N empirique
(relatif) pour les molécules basées sur les énergies HOMO (Enomo) obtenues par la
méthode de Kohn-Sham. La nucléophilie globale est une grandeur qui refléte la capacité

d’un site réactif a céder des électrons, elle est définie comme suit :
N = Enomo (nucléophile) - Exomo (TCT) (16)

On note que 1’échelle de la nucléophilie * est référenciée par rapport a la molécule du
Tétracyanoéthylene (TCT), car elle présente la plus basse énergie HOMO dans une
grande série de molécules déja étudiées dans le cadre des cyclo-additions polaires de
Diels-Alder. Ce choix permet de gérer facilement une échelle nucléophilique des valeurs
positives. L’analyse d’une série de molécules qui participent a des réactions polaires a

permis de classer les molécules organiques comme suit:

e Des nucléophiles forts pour N > 3.0 eV
e Des molécules dites modérées pour 2.0 <N < 3.0 eV

e Des nucléophiles faibles pour N < 2.0 eV.

2.4.2 Gap énergétique
Le Gap énergétique, ou I’écart HOMO-LUMO, noté Egap, traduit 1’énergie
comprise entre 1’orbitale moléculaire la plus haute occupée et celle la plus basse vacante,

c’est un indice de stabilité important qui caractérise 1’activité chimique d’une molécule.

103



Chapitre IV Etude de la réactivité chimique d’une série de
dérivés de I’indazole.

Cette différence d’énergie sert a mesurer 1’excitabilit¢é d’une molécule. Ainsi, plus
I’intervalle d’énergiec sera faible et plus la molécule pourra interagir avec

I’environnement.

Un grand écart HOMO-LUMO implique une grande stabilité pour la molécule dans le
sens de sa faible réactivité dans les réactions chimiques, et de méme, un faible écart

implique une grande réactivité de la molécule. 337

2.4.3 Energie totale

Pour une molécule isolée a I’état fondamental, I’énergie totale calculée, notée Ex,
peut étre utilisée comme descripteur moléculaire quantique. Cette énergie approximative
a été calculée pour une conformation optimisée de la géométrie la plus stable dont la

structure d'énergie est minimale. 3

3 Matériels et Méthodes

Les descripteurs globaux de la réactivité dérivant de la DFT conceptuelle, sont
utilisés pour comprendre la relation entre la structure, la stabilité et la réactivité chimique
globale ainsi que pour le développement de QSAR. 35 39 Cette étude a été réalisée sur
un sous-ensemble de composés qui ont montré une meilleure activité anticancéreuse a

partir de I'ensemble de données “° (tableau 1).

Les géométries des molécules ont été optimisées au niveau de calcul B3LYP/ 6-
311 G en utilisant le programme Gaussian 09. Parmi les indices globaux utilisés: le
potentiel chimique p (équation (10)), la dureté chimique (équation (13)), I’indice
d’¢électrophilie globale w (équation(15)), I’indice de nucléophilie N (équation(16)), le gap

énergétique AE (AE = ELumo — EHomo) et 1’énergie totale.
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Tableau 1: Formats SMILES des composés utilisés dans 1’étude des grandeurs

globales de la réactivité.

Composé | ICso SMILES
(nM)

1 2.5 CC/C(=C(\clcce2e(cl)en[nH]2)/clcec(ccl)/C=C/C(=0)0)/clccc(cclClF

8 2.1 FCC/C(=C(\clccc2e(cl)en[nH]2)/clcce(ccl)/C=C/C(=0)0)/clcceecl

14 14 OC(=0)/C=Clclccc(ccl)/C(=C(\cleceeecl)/C1CCCL)/clecc2e(cl)en[nH]2

28 1.6 CC/C(=C(\clccc2e(clClyen[nH]2)/clecc(ccl)/C=C/C(=0)0)/clcceecl
32 15 CC/C(=C(\clccc2e(c1C#N)en[nH]2)/cleec(ccl)/C=C/C(=0)0)/clcccecl
33 14 OC(=0)/C=Clclccec(ccl)/C(=C(\clececcl)/C1CCCL)/cleec2e(cl)c(F)n[nH]2
34 2.0 OC(=0)/C=Clclcce(ccl)/C(=C(\clece(cclCl)F)/C1CCCl)/clecec2e(cl)c(F)n[nH]2
35 2.3 | OC(=0)/C=Clclcce(ccl)/C(=C(\clcee(cclCl)S(=0)(=0)C)/C1CCCL)/clecc2e(cl)c(F)n

[nH]2)C=C1

36 0.7 | N#Cclcce(c(cl)Cl)/C(=C(/clcec2e(cl)c(F)n[nH]2)\clcee(cecl)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1
37 2.4 COclccee(c(c1)Ch/C(=C(/clccc2e(cl)c(F)n[nH]2)\clcec(cecl)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1
38 11 OC(=0)/C=Clclcce(ccl)/C(=C(\clececclCl)/C1CCCl)/clecc2e(cl)e(F)n[nH]2

40 0.3 | OC(=0)/C=Clclccc(ccl)/C(=C(\clcee(cclS(=0)(=0)C)Cl)/C1CCCl)/clcec2e(cl)e(F)n

[nH]2
41 1.2 N#Cclcc(F)cecl/C(=C(/clccc2e(cl)c(F)n[nH]2)\clcee(cecl)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1
42 0.7 N#Cclcc(Cl)cecl/C(=C(/clccc2e(cl)c(F)n[nH]2)\c1lcee(cel)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1
43 0.5 N#Cclcc(OC)ceecl/C(=C(/cleecc2e(cl)c(F)n[nH]2)\cleee(cecl)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1
44 1.2 | N#Cclcc(cecl/C(=C(/clecc2e(cl)c(F)n[nH]2)\clcee(cel)/C=C/C(=0)0)/C1CCCL)C(F)
(F)F

45 0.8 OC(=0)/C=Clclcce(ccl)/C(=C(\cleencclCl)/C1CCCl)/clecc2e(cl)c(F)n[nH]2

48 1.2 OC(=0)/C=Clclcce(ccl)/C(=C(\clncececlCl)/CLCCCL)/clecc2e(cl)c(F)n[nH]2

50 1.1 OC(=0)/C=C/c1ccc(ccl)/C(=C(\clncceclC(F)(F)F)/CLCCCL)/clccc2e(cl)c(F)n[nH]2
51 1.7 OC(=0)/C=Clclccec(ccl)/C(=C(\clncec(cclCl)F)/CLCCCL)/clecc2e(cl)c(F)n[nH]2
54 1.1 N#Cclcc(Cl)encl/C(=C(/clcec2e(cl)e(F)n[nH]2)\clcee(cecl)/C=C/C(=0)0)/C1CCC1

4 Reésultats et discussions

Les indices de réactivité calculés par la DFT de 21 composés ayant les valeurs

d'activité les plus faibles ont éte analysés a l'aide des indices globaux : le potentiel

chimique électronique (W), I’écart énergétique (AE), I’énergie totale (Et), la dureté
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absolue (n), I’indice d’électrophilie globale (®) et I’indice de nucléophilie (N). Les

valeurs de ces indices sont rapportées dans le tableau 2.

Tableau 2: Energies HOMO et LUMO, gap énergétique, énergie totale, et indices de

réactivité globaux p, n, ® et N de dérivés de I’indazole sélectionnés.

Composé | Enomo | ErLumo AE E: n n ® N
(au) (au) (au) (au) (au) @u) | (V) | (eV)

1 -0.2321 | -0.0871 | 0.1450 | -1822.7470 | -0.1596 | 0.0651 | 4.7810 | 3.0607
8 -0.2219 | -0.0883 | 0.1336 | -1363.1472 | -0.1551 | 0.0668 | 4.9008 | 3.3383
14 -0.2197 | -0.0846 | 0.1351 | -1341.2790 | -0.1522 | 0.0676 | 4.6613 | 3.3982
28 -0.2245 | -0.0860 | 0.1385 | -1723.5000 | -0.1553 | 0.0707 | 4.7348 | 3.2675
32 -0.2288 | -0.0885 | 0.1403 | -1356.1340 | -0.1587 | 0.0690 | 4.8817 | 3.1505
33 -0.2251 | -0.0871 | 0.1380 | -1440.5190 | -0.1561 | 0.0717 | 4.8055 | 3.2512
34 -0.2335 | -0.0902 | 0.1433 | -1999.3670 | -0.1619 | 0.0725 | 4.9742 | 3.0226
35 -0.2387 | -0.0937 | 0.1450 | -2487.8800 | -0.1662 | 0.0722 | 5.1838 | 2.8811
36 -0.2380 | -0.0937 | 0.1443 | -1992.3530 | -0.1659 | 0.0696 | 5.1865 | 2.9002
37 -0.2257 | -0.0865 | 0.1392 | -2014.6370 | -0.1561 | 0.0710 | 4.7647 | 3.2349
38 -0.2295 | -0.0875 | 0.1420 | -1900.1230 | -0.1585 | 0.0725 | 4.8137 | 3.1315
40 -0.2445 | -0.0999 | 0.1446 | -2487.8380 | -0.1722 | 0.0729 | 5.5811 | 2.7233
41 -0.2361 | -0.0903 | 0.1458 | -1631.9980 | -0.1632 | 0.0719 | 4.9715 | 2.9519
42 -0.2332 | -0.0895 | 0.1437 | -1992.3480 | -0.1614 | 0.0724 | 4.9307 | 3.0308
43 -0.2301 | -0.0854 | 0.1447 | -1647.2620 | -0.1578 | 0.0730 | 4.6804 | 3.1152
44 -0.2401 | -0.0941 | 0.1460 | -1869.8180 | -0.1671 | 0.0722 | 5.2028 | 2.8430
45 -0.2363 | -0.0919 | 0.1444 | -1916.1440 | -0.1641 | 0.0732 | 5.0749 | 2.9464
48 -0.2285 | -0.0870 | 0.1415 | -1916.1490 | -0.1578 | 0.0696 | 4.7865 | 3.1587
50 -0.2299 | -0.0868 | 0.1431 | -1793.6100 | -0.1584 | 0.0716 | 4.7674 | 3.1206
51 -0.2328 | -0.0897 | 0.1431 | -2015.3900 | -0.1613 | 0.0716 | 4.9443 | 3.0417
54 -0.2363 | -0.0933 | 0.1430 | -2008.3790 | -0.1648 | 0.0715 | 5.1674 | 2.9464

L’énergic HOMO -0.34458 au du systeme de référence (TCT) a été calculée avec laméme

méthode.
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D'aprés les valeurs de 1’écart énergétique AE rapportés dans le tableau 2, les
composes sélectionnés sont stables dans le sens absolu car ils ont des valeurs faibles et
approximatives. Le compose 8 a la plus petite valeur de I'écart énergétique ce qui rend le

systéme plus réactif comparait aux autres Composes.

La valeur d’énergie totale la plus faible a été enregistrée pour le composé 35 suivi
des composés 40 et 51, ce qui signifie que le composé 35 est plus stable que les autres
composés. De plus, ces composés ont des valeurs d’énergies totales inférieures a celle de
I’ ARN-810 (composé 1), ce qui a été démontré par Andiliy Lai et al *° comme une activité
robuste dans les modeéles sensibles au tamoxiféne et résistants au tamoxifene de cancer

du sein.

Le potentiel chimique électronique (1) du composé 14 (4 = -0.1522au) est plus
élevé que celui des autres composes. Il est suivi de celui des composeés : 8 (1 =-0.1551au),
28 (U =-0.1553au), 33 (1 =-0.1561au) et 37 (u=-0.1561au), ceci indique que le composé

14 peut avoir une meilleure densité électronique d'échange avec I'environnement.

Les résultats présentés dans le tableau 2 indiquent que le composé 40 est le
nucléophile le plus pauvre de cette série et le composé 14 est I'une des meilleures
molécules nucléophiles car il se caractérise par une valeur élevée de N (N = 3.3982 eV)
et une faible valeur de ® (® = 4.6613 eV).

L'indice d’¢lectrophilie globale @ est devenu un outil puissant pour I'étude de la
réactivité des composés organiques pouvant participer aux réactions polaires. Tous les
composés sont des électrophiles forts présentant un indice d'électrophilie ® supérieur a

4,00 eV et donc montrant une réactivité élevée dans les réactions polaires. %

Ainsi, le composeé 40 (o = 5.5811 eV, tableau 2) est caractérisé par le plus haut indice
d’électrophilie, suivi des composés 44 (o = 5.2028 eV), 36 (o = 5.1865 eV), 35 (o =
5.1838 eV), 54 (m =5.1674) eV), puis 45 (o = 5.0749 eV). De plus, le composé 40 a une
faible valeur d’ICso = 0.3 nM, ce qui le rend, d’aprés la littérature “° comme le premier
composé actif de cette série. De méme, les composés 44, 36, 35 et 45 ont de faibles valeurs
d’ICso: 1.2, 0.7, 2.3, 1.1 et 0.8 nM respectivement. Par conséquent, le composé 40 est le
systéeme le plus réactif de cette série suivi par les composes 44, 36, 35, 54 et 45. Ces

résultats concordent avec ceux obtenus dans I'étude de docking moléculaire.
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5 Conclusion

Dans cette partie de travail, nous avons étudié la réactivité de 21 dérivés de
I’indazole ayant les meilleures activités a I’aide des indices globaux issus de la DFT
conceptuelle dont le but est de comprendre la relation entre la structure, la stabilité et la
réactivité chimique globale des composés étudiés. Les résultats de cette étude montrent

que :

e e composé 8 a le plus petit écart énergétique AE donc le systeme le plus réactif
par rapport aux autres.

e le composé 14 posséde une meilleure densité électronique d’échange avec
I’environnement. De plus, il est considéré comme 1’une des meilleures molécules
nucléophiles grace a une valeur elevée de I’indice de nucléophilie N et une faible
valeur de I’indice d’¢électrophile ®.

e tous les composés sont des électrophiles forts présentant un indice d'électrophilie
 supérieur a 4,00 eV montrant une réactivité élevée dans les réactions polaires.
Par conséquent, le composé 40 est le systeme le plus réactif de cette série suivi
par les composés 44, 36, 35, 54 et 45.
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Cette étude vise a concevoir un modele QSAR robuste et fiable pour prédire
I'activité anticancéreuse sur la base d'un ensemble de données de 54 dérivés de l'indazole
de SERDs. Dans ce travail, la sélection du mode¢le par 1’algorithme de recherche pas a
pas (stepwise) a été utilise pour identifier le meilleur sous-ensemble de descripteur et la
régression linéaire multiple MLR a ét¢é utilisé afin d’établir le modeéle QSAR. Le meilleur
modele obtenu contient quatre descripteurs moléculaires qui ont les proportions les plus

élevées.

Selon la qualité d'ajustement statistique, I'équation de la régression MLR a montré
un bon accord entre les activités biologiques prédites et observées. Les valeurs du
coefficient de corrélation de boots trapping R?seots et du coefficient de corrélation au carré
R%yed, entre les activités biologiques expérimentales et prédites des composés de
I'ensemble de données, ont révélé que le modele obtenu a une bonne capacité prédictive
et une bonne robustesse. De plus, I'équation MLR résultante était significative en raison
de leurs p-values inférieures au niveau de signification 0,05. Ces résultats indiquent que
I'équation MLR développée sur les dérivés de I'indazole peut étre appliquée avec succes
pour prédire l'activité anticancéreuse (cellule de cancer du sein MCF-7) contre le cancer

du sein RE+.

L'étude de docking moléculaire a été réalisé sur un ensemble d'inhibiteurs REa
avec de meilleures valeurs d'activité d’ICso dans la gamme de 0.3 - 2.5 nM a partir de
I'ensemble de données contre la protéine (ID : 3 ERT) complexé avec le 4-
hydroxytamoxifene (10,8988 kcal / mol). Les quatre principaux composés de cette série
ont des affinités de liaison élevees et de nombreuses interactions avec la cible dans la
simulation de docking. Sur la base de 1’étude des propriétés ADME, les composés 14, 43,
8 et 45 répondent aux regles de Lipinski de cing et de Veber, ce qui suggere que ces

composés théoriqguement n‘auraient pas de probléme de biodisponibilite orale.

Les dérivés d'indazole les plus actifs contre I'activité anticancéreuse étaient les composés
43 et 45. Ces composés contiennent du nitrile et du chloro pyridine, qui pourrait étre des

agents tres puissants, au niveau du cycle aryle.

Les paramétres de la réactivité globale dans cette étude ont été calculés par la
théorie de la fonctionnelle de densité conceptuelle (DFT). Les résultats ont montré que le

composé 14 est considéré comme 1’une des meilleures molécules nucléophiles grace a
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une valeur ¢levée de I’indice de nucléophilie N et une faible valeur de I’indice
d’¢lectrophile . Le composé 40 est caractérisé par I’indice d’¢électrophilie le plus élevé
(m =5,5811 eV), ceci indique que ce systeme est le plus réactif, suivi par les composés
44, 36, 35, 54 et 45. La plupart des résultats de la réactivité globale sont en accord avec

ceux obtenus par 1’étude de docking moléculaire.

Les résultats de cette etude confirment que la combinaison de différentes
méthodes de calcul fournit plus d'informations sur les SERD pour identifier de nouveaux
agents puissants qui peuvent étre utiles pour désigner des médicaments anticancereux

puissants.
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ABSTRACT

A quantitative structure-activity relationship analysis was carried out on 54
indazole derivatives using multiple linear regression (MLR) in order to develop a
meaningful QSAR model. The DFT-B3LYP method, with the basis set 6-311G, was
performed to define the structure, chemical reactivity and properties of the compounds.
This study was accompanied by molecular docking, global reactivity descriptors,
absorption, distribution, metabolism and elimination (ADME) properties on a series of
21 compounds of selective estrogen receptor degraders (SERDSs) that present the most
active compounds from the dataset. The MLR regression equation displayed a good
agreement between fitted and observed biological activities. A high average RZgoots
greater than 0.5 indicates that the obtained model has good predictive power and
robustness. In addition, an average value of R%yeqs (0.57) approximately equal to 0.6
may be taken as an indicator of good external predictability. The interactions between
the most active compounds from the indazole series and ERa targets were explored
through a molecular docking to elucidate the binding mode between the studied
compounds and corresponding protein. Based on this study compounds 14, 43, 8 and
45 have no violated Lipinski’s rule of five and Veber’s rule, suggesting that these
compounds would not have problems with oral bioavailability. Most of global reactivity
results have an agreement with those obtained in this docking study.

Keywords: ADME, DFT, Estrogen Receptor, Indazole, Molecular Docking, QSAR
Analysis, Reactivity.

Résumé

Une analyse quantitative de la relation structure-activite a été effectuée sur 54
dérivés de I’indazoles utilisant la régression linéaire multiple (MLR) afin de développer
un modele QSAR significatif. La méthode DFT-B3LYP, avec la base 6-311G, a été
effectuée pour définir la structure, la réactivité chimique et les propriétés des composes.
Cette étude a était accompagnée par le docking moléculaire, de descripteurs globaux de
la réactivité, et les propriétés Absorption,  Distribution, Métabolisme et Elimination
(ADME) sur une série de 21 composés de dégradateurs sélectifs de récepteurs
d’estrogénes (SERD) qui présentent les composés les plus actifs de I’ensemble de
données. L équation de régression MLR a montré un bon accord entre les activités
biologiques ajustées et observées. Une moyenne élevée de R%goots Supérieure a 0,5
indique que le modéle obtenu a une bonne puissance prédictive et une bonne robustesse.
De plus, une valeur moyenne de R%yreq (0,57) approximativement égale & 0,6 peut étre
considérée comme un indicateur de bonne prédictibilité externe. Les interactions entre
les composés les plus actifs de la série d’indazole et la cible du REa ont été explorées
par une docking moléculaire pour élucider le mode de liaison entre les composés étudiés
et la protéine correspondante. Selon cette étude, les composés 14, 43, 8 et 45 n’ont pas
violé larégle des cing de Lipinski et la regle de Veber, ce qui suggére que ces COmposés
n’auraient pas de probléme de biodisponibilité orale. La plupart des résultats de la
réactivite globale ont un accord avec ceux obtenus dans cette étude de docking.

Mots Clés : ADME, DFT, Récepteur aux estrogenes, Indazole, Docking Moleculaire,
Analyse QSAR, Réactivite.



