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Résumeé

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire incontrélée au sein d'un
tissu normal de I'organisme. Cependant, Il a été prouvé que les cellules tumorales présentent un
dysfonctionnement de la protéine topoisomérases de type Il, responsable du contrdle de la
topologie de I'ADN au cours des processus vitaux tels que la réparation et la réplication. Par
ailleurs, plusieurs études ont suggéré l'effet anticancéreux de la vitamine E et des y- et o-

tocophérols.

Dans cette étude, nous avons réalisé un docking moléculaire sur I’effet inhibiteur du delta-tocophérol
sur la protéine topoisomérase de type Il. Les protéines et les ligands utilisés ont été téléchargés a partir
des banques des données PDB et PubChem. La modélisation et la minimisation de 1’énergie du 6-
tocophérol a été réalisé par Chem 3D. Le docking moléculaire a été effectué par le programme
ArgusLab et les interactions entre le delta-tocophérol et La topoisomérases de type Il ont été visualisés

par Discovery studio.

Les résultats de la simulation ont montré que le delta tocophérol a une forte affinité pour la
topoisomérase avec une énergie de liaison trés faible, interprété par des interactions hydrogéne
classique et des interactions Alkyl hydrophobiques. Le delta tocophérol pourrait étre utilisé

comme un inhibiteur de la protéine topoisomérase de type Il lors du cancer.

Mots clés : topoisomérase I, 3-tocophérol, docking moléculaire, inhibiteur, cancer.



Abstract

Cancer is a disease characterized by uncontrolled cell proliferation within normal body tissue.
However, tumor cells have been shown to exhibit dysfunction of the type Il topoisomerase
protein, responsible for controlling DNA topology during vital processes such as repair and
replication. Moreover, several studies have suggested the anticancer effect of vitamin E and y-
and 6-tocopherols.

In this study, we performed a molecular docking on the inhibitory effect of delta-tocopherol on
type Il topoisomerase protein. The proteins and ligands used were downloaded from the PDB
and PubChem databases. The modeling and minimization of the energy of d-tocopherol was
carried out by Chem 3D. Molecular docking was performed by the ArgusLab program and the
interactions between delta-tocopherol and type Il topoisomerases were visualized by Discovery

studio.

The simulation results showed that delta tocopherol has a strong affinity for topoisomerase with
avery low binding energy, interpreted by classical hydrogen interactions and hydrophobic alkyl
interactions. Delta tocopherol could be used as a type Il topoisomerase protein inhibitor in

cancer.

Keywords: topoisomerase II, 8-tocopherol, molecular docking, inhibitor, cancer.
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Introduction générale

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire incontr6lée au sein d'un
tissu normal de 1'organisme, cette prolifération conduit a la formation d’une masse nommeée
tumeur qui va peu a peu envahir I’organisme, altérant son fonctionnement (Sarkar et al., 2013).
Au cours de I'évolution de la maladie, certaines cellules peuvent migrer de leur lieu de
production et conduire a la formation de tumeurs secondaires (Wilkinson, 2021). Malgré les
progres récents réalisés dans le domaine de la biologie du cancer et les thérapies qui ont été
développées, il est clair que d'autres progres sont nécessaires pour classer le cancer comme
guérissable (Nabi and Le, 2021).

Par ailleurs, Les topoisomérases humaines de type Il (Topoll) sont essentielles pour contrdler
la topologie de I'ADN dans la cellule au cours des processus vitaux tels que la réparation et la
réplication (Champoux, 2001a; Pommier et al., 2016). La Topoll génere des cassures double
brin dans le matériel génétique dans une réaction dépendante des ions métalliques (Bailly, 2012;
Deweese et al., 2008), formant un complexe transitoire de clivage Topoll/ADN (Champoux,
2001b; Nitiss, 2009; Palermo et al., 2013, 2015). Cependant, des études récentes suggérent que
I'empoisonnement spécifique de la Topolla peut étre une stratégie plus stre pour le traitement
du cancer (Delgado et al., 2018).

La vitamine E et ses effets anticancéreux ont fait I'objet de recherches approfondies au cours
des trois derniéres décennies. Plusieurs essais ont été menés pour évaluer les propriétés
anticancéreuses du Delta-tocophérol (3-tocophérol), une isoforme majeure de la vitamine E,
sur la base de I'nypothese que de nombreux cancers présentent des niveaux élevés de stress
oxydatif (Jiang, 2014). Des essais cliniques de grande envergure avec 1’alpha-tocophérol, un
antioxydant briseur de chaine, n'ont pas produit de résultats significatifs. Cela a incité a
envisager sérieusement d'autres isoformes de la vitamine E, en particulier le y tocophérol et le

d-tocophérol (Ungurianu et al., 2021).
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La modélisation moléculaire est devenue une nouvelle technique de compréhension des
phénomenes chimiques et biologique (Gao et al., 2022). Parmi les méthodes de la modélisation
moléculaire on trouve le docking moléculaire qui analyse la conformation et I'orientation des
molécules dans le site de liaison d'une cible macromoléculaire (Brooijmans and Kuntz, 2003).
Il est utile en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites
molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique,
généralement de nature protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette

protéine est impliquée (Fu et al., 2018).

Dans cette optique, notre travail a pour objectif de réaliser une simulation bioinformatique par
docking moléculaire, afin d’étudier 1’effet inhibiteur du delta-tocophérol sur la topoisomérase

Il lors du cancer.
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Chapitre 1

Revue de la littérature

I. Cancer et immunité

I.1. Historique

Hippocrate (460-370 av. J.-C.) a inventé le terme cancer a partir du mot grec karkinos, qu'il
utilisait pour désigner les tumeurs carcinomateuses, mais il n'était pas le premier a découvrir la
maladie. Certaines des premiéres preuves de cancer des os chez I'hnomme ont été trouvées en
1600 av dans des momies de I'Antiquité en Egypte (Platel, 2009). Le plus ancien cas documenté
de cancer du sein au monde remonte a 1500 avant JC dans I'Egypte ancienne, et il a été noté
qu'il n'y avait pas de traitement pour la maladie, seulement des soins palliatifs. Les tumeurs
malignes de surface ont été enlevées chirurgicalement de la méme maniere qu'elles le sont
aujourd'hui (Sudhakar, 2009).

1.2. Le cancer

Le cancer est une maladie complexe dans laquelle certaines cellules du corps se développent de
maniere incontrdlable et se propagent a d'autres parties du corps par les systemes sanguin et
lymphatique (Sarkar et al., 2013, 2007). Cette maladie caractérisée par de multiples altérations
de la physiologie cellulaire qui aboutissent éventuellement a des tumeurs malignes (Seyfried
and Shelton, 2010). Le processus biologique par lequel les cellules normales sont transformées
en cellules cancéreuses malignes fait I'objet d'un important effort de recherche depuis des
décennies (Bailar and Gornik, 1997).

En I'an 2000, Hanahan et Weinberg ont suggéré que six altérations essentielles de la physiologie
cellulaire pourraient étre a la base de la croissance cellulaire anormale (Hanahan and Weinberg,
2000a) (figure 01). Ces six altérations ont été décrites comme les caractéristiques de presque
tous les cancers et comprenaient : l'autosuffisance en signaux de croissance, l'insensibilité aux
signaux inhibiteurs de croissance (anti-croissance), I'évasion de la mort cellulaire programmee
(apoptose), la réplication illimitée potentiel, vascularisation soutenue (angiogenese) et invasion
tissulaire et métastases. L'instabilité du génome, entrainant une mutabilité accrue, était
considérée comme la caractéristique essentielle permettant de manifester les six caractéristiques
(Fouad and Aanei, 2017).
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Figure 1.1. : Les caractéristiques du cancer avec le ciblage thérapeutique (Hanahan and

Weinberg, 2011).

1.3. Transformation cellulaire

Les hallmarks du cancer proposé par Hanahan et Weinberg, ont proposé que la transformation
cellulaire implique I'acquisition d'au moins six propriétés (Hanahan and Weinberg, 2000b).
Bien que six caractéristiques du cancer soient authentiques, elles ne sont pas hiérarchisées, c'est-
a-dire moléculaires, intra-cellulaires, cellulaires, tissulaires, organiques et extra-organiques
(figure 01) (Blagosklonny, 2022) : D’abord, indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la
prolifération : les cellules normales ne se divisent que lorsqu'elles recoivent un stimulus
particulier donc les cellules tumorales n’ont plus besoin de ce signal. Ensuite, Insensibilité aux

signaux inhibiteurs, antiprolifératifs.
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Ainsi, I’apoptose ou résistance a la mort cellulaire programmée : Lorsque le stress ou les
anomalies ne peuvent pas étre éliminés, une cellule normale utilise I'apoptose pour se suicider
et les cellules tumorales ont désactivé tous ces systémes pour vivre. Egalement, la capacité
proliférative illimitée : le nombre usuel de divisions cellulaires pour une cellule humaine est de
50 a 60 (senescence cellulaire, limite de Hayflick, 2007), aprées quoi elle cesse de pouvoir se
diviser. Les cellules tumorales continuent de se diviser sans limite visible grace a ’activité de
la télomérase qui est fortement augmentée dans la plupart de ces cellules. Aussi, la capacité a
stimuler 1’angiogenése : les cellules tumorales (et la tumeur) ont un besoin important en
oxygéne pour survivre. Elles vont donc stimuler/provoquer la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins afin d’oxygéner la tumeur. Enfin, I’acquisition d’un pouvoir invasif: les cellules
tumorales sont capables de passer a I’intérieur d’un vaisseau sanguin afin d’étre transportées
dans un autre organe ou elles vont générer une seconde tumeur (métastase) Plus récemment,
deux nouvelles propriétés y ont €té ajoutées (la reprogrammation du métabolisme énergétique

et I’échappement a la destruction par le systéme immunitaire) (Hanahan and Weinberg, 2000c).
1.4. Cancer et immunité

La fonction la plus connue du systéme immunitaire est de protéger l'organisme contre les
maladies. Il aide également a maintenir I'homéostasie des tissus en éliminant les corps
apoptotiques. Son importance dans la prévention du cancer a longtemps été contestée (Pio et
al., 2019), mais elle est maintenant largement reconnue (Garaude, 2013). L'immunité innée et
adaptative se distinguent par leurs réponses immunitaires. L'immunité innée est la premiere
ligne de défense de I'organisme et repose sur la reconnaissance d'un petit nombre de signaux de
danger émis par des agents pathogénes ou des cellules hotes lorsque I'noméostasie est perturbée.
D'autres systemes de défense seront installés en plus de celui-ci, avec une immunité adaptative
et la capacité de distinguer les antigénes du soi et du non-soi, ainsi que la mémoire (Bertholom,
2021). La transformation maligne des cellules normales, en revanche, nécessite des mutations
(Vogelstein et al., 2013). Les génes mutés codent pour des protéines qui sont différentes de
celles exprimées par les cellules hotes normales, indiquant que la cellule tumorale est une cible
non-soi pour le systeme immunitaire adaptatif (Tomasetti et al., 2013). Les néo-antigenes, ou
antigénes tumoraux, sont des peptides capables de déclencher cette réponse immunitaire
adaptative (Becht et al., 2015).
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1.5. Immunosurveillance et « immunoediting »

La théorie de I'immunosurveillance du cancer de Burnet et Thomas a d'abord encapsulé l'idée
que le systeme immunitaire peut découvrir et éliminer les cellules altérées naissantes. Cette
théorie a été rapidement abandonnée en raison d'un manque de données expérimentales solides

soutenant le concept (Kim et al., 2007).

De nouveaux résultats, démontrent sans ambiguité la présence de I'immunosurveillance du
cancer et suggéerent qu'elle pourrait servir de composante d'un processus plus large hommé
immunoediting du cancer (La théorie des 3E). Ce mécanisme est chargé a la fois d'éradiquer
les tumeurs et de faconner les phénotypes immunogenes des cancers qui surviennent chez les
hétes immunocompétents (Dunn et al., 2002a). Cela se produit & la suite d'un processus
dynamique qui comprend trois étapes : élimination, équilibre et évasion (figure 02) (Huang et
al., 2019).
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Figure 1.2. Immunoediting du cancer (La théorie des 3E) (Schreiber et al., 2011).
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IFN : interféron, NK : natural killer, NKT cell: natural killer T, CD8+T cell: cytotoxic T
lymphocyte, CD4+T cell: T helper lymphocyte, DC : dendriticcell, IL : interleukin, M@:
macrophage, MDCS: Myeloiddendritic cells, NKG2D : natural killer Group2D, TRAIL :
tumornecrosis factor related apoptosis inducing ligand, CTLA4 : cytotoxicT-lymphocyte
associated antigene-4, PD1 : programmed cell deathl, Treg : lymphocytes T régulateurs, TGF-
B : transforminggrowth factor beta, yé t cells: Gamma delta T cells, IDO
indolamine2,3dioxygenase, TNF : tumornecrosis factor.

I.5.1. Phase d’élimination

Dans la premiére phase d'élimination, les cellules et les molécules de I'immunité innée et
adaptative peuvent éliminer la tumeur en formation et protéger I'h6te de la croissance tumorale,
et également elle est responsable de I'élimination rapide des cellules tumorales lorsqu'elles

acquierent des mutations somatiques (figure 03) (Mittal et al., 2014a).

Figure 1.3. Phase d'élimination du processus d'immunoédition du cancer (Dunn et al.,
2002Db). L'élimination est une phase de I'immunoediting du cancer ou les systemes
immunitaires inné et adaptatif détectent et détruisent ensemble les tumeurs précoces avant
qu'elles ne deviennent cliniquement visibles. Les cellules normales (bleues) sont transformées
en cellules tumorales par des agents cancérigénes et d'autres insultes génotoxiques ainsi que
I'échec des mécanismes suppresseurs de tumeurs intrinséques (par exemple p53, ATM).
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Ces cellules tumorales expriment des molécules induites par le stress telles que la
calréticuline de surface, des antigenes tumoraux dans le contexte des molécules du CMH de
classe | et/ou des ligands NKG2D reconnus par les cellules effectrices CD8+ et les cellules
NK, respectivement. Les CD peuvent également capter et présenter de maniere croisée des
antigenes tumoraux aux cellules T, y compris les cellules NKT (antigénes glycolipidiques se
présentant via CD1d). Ces cellules effectrices activées libérent de I'lFN-y qui peut induire des
effets anti-tumoraux en inhibant la prolifération des cellules tumorales et I'angiogenése. Les
lymphocytes T CD8+ peuvent induire I'apoptose des cellules tumorales en interagissant avec
les récepteurs Fas et TRAIL sur les cellules tumorales, ou en secrétant de la perforine et des
granzymes. Les cellules T effectrices expriment des molécules co-stimulatrices telles que
CD28, CD137, GITR, OX40 qui améliorent leur prolifération et leur survie. Les lymphocytes
T yd peuvent également reconnaitre et tuer des tumeurs exprimant des ligands NKG2D
(MICA/B chez I'nomme). Les cellules immunitaires innées telles que les macrophages (M1)
et les granulocytes contribuent également a I'immunité anti-tumorale en sécrétant TNF-a., IL-
1, IL-12 et ROS. Dans la phase d'élimination, I'équilibre est vers I'immunité anti-tumorale en
raison d'une augmentation de I'expression des antigenes tumoraux, du CMH de classe I, du
récepteur Fas et TRAIL sur les cellules tumorales et de la perforine, des granzymes, de I'lFN-
a/B/y, de I'IL-1, IL-12, TNF-a dans le microenvironnement tumoral (Mittal et al., 2014b).

1.5.2. Phase d’équilibre

La phase d'équilibre commence lorsque quelques cellules tumorales deviennent résistantes aux
cellules immunitaires effectrices de la phase initiale d'élimination. Dans ce processus, le
systeme immunitaire maintient la tumeur en état de dormance fonctionnelle et I'immunité
adaptative limite la croissance des cellules tumorales cliniquement indétectables et modifie
I'immunogeénicité des cellules tumorales. L'équilibre est probablement la plus longue des trois
phases et peut se produire sur une période de plusieurs années (figure 04) (Borroni and Grizzi,
2021).
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Figure 1.4. Phase d’équilibre de I'immunoediting du cancer (Mittal et al., 2014c). Dans
cette phase, le systéme immunitaire maintient la tumeur dans un état de dormance
fonctionnelle. Certaines cellules tumorales subissent des modifications génétiques et
épigénétiques et, en raison d'une pression immunitaire constante, des variants de cellules
tumorales évoluent qui résistent a la reconnaissance immunitaire (perte d'antigéne ou défauts
de présentation de I'antigéne) et induisent une immunosuppression (PDL1). La phase
d'équilibre est un équilibre entre les cytokines anti-tumorales (IL-12, IFN-y) et promotrices de
tumeurs (IL-10, IL-23). Dans la phase d'équilibre de I'immunoédition du cancer, le systeme
immunitaire maintient la tumeur dans un état de dormance fonctionnelle. Certaines cellules
tumorales subissent des modifications génétiques et épigénétiques et, en raison d'une pression
immunitaire constante, des variants de cellules tumorales évoluent qui résistent a la
reconnaissance immunitaire (perte d'antigéne ou défauts de présentation de I'antigene) et
induisent une immunosuppression (PDL1). La phase d'équilibre est un équilibre entre les
cytokines anti-tumorales (IL-12, IFN-y) et promotrices de tumeurs (IL-10, IL-23). Le systéeme
immunitaire adaptatif est nécessaire pour maintenir la tumeur dans un état fonctionnellement
dormant tandis que les cellules NK et les cytokines telles que I'IL-4, I'IL-17A et I'lFN-o/p sont
indispensables (Mittal et al., 2014b).

1.5.3. Phase d’échappement

La derniére phase d'échappement, comprend des cellules tumorales échappant au controle
immunologique, entrainant un développement tumoral sans restriction (Mellman et al., 2011).
Ces variations peuvent finalement contourner le systeme immunitaire par un certain nombre de

méthodes et devenir cliniquement identifiables (figure 05) (Khong and Restifo, 2002).
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Figure 1.5. Phase d’échappement de ’immunité tumorale (Mittal et al., 2014c). Au cours
de la phase d'échappement de I'immunoédition du cancer, le systéme immunitaire ne parvient
pas a limiter la croissance tumorale et les cellules tumorales émergent, provoquant une
maladie cliniqguement apparente. Dans cette phase, les cellules tumorales échappent a la
reconnaissance immunitaire (perte des antigenes tumoraux, CMH de classe | ou molécules co-
stimulatrices), expriment des molécules de résistance accrue (STAT-3), de survie (molécule
anti-apoptotique bcl2) et d'immunosuppression (IDO, TDO, PD-L1, galectine-1/3/9, CD39,
CD73, récepteurs de I'adénosine) et sécretent les cytokines VEGF, TGF-, IL-6, M-CSF qui
améliorent I'angiogenése. De plus, les MDSC, les macrophages M2 et les DC peuvent
également exprimer des molécules immunorégulatrices telles que I'arginase, I'INOS et I'IDO
et sécréter des cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B qui peuvent inhiber la
prolifération des CD8+ ou induire I'apoptose. Les MDSC et les IDO exprimant des DC
induisent également la génération de cellules T régulatrices. L'IDO, l'arginase, le CD39 et le
CD73 sont des enzymes immunorégulatrices tandis que I'DO catabolise le tryptophane en
kyneurénine, l'arginase catabolise la L-arginine en ornithine et en urée, le CD39 métabolise
I'’ATP en AMP qui peut ensuite &tre métabolise en adénosine par CD73. L'adénosine peut se
lier aux récepteurs de I'adénosine - A2aR et A2bR exprimés sur les cellules tumorales, les
cellules endothéliales et les cellules immunitaires. Les cellules T, y compris les Tregs,
peuvent exprimer des récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, CTLA-4, Tim-3 et LAG-3 qui
suppriment la réponse immunitaire anti-tumorale et favorisent I'excroissance tumorale. Dans
la phase d'échappement, la balance est biaisée vers la progression tumorale en raison de la
présence de cytokines immunosuppressives et de molécules telles qu’IL-10, TGF-B, VEGF,
IDO, PD-L1 (Mittal et al., 2014d).
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1.6. Protéine topo isomérase Il

Les topoisomérases été découvertes par James Wang et Martin Gellert (Lee and Berger, 2019a),
ce sont des enzymes nécessaires a la réplication, a la transcription, a la ségrégation

chromosomique et a la recombinaison de I'ADN (Leppard and Champoux, 2005).

Les topoisomérases de type II sont des enzymes qui coupent les deux brins de 1’hélice d’ADN
et les super colis (Deweese et al., 2009). Ils utilisent I’hydrolyse de I’ATP, a la différence de la
topoisomérase type I. Dans ce processus, ces enzymes modifient I'architecture et le nombre de
liaison de ’ADN (figure 06) (Vann et al., 2021a). En raison de leur caractére dualiste, les
topoisomérases de type Il sont les cibles d'une variété de médicaments anticancéreux
couramment utilisés (Pommier et al., 2010). Les poisons de la topoisomérase Il se présentent
sous diverses formes structurelles, notamment les médicaments anticancereux, les suppléments

nutritionnels et les toxines environnementales (Vann et al., 2021b).

Catalytic Inhibitors

Anticancer Drugs
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: Mutagenesis
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J

Figure 1.6. Equilibrage du clivage de I'ADN médié par la topoisomérase Il (Vann et al.,
2021a).
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1.7. Structure de la topoisomérase de type 11

Les topoisomeérases de type Il sont classées en deux types : le type 1A et le type IIB (Corbett,
2003a). Les topoisomérase 1A comprennent : les enzymes ADN gyrase, la topoisomérase
eucaryote Il et la topoisomérase bactérienne (topoisomérase 1V) (Wendorff et al., 2012). Par
contre, les topoisomérase 11B sont structurellement et biochimique distinctes et comprennent

un seul membre de la famille (topoisomérase V1) (figure 07) (Pommier et al., 2022).

La structure primaire de la topoisomérase I1A (170KDa) et 11B (183 KDa) sont trés similaire et
peuvent étre divisés en 3 domaines basés sur I’homologie de séquence avec 1’enzyme bactérien
de type II, ’ADN gyrase (Kellner et al., 2002; Nitiss, 2009b). Le domaine N-terminale (670
acides aminés), cette partie contient le site de liaison et I’hydrolyse de I’ATP (Vann et al.,
2021a).

Ensuite, le domaine centrale (670 — 1200 acides aminés), cette partie contient la tyrosine de site
actif (805 acides aminés pour la topoisomérase 1A et 821 acides aminés pour la topoisomérase
IIB) requise pour le clivage et ligature de I’ADN (Champoux, 2001a; Worland and Wang,
1989). Enfin, le domaine C-terminale (1201 — 1521 acides aminés pour la topoisomérase 1A et
1201-1621 acides aminés pour la topoisomérase 1I1B) (DeVore et al., 1992; Shiozaki and
Yanagida, 1992; Wells et al., 1994), ce domaine contient des séquences de localisation
nucléaire et des sites de phosphorylation (McClendon and Osheroff, 2007).

Les topoisomérases de type I1A et de type 1IB peuvent faire passer un duplex d'ADN a travers
un autre d'une maniére dépendante de I'ATP. Le réle de I'ATP dans la réaction de passage de
brin est inconnu, en particulier pour la famille de type I1B (topoisomérase V1) (Bergerat et al.,
1997b ; Nichols, 1999c¢). Nous avons résolu la structure de la sous-unité de liaison a I'ATP de
la topoisomérase VI (topoVI-B) en deux états : monomeére sans ligand et dimeére lié aux
nucléotides (Zharkov, 2002). L'ensemble de la région ATPase de 40 a 43 kDa des
topoisomérases de type 1A et des protéines MutL est hautement structurellement homologue
au topoVI-B (Ban and Yang, 1998 ; Wigley et al., 1991). La dimérisation de TopoVI-B est
causée par la liaison des nucléotides, ce qui provoque des changements conformationnels
spectaculaires au sein de chaque protomeére (figure 08). Certains organismes ont deux
isoformes de la topoisomérase Il : I1A et IIB et dans le cancer, la topoisomérase I1A est

fortement exprimée dans les cellules hautement proliférantes.
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Figure 1.7. Types de la topoisomérase de type Il (Corbett, 2003b). (A) : Organisation de
domaine des topoisomeérases de type Il, (B) : Alignement de séquence basé sur la structure de
topoVI-B' avec les régions ATPase de E, (C) : Structure de la forme monomeére du topoVI-B'.
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Figure 1.8. Comparaison des structures des diméres de la topoisomérase VI-B’, GyrB et
MutL (Corbett and Berger, 2003c).
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1.7.1. Structure chimique de certains des inhibiteurs catalytiques du topo isomérase 11

Les enzymes topoisomérase Il peuvent atteindre une variété d'états conformationnels en raison
de changements structurels importants qui se produisent pendant le transport du segment T a
travers la porte générée. En théorie, le piégeage de l'enzyme dans n'importe quel état
conformationnel permet la manipulation de 'activité de la topoisomérase II (Pogorelénik et al.,
2015). A ce jour, deux types d'inhibiteurs du Top Il ont été identifiés et décrits : les poisons de

la topoisomerase et les inhibiteurs catalytiques (\Vos et al., 2011b).

Poisons qui inhibent la topoisomérase Le premier des deux types d'inhibiteurs Top Il sont les
poisons de la topoisomérase Il (poisons Top I1). lls inhibent la capacité de Top Il a religuer les
brins d'/ADN clivés. Les poisons Top Il agissent en empéchant les extrémités d'ADN briseées de
se rejoindre a la suite du glissement des molécules de poison Top Il entre les bases azotées
scindées (de Almeida et al., 2017).

Les inhibiteurs catalytiques de la topoisomérase Il sont des composes qui altérent I'activité
catalytique globale sans augmenter la concentration des complexes de clivage (Andoh and
Ishida, 1998; Deweese and Osheroff, 2009; Larsen et al., 2003; Nitiss, 2009c). Des inhibiteurs
ont été décrits qui agissent a différentes étapes du cycle catalytique de la topoisomérase I, y
compris la liaison & I'ADN, Liaison & I'ATP, hydrolyse de I'ATP et clivage de I'ADN (Minniti
et al., 2017). Selon I'étape du cycle catalytique ciblée, les inhibiteurs peuvent avoir des effets
cellulaires tres différents. Par exemple, un inhibiteur qui bloque la liaison de la topoisomérase
Il a 'ADN privera la cellule de toutes les fonctions essentielles de I'enzyme, y compris les
fonctions structurelles. Alternativement, un inhibiteur qui bloque la liaison de I'ATP privera la
cellule des fonctions catalytiques de la topoisomérase Il, tandis qu'un inhibiteur qui bloque
I'nydrolyse de I'ATP gélera la porte N-terminale dans une conformation fermée, piégeant la
topoisomérase 11 sur I'ADN et bloquer les processus d'acide nucléique critiques (Vann et al.,
2021b).

En répliquant I'ADN cassé, les cellules provoquent de maniere permanente une rupture double
brin de I'ADN (Bailly, 2012). De plus, la réplication de I'ADN endommagé active la voie de
réponse aux dommages de I'ADN, ce qui entraine géneralement la mort des cellules cancéreuses

via la voie apoptotique (Buzun et al., 2020).
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1.8. Roles de la topoisomérase Il

Les topoisomérases de type 11 sont des enzymes présentes dans toutes les parties de la vie qui
peuvent modifier la superhélicité de I'ADN et dissocier les segments d’ADN double brin lors

de la réplication et de la transcription (Vos et al., 2011a).

Les rbles des topoisomérases de types IIB sont moins bien compris contrairement aux
topoisomérases de type IIA (Watson and Crick, 1953). Les topoisomeérases de type IIB ne
peuvent pas simplifier la topologie de I’ADN mais elles partagent plusieurs caractéristiques
structurelles avec les topoisomérases de type IIA (Larsen et al., 1996). Ils ont la capacité
spéciale de détendre I’ADN a un état inférieur a celui de 1’équilibre thermodynamique, une
caractéristique contrairement aux topoisomérases de type 1IB (Madabhushi, 2018). Cette
capacité connue sous le nom de simplification de la topologie. Les deux classes de
topoisomérases possédent un mécanisme de passage de brin et une structure de domaine
similaires, mais également plusieurs différences importantes. Par exemple, les topoisomérases
de type IIA forment des cassures double brin de quatre paires de bases. Tandis que, les

topoisomérases de type 1B forment des cassures double brin de deux bases (Buzun et al., 2020).

Les topoisomérases d'/ADN de type Il sont des enzymes biologiques qui provoquent des
fractures transitoires dans les chromosomes pour permettre a un segment d'ADN double brin
de passer a travers un autre (Kreuzer and Cozzarelli, 1980). L'activité de passage de brin des
topoisomérases de type 11 est nécessaire pour une variété de fonctions importantes (Zechiedrich
and Osheroff, 1990). La sous-classe de la topoisomérase de type 1A catalyse le transit des brins
en ouvrant et en fermant progressivement trois interfaces sous-unité-sous-unité dissociables
appelées « portes » de maniere contrdlée par I'ATP (Figure 09). Pendant le transit des brins,
les topoisomérases de type Il doivent cliver et ligaturer a plusieurs reprises I'ADN tout en

empéchant la création de cassures double brin génotoxiques chroniques (Blower et al., 2019).
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T-release T-transport

Figure 1.9. Réaction de passage de brin (Clarke and Azuma, 2017). (i) L'ADN du segment G
se lie au noyau catalytique (orange/jaune/rouge), (ii) L'ADN du segment T capturé par la porte
N (violet/bleu), clivage du segment G, (iii) Transport du segment T, Ligature du segment G,
(iv) libération du segment T de la porte C (vert). Le domaine C-terminal (CTD ; gris).

1.8.1 Les roles de I'ADN topoisomérase Il au cours du cycle cellulaire

Toutes les cellules eucaryotes ont besoin d’/ADN topoisomérase 1l (topo Il) pour survivre. La
Topo Il fonctionne comme une enzyme ainsi que comme un composant structurel de la matrice
nucléaire (Batty and Gerlich, 2019). 1l module les états topologiques de I'ADN par le clivage
transitoire et la relégation de I'ADN double brin, entrainant la décaténation des molécules
d'ADN enchevétrées et la relaxation de I'ADN super enroulé. La Topo Il est nécessaire pour la
condensation et la ségrégation chromosomique et elle joue un réle crucial dans la réplication de
I'ADN (Nagasaka et al., 2016). L'expression de Topo Il dépend du cycle cellulaire (figure 10),
avec des taux de protéines et une activité catalytique maximales dans la phase G2/M (Larsen et
al., 1996).
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Figure 1.10. Roles du topo 11 tout au long du cycle cellulaire (Lee and Berger, 2019c).

1.8.2. Roles non catalytiques du domaine C-terminal de la topoisomérase Ilo

L'ADN topoisomérase II (Topo Ila) est une enzyme omniprésente chez les eucaryotes qui
effectue la réaction de passage de brin, qui consiste a faire passer une double hélice d'ADN a
travers une autre double hélice (Lyu et al., 2006). Cette réaction unique en son genre est
essentielle pour une variété de processus cellulaires. Cependant, I'enzyme possede également
un domaine C-terminal (CTD) (figure 11) qui est largement inutile pour la réaction de passage
de brin mais qui est essentiel pour la fidélité de la division cellulaire (Grue et al., 1998, Clarke
and Azuma, 2017a).
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Fish IVPRAQAGRQKKPVTY

Figure 1.11. Composants du Topo Ila domaine C-terminal (CTD) humain (Clarke and
Azuma, 2017b). ChT : I'attache de chromatine ; cLys : cluster of Lysine ; A-S-P ; red : Motif
sérine imbriqué Acid-Patch.

1.9. ADN topoisomerases dans les cellules cancéreuse

Les protéines TOP2 se lient aux régions du complexe pré-réplicatif dans les cellules pendant
les phases M, G1 précoce et G1/S du cycle cellulaire pour contrbler le déclenchement des
origines de réplication(Liani-Leibson et al., 2014; McNamara et al., 2008; Schoeffler and
Berger, 2008).

L'instabilité du génome est I'une des hallmarks des cellules cancéreuses (Ganguly et al., 2007).
Le point de contrdle de la décaténation chromosomique (la dissociation des composants d'une
structure en anneau ou en chaine de I'ADN) est essentiel pour le démélage de la chromatine et
est défectueux dans les cellules cancéreuses. L'ADN topoisomérase TOP2A joue un réle
important lors de la décaténation chromosomique (Wang, 2002).

18




Chapitre 1. Revue de la littérature

A la suite de la réplication de 'ADN cellulaire en phase S, des chromatides sceurs caténées se
forment (Deming et al.,, 2001). Afin de permettre une condensation et une ségrégation
chromosomiques appropriées, les caténations de chromatides doivent étre supprimées avant le
début de la phase M. Dans la phase G2 du cycle cellulaire, TOP2A décaténe I'ADN
chromosomique. Le processus de décaténation chromosomique est surveillé par un point de
controle de phase G2, nommeé point de contr6le de décaténation (Abdurashidova et al., 2007).
Le point de contrble de la décaténation retarde I'entrée en mitose jusqu'a ce que tous les
chromosomes aient été décaténés. Des études récentes ont montré que TOP2A est essentiel pour
la signalisation du point de contrdle de la décaténation (Rampakakis and Zannis-Hadjopoulos,
2009).

Luo et ses colléegues ont montré que TOP2A subit une phosphorylation a la position Serine-
1524 lors de l'activation du point de contréle (Damelin and Bestor, 2007). La forme
phosphorylée de TOP2A interagit avec et recrute MDC1 (médiateur de la protéine 1 du point
de contr6le des dommages a I'ADN) au niveau de la chromatine (Bower et al., 2010). Cette
interaction entre TOP2A et MDC1 est essentielle pour I'activation efficace du point de controle
de décaténation (Nakagawa et al., 2004). De nombreuses preuves montrent que le point de
contrdle de la décaténation est défectueux dans différents types de cellules cancéreuses,
notamment le cancer du poumon, la leucémie, le mélanome, le cancer du c6lon et le cancer de

la vessie (Jain et al., 2015).
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I1.1. Vitamine E

La vitamine E a été découverte par Evans et Bishop en 1922 (Bell, 1987), il y a pres d'un siécle.
C’est une vitamine liposoluble qui se présente sous huit isoformes naturelles : a, B, 6, v

isoformes de tocophérol et a, B, 3, y isoformes de tocotriénol (Mohd Zaffarin et al., 2020a).
11.2. Structure chimique, Métabolisme et Sources de vitamine E
11.2.1 Structure chimique de la vitamine E

La famille de la vitamine E est composée de huit analogues de chromanol qui sont divisés en
deux sous-familles : les tocophérols (TP) et les tocotriénols (T-3) (Ahsan et al., 2015). La chaine
hydrocarbonée au niveau du chromanol-C2 distingue ces familles (Szymanska et al., 2020).
Les T-3 ont une chaine latérale isoprénoide C2 avec trois doubles liaisons non conjuguées (C3'—
C4', C7-C8', C11'-C12’), tandis que les TP ont une chaine entie¢rement saturée (Shahidi and
de Camargo, 2016). Les quatre analogues naturels de TP et T-3 (a-, B-, v-, 8-) ne different les
uns des autres que par des substitutions méthyle en C5, C7 et C8 sur le cycle chromanol
aromatique (figure 12 et 13) (Roselt et al., 2020a).

R4

CHs
Tocopherol
Subgroups R, R,
Alpha (a) CH, CH,
Beta (B) CH, H
Gamma (y) H CH,
Delta (38) H H

Tocotrienol

Figure 1.12. Structures chimiques du tocophérol et du tocotriénol (Mohd Zaffarin et al.,
2020b).
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‘ Function® *'::‘ Signalling - Hydrophobic docking
(redox; apoptosis) e.g., PP2A/PKi (membranes/lipoproteins)

Figure 1.13. Structure chimique du tocotriénol (T-3) et biologie moléculaire de ses
principaux domaines structuraux (Roselt et al., 2020D).

11.2.2. Métabolisme

La vitamine E est une composante des membranes cellulaires et des lipoprotéines ou elle agit
comme une barriére contre les radicaux libres et joue un rdle important pour limiter la
peroxydation des lipides, notamment du LDL (Low Density Lipoprotein/Cholestérol LDL)
(figure 14) (Fulan et al., 2011). Des études, effectuées sur des modeles animaux ou cellulaires
(Kryukov et al., 2003), ont montré que I’action bénéfique contre le cancer du sein de la vitamine
E pourrait s’expliquer par la stimulation du sentier de signalisation du récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes-gamma (PPAR-gamma pour Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-gamma) (Baveye et al., 2000a). Ainsi, la voie PPAR-gamma a été associeée a
I’inhibition de marqueurs inflammatoires tels que COX-2 (CycloOXygenase 2/Cyclo-
oxygénase 2) (Baveye et al., 2000Db), et interférerait avec la voie inflammatoire NF-xB (Burrow
et al., 2011; Gibbons, 2011). L’action de la vitamine E sur la diminution du stress oxydatif
pourrait également passer par 1’induction du facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2) (Kensler et al., 2007), qui régule ’expression de génes de la
défense antioxydante (Kim et al., 2012), ou par I’induction de 1’apoptose au niveau des cellules

cancéreuses mammaires (Herrera and Barbas, 2001).
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Figure 1.14. Transport de la vitamine E au sein des lipoprotéines plasmatiques chez
I’homme (Cuvelier et al., 2003). VLDL.: very low-density lipoproteins; LDL: Low Density
Lipoprotein/Cholesterol. La vitamine est absorbée au niveau de I’intestin en présence des
lipides et des sels biliaires. Les esters des vitamine E sont hydrolysés puis assimilés par la paroi
intestinale. Au niveau plasmatique elle est transportée dans un premier temps par les
chylomicrons vers le tissu adipeux et le foie. Les autres lipoprotéines prennent le relai pour la
distribution aux tissus périphériques. Elle est stockée au niveau des tissus adipeux et au niveau
cellulaire elles se fixe particulierement aux membres cellulaires et la membrane mitochondriale.

11.2.3 Sources alimentaires

La vitamine E peut étre trouvée dans une variété d'aliments et d'huiles. L'alpha-tocophérol est
abondant dans les noix, les graines et les huiles végétales, et il est également présent dans les
légumes a feuilles vertes et les céréales enrichies (Rizvi et al., 2014a). Les tocotriénols,
membres de la famille de la vitamine E, sont des composés naturels présents dans une variété
d'huiles végétales, de germe de blé, d'orge et de certaines noix et céréales (Qureshi et al., 2000

; Tan and Brzuskiewicz, 1989).

Les meilleures sources de ces formes de vitamine E sont les huiles végétales, en particulier
I'nuile de palme et I'huile de son de riz, qui contiennent des niveaux plus élevés de tocotriénols
(Aggarwal et al., 2010). L'huile de pépins de pamplemousse, lI'avoine, les noisettes, le mais,
I'nuile d'olive, les baies de nerprun, le seigle, I'huile de graines de lin, I'huile de graines de pavot

et I'huile de tournesol sont également des sources de tocotriénols (Kannappan et al., 2012a).
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11.3. Effets anticancéreux de la vitamine E

Plusieurs études ont été menées pour étudier la relation entre le risque de cancer et la vitamine
E (Burton et al., 1983). Les propriétés anticancereuses de la vitamine E ont été attribuées
principalement & ses mécanismes anti-oxydants, anti-inflammatoires, anti-prolifératifs, anti-
angiogéniques, immunomodulateurs et & l'inhibition de I'enzyme HMG CoA réductase
(Abraham et al., 2019c¢).

11.3.1 Effet anti-oxydant

La pathogenese de divers cancers, a été liée au stress oxydatif. En raison de la présence
d'hydrogene phénolique dans leur cycle chromanol, toutes les isoformes de la vitamine E
piégent les espéces réactives de I'oxygene (Mahmood et al., 2020). Sous stress oxydatif, des
réactions en chaine radicalaires se produisent a la fois dans le corps humain et chez les animaux
de laboratoire, entrainant une peroxydation des lipides (Higgins et al., 2020). La vitamine E est
essentielle pour prévenir la peroxydation des lipides et protéger les membranes biologiques en
brisant la réaction en chaine des radicaux libres (Feki et al., 2001).

Le y-tocophérol et le 3-tocophérol sont les isoformes de tocophérol les plus puissantes car elles
ont une position C-5 non méthylée sur le cycle chromanol. En formant du 5 nitro-y-tocophérol,
ces isoformes peuvent détoxifier les espéces azotées réactives telles que le NO2 et le

peroxynitrite (Kensler et al., 2007).
11.3.2 Effet anti-inflammatoire

Des études mécanistes récentes montrent que 1’y-tocophérol (yT), I’d-tocophérol et 1’y-
tocotrienol, ont des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires uniques qui surpassent 1'aT
dans la prévention et le traitement des maladies chroniques (Balkwill and Mantovani, 2001 ;
McGeer, 2001). Ces formes de vitamine E récuperent les especes azotées réactives, inhibent les
eicosanoides catalysés par la cyclooxygénase et la 5-lipoxygénase et suppriment les voies de
signalisation pro-inflammatoires telles que NF-B et STAT3/6 (figure 15) (Grivennikov et al.,
2010 ; Park et al., 2010). Des études animales et humaines appuient les conclusions mécanistes
selon lesquelles le YT et les tocotriénols peuvent étre bénéfiques dans le traitement des maladies

liées a I'inflammation (Jiang, 2014b).
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Figure 1.15. Activités et mécanismes anti-inflammatoires des formes de vitamine E et des
carboxychromanols a longue chaine (Jiang, 2014c). oT, BT, yT et 6T : a-, B-, y- et o-
tocophérol, aTE, PTE, yTE et 8TE: a-, B-, y- et od-tocotriénol, 13'-COOH: 13'-
carboxychromanol, 5-LOX: 5-lipoxygénase, COX: cyclooxygénase, NF-kB: facteur nucléaire
kB, STAT: transducteur de signal et activateur de transcription, CEBP: CCAAT-enhancer
binding protein, PGE2: prostaglandine E>, LTBa4: leucotriene Ba.

11.3.3 Effet anti-prolifératif

La vitamine E inhibe la prolifération cellulaire en induisant lI'apoptose et l'arrét du cycle
cellulaire (Dubourdeau et al., 2010). L'apoptose se produit via une voie extrinseque médiée par
la signalisation du récepteur de mort ou une voie intrinseque médiée par la perturbation
mitochondriale et la libération de cytochrome c dans le cytosol (Ripple et al., 2010). Les deux
voies aboutissent finalement a I'activation des caspases d'exécution, en particulier la caspase-3
(Ungurianu et al., 2021b), et au clivage de la poly-ADP-ribose-polymérase (PARP) (Husain et
al., 2011). Parmi les tocophérols, le 6-tocophérol et le y-tocophérol sont plus efficaces que 1'a-
tocophérol pour induire lI'apoptose (Li et al., 2011). Ces composés agissent principalement en
activant les caspase-9 et -3 (Johnson and Jarvis, 2004). Il convient de noter que Jian et al ont
découvert un mécanisme indépendant de la caspase dans les cellules LNCaP sensibles aux

androgénes, qui était inhibé par le y-tocophérol (Marcelli et al., 1998).
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Les tocotrienols induisent I'apoptose par divers mécanismes, notamment l'activation des
récepteurs de la mort (Ahn et al., 2007), l'augmentation du rapport Bax/Bcl-2 et I'activation de
p53, ce qui conduit a l'activation de la caspase 9 (Ramadan et al., 2019). Les tocotriénols
inhibent la voie de signalisation NF-B, provoquant I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire G1
(Cartier et al., 2012). La voie de signalisation Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3k)
/PI3Kdependent kinase-1 (PDK-1) /Akt a été liée a la croissance et a la survie des cellules
cancéreuses (Haga et al., 2009). En amont du récepteur du facteur de croissance épidermique
(récepteur EGF) ErbB3, le y-tocotriénol s'est avéré bloquer la signalisation mitogénique
P13k/PDK-1/Akt (Samant and Sylvester, 2006).

Il a été découvert que le 6-tocotriénol et le a-succinate de tocophéryle induisent I'apoptose dans
les lignées cellulaires de cancer du sein humain en activant les voies apoptotiques du facteur de
croissance transformant -B (TGF-B) et Fas, ce qui conduit a l'activation du facteur de
transcription c-Jun et au mouvement de Bax dans les mitochondries, entrainant la libération de

cytochrome c et I'apoptose (Abraham et al., 2019c).
11.3.4 Effet anti-angiogénique

Des études in vitro ont été menées sur les propriétés anti-angiogéniques des composés de
vitamine E, en mettant I'accent sur le tocotriénol (Miyazawa et al., 2004). Le tocotriénol, mais
pas le tocophérol, a inhibé a la fois la prolifération cellulaire et la formation de tubes dans les
cellules endothéliales aortiques bovines, le delta-tocotriénol montrant le plus d'activité
(Inokuchi et al., 2003). Le delta-tocotriénol a également inhibé la formation de tubes par les
cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine stimulées par le facteur de croissance
endothélial vasculaire (Wells et al., 2010). Le tocotriénol a le potentiel d'étre utilisé comme
complément alimentaire thérapeutique pour réduire I'angiogenese tumorale (Inokuchi et al.,
2003).
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I11. Docking moléculaire
111.1. Définition

En biologie moléculaire structurale et en conception de médicaments assistée par ordinateur, le
docking moléculaire est un outil important (Sliwoski et al., 2014). Le but de docking ligand-
protéine est d'anticiper le ou les modes de liaison les plus courants d'un ligand avec une protéine
ayant une structure tridimensionnelle connue (Hendlich, 1998). Les algorithmes d'amarrage
réussis explorent efficacement les espaces de grande dimension et utilisent un systeme de
notation qui évalue avec précision les amarrages candidats. Le docking peut étre utilisé pour
effectuer un criblage virtuel sur de vastes bibliothéques de composeés, évaluer les résultats et
fournir des théories structurelles sur la fagcon dont les ligands inhibent la cible (figure 16), ce
qui est extrémement utile dans I'optimisation des pistes. Les structures d'entrée pour l'ancrage
sont tout aussi cruciales que I'ancrage lui-méme, et l'interprétation des résultats des méthodes
de recherche stochastiques peut parfois étre difficile (Morris and Lim-Wilby, 2008).

Target Ligand Complex

docking
: T :-
+ }{(9 docking R
’/"

Figure 1.16. Représentation schématique du Docking (2021).
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111.2. Types de Docking
Il existe trois types de docking moléculaire :

111.2.1. Docking rigide

La conformation des ligands et des récepteurs ne change pas pendant le calcul Rigid Docking,
seule la position spatiale et la posture des deux molécules changent (Ewing et al., 2001). La
conformation spatiale du ligand et du récepteur est supposée étre fixe dans ce type de simulation
d'amarrage (figure 17). En raison de la difficulté de calcul et de la quantité de calcul les plus
simples, cette approche d'ancrage est la plus pratique (Chen et al., 2020a). En conséquence, il
est idéal pour étudier les systéemes docking avec des structures relativement grandes comme les

complexes protéine-protéine et protéine-acide nucléique (Stoddard and Koshland, 1992).
111.2.2. Docking flexible

La conformation du ligand et du récepteur est autorisée a se modifier librement tout au long du
calcul docking flexible (figure 17). Parce que ce type de simulation d'amarrage est si précis et
si proche de la réalité, il est freqguemment utilisé pour examiner comment deux molécules se
reconnaissent (Chen et al., 2020a). La méthode docking flexible, cependant, est gourmande en
calculs et prend du temps, nécessitant des exigences élevées sur les systemes logiciels et
matériels informatiques en raison de I'expansion géométrique des variables avec le nombre

d'atomes dans le systéme (Feng et al., 2011).
111.2.3. Docking semi-flexible

La conformation du récepteur reste dure et inchangée dans la procédure de calcul docking semi-
flexible, et seule la conformation du ligand est autorisée a varier dans une plage définie, comme
le réglage de I'angle de liaison et de la longueur de liaison de certaines parties non critiques
(Chen et al., 2020b). Du fait de sa capacité a calculer et a anticiper le modele, cette approche
d'amarrage a été fréquemment employée dans les simulations docking entre petites molécules
et biomacromolécules (protéines, enzymes et acides nucléiques) (Kitchen et al., 2004). FlexX,
Dock, AutoDock et d'autres programmes docking semi-flexibles sont maintenant utilisés
(Bartuzi et al., 2017 ; Yuriev et al., 2015).
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Figure 1.17. Deux modéles docking moléculaire (Fan et al., 2019a).

111.3. Outils
111.3.1. Récepteur

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception d'information.
Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de se lier
spécifiqguement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. La PDB (Protein Data
Bank) est la plus grande base de données au monde de données structurelles pour les
macromolécules biologiques comme les protéines et les acides nucléiques (ARN et ADN)
(Huang et al., 2018).

111.3.2. Ligand

Un ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule, telle qu'une
protéine nucléique, pour un objectif fonctionnel comme la stabilisation structurelle, la catalyse,
la modulation de l'activité enzymatique ou la transmission du signal. Dans l'amarrage
moléculaire, la sélection des ligands est cruciale, en raison de la sélectivité du site actif de la
cible, cette alternative doit étre envisagée pour éviter les tests moléculaires inutiles (Lam et al.,
2018).
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Actuellement, il existe deux méthodes pour obtenir la structure chimique d'un ligand donné : la
premiére, de nature généralement commerciale, consiste en des bases de données de structures
chimiques appelées chimiotheques ou espaces chimiques. La deuxieme méthode consiste a
utiliser des ligands de la PDB (Rose et al., 2015) ou de la littérature qui peuvent étre construits,
optimisés et enregistrés dans divers formats (pdb, mol, mol2, etc.) en utilisant un logiciel de
construction moléculaire comme chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl (Ahmad et al., 2015).

111.4. Programmes

Des programmes de docking moléculaire ont été établis dans le monde entier aprés des
décennies de développement et d'utilisation, en particulier dans la promotion de la recherche et
du développement de médicaments. La majorité sont des logiciels d'ancrage pour les petites
molécules (ligands) et les protéines (récepteurs), ainsi que des logiciels d'ancrage pour les
molécules protéine-protéine, protéine-ADN et protéine-ARN. Ce logiciel docking a été créé par
des laboratoires et mis a disposition gratuitement. Lorsque certains logiciels sont mis a niveau
et ne présentent que des défauts mineurs, ils peuvent étre achetés par une société de logiciels
commerciale spécialisée et inclus en tant que module dans un progiciel plus important
(Pagadala et al., 2017). Les logiciels gratuits de ces applications incluent DOCK, AutoDock,
AutoDOCK Vina, 3D-DOCK, LeDock, rDock, UCSF DOCK, Surflex (pour les utilisateurs
universitaires) et HEX, tandis que les logiciels commerciaux incluent Glide, GOLD, MOE
Dock, ICM-Dock, MCDOCK, Surflex-Dock, LigandFit, FlexX et autres (figure 18) (Chen et
al., 2020c).
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Figure 1.18. Des programmes de Docking (Fan et al., 2019b).

111.5. Processus de docking

Docking moléculaire devient rapidement un outil populaire dans le développement de
médicaments et la modélisation moléculaire. La précision de la fonction de scoring utilisée dans
I'amarrage moléculaire dépend de sa capacité a guider et a déterminer les poses de ligand
lorsque des milliers de poses de ligand potentielles sont créées (Huang et al., 2010). La fonction
de scoring peut étre utilisée pour déterminer le mode et le site de liaison d'un ligand, prédire
I'affinité de liaison et trouver des pistes thérapeutiques possibles pour une certaine cible
Protéique (Wang and Lin, 2013). Docking moléculaire est toujours confronté a un obstacle pour
prédire avec précision et rapidité les interactions protéine-ligand, malgré des années de
recherche. Il existe deux types d'associations d'amarrage en biologie moléculaire : Docking

ligand-protéine et docking protéine-protéine (Li et al., 2019).
111.5.1. Docking Ligand- Protéine

L'un des processus les plus fondamentaux et les plus significatifs de la chimie biologique est
I'interaction entre une protéine et ses ligands (figure 19). L'objectif des approches docking est
de prédire la structure moléculaire 3D des complexes protéine-ligand en fonction des

coordonnées protéine et ligand individuellement (Jespers et al., 2021).

30




Chapitre 1. Revue de la littérature

Il ressemble a la situation de « la clé dans la serrure », quand le ligand est amarré dans la cavité
de la protéine et I’ AutoDock4 est I'un des programmes d'ancrage les plus utilisés (Cosconati et
al., 2010).

AG

Binding
W—}'@ ->
—
Ligand Complex

Figure 1.19. Le Docking ligand protéine (Bras et al., 2014).

I11.6. Principe du Docking
111.6.1. Théories de base

Fisher a établi le principe du modéle Lock-Key (modele du Serrure et clé) en 1894 pour
expliquer le modele théorique de I'interaction récepteur-ligand, qui indiquait que les ligands et
les récepteurs pouvaient se reconnaitre par correspondance geométrique et énergétique
(Fischer, 1894). Le ligand pénétre dans le récepteur de maniere verrouillée, comme illustré a
(figure 20) ci-dessous. Le récepteur et le ligand sont tous deux considérés comme des structures
dures a ce moment, ce qui signifie que leur conformation spatiale ne change pas pendant
I'amarrage moléculaire. Le modele Lock-Key traite le récepteur et les molécules de médicament
comme des structures rigides, ce qui explique de maniére adéquate de minuscules changements
dans la structure tridimensionnelle et la conformation avant et aprés le contact médicament-
récepteur, mais n'explique pas les changements de conformation plus importants avant et apres
la liaison (Chen et al., 2020d).

31




Chapitre 1. Revue de la litterature

Substrate

l/ Active site
H E

l l nzyme

@ (== E

Key (substrate) Lock (enzyme)

(b)

+

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex

Figure 1.20. Modéle du Serrure et clé (Poshyvailo, 2015).

En 1958, Koshland a proposé la théorie de I'ajustement induit (Koshland, 1958) en réponse aux
contraintes du modeéle Lock-Key (figure 21) et aux changements de forme de I'enzyme causés
par l'induction du substrat lors de l'interaction enzyme-substrat (ligand). La conformation
spatiale du site actif de la protéine change en raison de son interaction avec le ligand ; c'est-a-
dire que la protéine rencontre d'abord le substrat, puis modifie sa structure spatiale, indiquant
que le ligand et la protéine sont considérés comme des structures flexibles lors de I'amarrage
moléculaire (Chen et al., 2020e). Lorsque la théorie de I'ajustement induit a été utilisée pour
I'interaction médicament-récepteur, il a été découvert que les résultats d'amarrage obtenus en
traitant les ligands et les récepteurs comme des structures flexibles étaient plus précis (Meng et
al., 2011).
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a
Lock - Key
* —
b Induced - Fit
* —p i

Figure 1.21. Les types d'amarrage du modele Lock-Key (a) et de la théorie de I'ajustement
induit (b) (Chen et al., 2020d).

111.6.2. Principe et fonctions de Scoring

Le processus docking est divisé en deux étapes. Les méthodes de recherche de la premiéere partie
sont capables de générer un grand nombre de structures potentielles et de déterminer le mode
de liaison (Guedes et al., 2018). Apres I'étape docking, la deuxiéme phase est consacrée au
scoring, qui sont des méthodes mathématiques permettant d'estimer le pouvoir d'interaction et
I'affinité de liaison entre deux molécules (Cheng et al., 2009). Le complexe protéine-ligand
avec la plus faible énergie et le meilleur résultat de docking (A and Va, 2018a). L'association
entre protéine et ligands est gouvernée par plusieurs paramétres thermodynamiques : Les
interactions hydrophobes, les interactions électrostatiques et les liaisons hydrogene. Le principe

thermodynamique est le suivant :
AG = AGecmplex — (AGligand — AGprotéine)

Ce score permettra non seulement de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées,
mais également de classer la meilleure pose de différents ligands pour identifier les meilleurs
d’entre eux (Zheng et al., 2022). Dans les programmes de docking, on trouve différents types
de fonction de score : celles utilisant un champ de force de mécanique moléculaire, celles

reposant sur les connaissances actuelles et les méthodes empiriques (Chen et al., 2020e).
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Chapitre 2. Matériels et méthodes

I. Matériels

L’objectif essentiel de notre travail de master est une initiation aux approches de
modeélisation par docking moléculaire afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de la protéine
topoisomérase II, ¢’est-a-dire 1’inhibition d’action de la protéine topoisomérase II par le ligand

delta-tocophérol et bloquer son travail. Pour ce faire, nous avons utilisé le matériel suivant :
I.1. Micro-ordinateur

Dans notre étude nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire de 4GB, un
processeur Intel ® Celeron ® N4000 CPU @ 1.10GHz 1.10 GHz et 64 bits, processeur x64.
Tous les programmes utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation Windows 10 PRO &
OFFICE NEWS EDITION 20109.

1.2. Logiciels (programmes)
Dans cette étude, nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser le présent travail
1.2.1. ChemSketch

ChemSketch est un logiciel congu pour une utilisation pédagogique. C’est un programme de
construction et d’étude de structures moléculaires, représente et analyse des formules chimiques
et des molécules. L’utilisateur dépose sur la scéne des éléments et la création des liaisons.
L’application propose des enchainements compatibles avec les modeles de liaisons covalentes
et ioniques usuels. L’utilisateur peut ensuite accéder a des calculs de géométrie moléculaire et

produire une représentation animée de la molécule.
1.2.2. ArgusLab

ArgusLab est un editeur d'images en 3 dimensions (3D), developpé principalement pour
composer des molécules de toute sorte, pour accélérer de cette maniére le design et I'étude des
médicaments, des aminoacides ou des composants chimiques (Joy et al., 2006). Ce logiciel est

un programme de structure électronique basé sur la mécanique quantique.
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Il prédit les énergies potentielles, les structures moléculaires, I'optimisation géométrique de la
structure, la fréquence de vibration des coordonnées des atomes, la longueur de liaison et I’angle

de liaison (Balakrishnan and Krishnamoorthy, 2014).
1.2.3. Discovery Studio

Discovery Studio est une suite de logiciels pour stimuler les systemes de petites molécules et
macromolécules (Yadav et al., 2017). Il couvre les domaines de la simulation, la conception de
ligands, la modélisation de pharmacophore et la conception basée sur la structure QSAR et
ADMET. Il est développé et distribué par Dassault Systemes BIOVIA (anciennement Accelrys)
(Gao and Huang, 2011).

1.2.4. ChemDraw Office Ultra 2004

Le logiciel "ChemDraw" est connu depuis longtemps pour ses propriétés proéminentes de
dessin de structures chimiques de molécules et la neutralisation de ligands, fournit des outils
pour créer des modeles moleculaires tridimensionnels de qualité publication et comprend une
modélisation moléculaire d'entrée de gamme, y compris des simulations de dynamique
moléculaire, ainsi que le calcul et I'affichage de surfaces électroniques, ce qui en fait également
un logiciel de premier plan parmi les professionnels. Le programme peut lire et enregistrer dans
une variété de formats chimiques et pourrait &tre utilisé pour générer des structures moléculaires

pour d'autres programmes de modélisation a la facilité de I'utilisateur (Kim, 2021).
1.3. Banques de données
1.3.1. « PDB » (Protein Data Bank)

La Protéine Data Bank (PDB) est la principale source et la seule archive mondiale de données
structurelles de macromolécules biologiques qui permet en particulier d’accéder a des structures
3D des protéines enzymatiques d’intérét thérapeutique (Parasuraman, 2012). Ces données,
généralement obtenues par cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN ou, de plus en
plus, par microscopie cryo-électronique, et soumises par des biologistes et des biochimistes du

monde entier, sont en acces libre (Berman, 2000).
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1.3.2. « PubChem »

C’est une banque de données américaine des molécules chimiques gérée par NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (Kim et al., 2016). La base de données PubChem a été
utilisée pour retrouver la structure 3D du ligand dalta-tocopherol utilisé dans cette étude (Wang
et al., 2009). Elle contient actuellement plusieurs millions de composés, principalement des
petites molécules, mais également des molécules plus grandes telles que les nucléotides, les

glucides, les lipides et les peptides.

I1. Méthodes
I1.1. Préparation de la protéine

La cible thérapeutique que nous avons étudiée dans notre travail est la Topoisomérase Il
dont la structure 3D a été obtenue dans la banque de donnée PDB. En effet,
cette banque nous a proposé plus de 20 structures cristallographiques de complexe «
Topoisomérase 11 humaine — inhibiteur », dont trois (04) avec une résolution inférieure a 4 A.
Les codes PDB de ces complexes des "Topoisomérase II" ainsi que leurs
inhibiteurs sont représentés dans le tableau N° 1 et (figure 22, 23, 24, 25).
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Tableau 2.1. Les codes PDB des complexes « Topoisomérase Il humaine -inhibiteur » avec

leur résolution.

Types de la

protéine

Topoisomérase
Il alpha

Topoisomérase
Il beta

Topoisomérase
Il alpha

Topoisomérase
Il beta

Code du Code de
complexes DPinhibiteurs A
PDB
Delta- 3.15A
5GWK tocophérol
Delta- 2.16 A
30X3 tocophérol
Delta- 2.90 A
4FM9 tocophérol
Delta- 2.75 A
5ZEN tocophérol

Résolution Nombre Nombre
de d’acides
chaines aminés

2 803
4 400
2 803
1 803

Parmi ces complexes ainsi préparés, nous avons choisi le code 5GWK, ce choix en raison des

acides aminées qui forme le site actif (Binding site) dans la chaine A (Tableau 01). Le

complexe a été téléchargé au format Pdb.

L’enzyme cible que nous avons utilisée dans notre travail est la Topoisomérase II, étant formée

d’une seule chaine. Pour faciliter le travail de docking moléculaire nous avons éliminé les

molécules d’eau et le ligand pour permettre une utilisation plus aisée de I’enzyme avec un site

actif libre lors du docking moléculaire. La protéine ainsi préparée est enregistrée dans un fichier

de format .pdb (SGWK.pdb) En vue de déterminer le site actif de I’enzyme, nous somme servis

de I’inhibiteur delta-Tocophérol présent dans le complexe 5GWK issu de la PDB et sur une

recherche bibliographique approfondie.
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Figure 2.22. Présentation de la protéine Topoisomérase Il alpha (5GWK) par le
programme Discovery Studio visualizer.

Figure 2.23. Présentation de la protéine Topoisomérase Il béta (3QX3) par le programme
Discovery Studio visualizer.
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Figure 2.24. Présentation de la protéine Topoisomérase Il alpha (4FM9) par le
programme Discovery Studio visualizer.

Figure 2.25. Présentation de la protéine Topoisomérase 11 béta (5ZEN) par le programme
Discovery Studio visualizer.
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11.2. Préparation de ligand

Nous avons fait la préparation du ligand, Les ligands nous avons téléchargés a partir de la base
de données PubChem pour la modélisation par ChemSketch, aprés on a fait I’optimisation
d’énergie par logiciel Chem 3D en deux étapes, la premiére c’est la minimisation de 1’énergie

et la deuxieme étape la dynamique moléculaire.

11.3. RMSD

RMSD signifie Root-Mean-Square Deviation, en francais la "déviation de la racine de la
moyenne des carrés"”, consiste souvent a comparer des valeurs théoriques avec des valeurs
observées pour voir a quel point le modele théorique représente bien la réalité (Coutsias and
Wester, 2019).

En bioinformatique, le RMSD est utilisé pour comparer des superpositions de structures de
protéines (Bell and Zhang, 2019). En effet, une fois deux structures alignées, les scientifiques
ont rapidement eu besoin de savoir a quel point I'alignement était "bon." Cependant, une mesure
simple est de calculer le RMSD en prenant comme valeurs les positions des atomes dans
I'espace. On peut ainsi calculer la distance spatiale entre deux atomes qui sont censés étre
superposés. On va passer au carré, calculer la moyenne des distances, appliquer la racine carrée

et obtenir une mesure de la qualité de la superposition (Collet, 2014).

11.4. Régle de 5 de Lipinski

Chaque médicament éventuel doit de se conformer a plusieurs critéeres de base, tel son
faible colt de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des barémes
associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de métabolisme,
d’excrétion et de toxicité (Quinn et al., 2008). Cette régle énoncée par Lipinski en 1997
(Walters, 2012), permet de déterminer si un composeé chimique ayant des proprietés
médicamenteuses est susceptible d’étre administré par voie orale chez les humains (Omran and

Rauch, 2014).
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Selon cette régle, un composé est capable d’étre administré par voie orale s’il remplit au moins

trois (3) critéres des cing (5) suivants :

1- Un poids moléculaire inférieur ou égal a 500 daltons.

2- Le nombre des groupements donneurs d’hydrogéne ne dépassant pas 5.

3- Le nombre des groupements accepteurs d’hydrogene ne dépassant pas 10.
4- Un coefficient de partage octanol/eau (log P) ou une lipophile entre -2 et 5.
5- Le nombre de liaisons a libre rotation (flexibles et linéaires) inférieur a 15.

* LogP est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I'octanol et dans I'eau. Le LogP = Log (C oct /C eau), doit &tre compris entre -2 et 5. Cette
valeur permet de déterminer le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d’une molécule.
S’il est positif et tres €élevé, cela exprime le fait que la molécule considérée est bien plus soluble
dans I’octanol que dans 1’eau, ce qui refléte son caractére lipophile, et inversement (Lipinski et
al., 2012).

C’: Solvant (saturé¢ d’eau), C : Eau (satur¢ de solvant), P=C/C’.

C>C = P >1 = log P > 0 : le solutt est dit lipophile (hydrophobe).
C’<C=P<1=logP<0:lesoluté est dit hydrophile.
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Chapitre 3. Résultats et discussion
I. Résultats

I.1. La fiabilité du programme ArgusLab

Avant d’aborder I’étude de I’inhibition de la protéine topoisomérase II alpha par delta-
tocophérol, nous avons tenté¢ d’évaluer la fiabilit¢ du programme ArgusLab utilisé et le bon
choix de notre protéine. Pour cela, nous avons fait appel au test de RMSD et ’analyse visuelle

par logiciel Discovery Studio.
1.2. Test RMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacit¢ d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (root-mean-
square dérivation) de la position du ligand calculée par le logiciel par rapport au ligand de
référence existant au niveau de la PDB. La prédiction est acceptable si sa valeur ne dépasse pas
2 angstroms.

Le test de fiabilité du programme Discovery Studio par le RMSD, a été réalisé en utilisant le
complexes protéines-ligands pris de maniére arbitraire de la PDB. Les complexes sont
téléchargés au format.pdb. Afin de nous assurer de la fiabilité de ce programme nous avons
étudié spécifiguement les complexes Topoisomérase Il —inhibiteurs. Pour cela nous avons
appliqué le test RMSD directement sur le complexes Topoisomérase Il alpha-Etoposide

disponibles dans la PDB.

Le codes PDB de complexes et de leurs inhibiteurs ainsi que la valeur de leurs RMSD

obtenues avec Discovery Studio sont mentionnés dans le tableau N° 1.
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Tableau 3.2. Valeur de RMSD de complexe Topoisomérase Il alpha-Delta-tocophérol étudié.

Code PDB des complexes Code PDB des ligands RMSD (A)

5GWK Etoposide 8.390621

L.3. L’analyse visuelle

HO

CH, CHy CH,
0 CH,
CH,

Figure 3.26. Structure 2D de (2R)-2,8-dimethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimethyltridecyl]-3,4-
dihydrochromen-6-ol (Delta-tocophérol) modélisé par logiciel ChemSketch.

Le docking semi-flexible consiste a placer le ligand dans le site actif de la protéine et a
échantillonner les conformations, les positions et les orientations (poses) possibles, en ne
retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables. Apres le
docking moléculaire par logiciel ArgusLab avec les paramétres x = 20.000000, y = 19.000000,
z = 31.000000 et une résolution égale 0.4 A, nous avons obtenu 107 poses avec un temps de

docking égale a 18 secondes et un meilleur score AG = -9.16354 Kcal/mol.
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Tableau 3.3. Caractéristiques du calculation (ligand-interaction).

Calculation de docking moléculaire protéine-ligand

Docking énergie Type de ligand

ArgusDock Semi-flexible

Tableau 3.4. Le codes PDB de complexe « Topoisomérase humaine Il alpha en complexe avec
I'ADN et I'étoposide-inhibiteur » avec Leur score AG.

Code complexe Code Pose Final 0 Energie AG Temps de
PDB inhibiteur PDB Docking
5GWK Delta-tocophérol 107 -9.16354 18 secondes
CID 92094 Kcal/mol

Tableau 3.5. Les 10 meilleures poses par docking moléculaire.

La pose Le score

Pose 1 -9.16 Kcal/mol
Pose 2 -8.53 Kcal/mol
Pose 3 -8.73 Kcal/mol
Pose 4 -7.97 Kcal/mol
Pose 5 -7.55 Kcal/mol
Pose 6 -7.38 Kcal/mol
Pose 7 -7.34 Kcal/mol
Pose 8 -7.28 Kcal/mol
Pose 9 -7.27 Kcal/mol
Pose 10 -7.23 Kcal/mol
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I1. Interactions Delta-tocophérol et la protéine Topoisomérase II

La reconstruction du ligand Delta-tocophérol par docking moléculaire avec « ArgusLab »
montre 107 poses avec un meilleur score AG = -9.16354 Kcal/mol. Ce score résulte de la mise en
place d’une liaison hydrogene lors de la formation de ce composé dans la cavité catalytique de
I’enzyme (figure29). En Effet, les liaisons hydrogenes sont formée avec les acides aminés avec
une distance de 1,653283 A, il est également important de noter que des nombreuses
interactions : hydrophobiques (figure 30 et 31) tel que les Alkyl hydrophobique et Mixed
pi/Alkyl hydrophobe avec une distance de 4,532133 A, 4,902212 A, 4,902212 A, 3,231937 A
(Tableau 5), participent a la stabilité du complexe Topoisomérase Il alpha-Delta-tocophérol,
faisant intervenir les résidus des acides aminées qui forme le site actif (Binding site) de la
protéine Topoisomérase, la poche est entourée de résidus polaires: GLY721, LYS723,
GLN726, GLN733, ASN779, ASN851, GLY852 et ARG929. Et des résidus non polaires :
LEU722, LEU771, ALA852, TRP931.

GLN726
Y823

/LYS863,

Figure 3.27. Interaction entre binding site et le ligand (Delta-tocophérol) par Discovery
Studio.
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La figure 27 représente les interactions qui existent entre le ligand delta-tocophérol et le binding

site de notre protéine.

Tableau 3.6. Types d’interactions entre binding site et le ligand et leurs distances.

Interaction d’Hydrogéne Interaction Hydrophobique

Distance(A) Distance(A)

Résidus impliqués e
Molécule Résidus impliques

LYS863  4,532133

s E -y
= Z 2 & 3 ILE8S6 5029863
< 3] < T 35
=3 = B LYS723  4,902212
(&) [<D)
(@] c
: = GLNT26 1653283 ¢ B & LYS723  3,231937
S 5 Xz £ ¢
= = S =2
T a c
.//L//
ﬁa'::\:nhonal Hydrogen Bond [ Pialkyl
:lalkyl

Figure 3.28. Mode d’interaction du delta-tocophérol avec le site actif de la Topoisomérase
Il alpha (Diagramme 2D).
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X "
/ A\
. LYS3863

Figure 3.29. Interaction entre le ligand (Delta-tocophérol) et la liaison hydrogéne classique
(colorée en vert).

7_* /G)/Afwzs

7/4 / LYS723

Figure 3.30. Interaction entre le ligand (Delta-tocophérol) et la liaison Alkyl
hydrophobiques (colorée en bleu).
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Figure 3.31. Interactions entre le ligand (Delta-tocophérol) et la liaison Mixed Pi/Alkyl
hydrophobique (colorée en jaune).

11.1. Application de la régle de Lipinski

L’activité inhibitrice de Topoisomérase Il alpha étant hypothétique, il était indispensable de

compléter son étude par I’application de la régle de 5 de Lipinski sur le Delta-tocophérol.

Tableau 3.7. Résultats de la regle de Lipinski sur Delta-tocophérol.

Compose PM LogP DH AH LF
Delta- 402.7 8.27 1 2 12
tocophérol

PM = Poids Moléculaire (<500g/mol).
LogP = coefficient de partage Eau/octanol (-2<logP<5).
AH = Accepteur d’Hydrogene (nO, N) (<10).

DH = Donneur d’Hydrogéne (nOH, NH) (<5).
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LF = Liaison Flexible (nrotb) (< 15).

L’¢évaluation de notre ligand par les régles de Lipinski montre qu’il y a une seule violation au
niveau du coefficient de partage Log P qui est supérieur a 5. Cependant, le ligand Delta-
tocophérol étudiés répondent partiellement a la régle de Lipinski alors pourrait étre utilisé
comme inhibiteur de la topoisomérase Il et comme médicaments sans poser des problémes

d’absorption par voie orale (Tableau 3.6).
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Conclusion et perspectives

Notre travail a pour objectif de réaliser une simulation bioinformatique par docking
moléculaire, afin d’étudier 1’effet inhibiteur du delta-tocophérol sur la topoisomérase Il lors du

cancer.

D’abord, nous avons testé la fiabilité du programme « ArgusLab », par le test RMSD (root-
mean-square  derivation), pour mieux juger la déviation entre la structure
simulée par Discovery studio. L'analyse visuelle de ces résultats montre une meilleure position
de la conformation du ligand calculée par ArgusLab et la géométrie du ligand étoposide pris
initialement de la PDB. Ce test nous apporte la preuve que ArgusLab est un programme de
docking moléculaire hautement fiable qu'on peut utiliser en toute confiance pour modéliser les
interactions Topoisomerase |1 et Delta-tocophérol et nous montre le bon choix de notre dossier
PDB pour la protéine topoisomérase I1.

Le docking moléculaire avec ArgusLab nous a permis d’évaluer I’affinité de I’inhibiteur delta-

tocophérol avec la topoisomérase II avec un meilleure score de AG = -9.16354 Kcal/mol. De
plus, la visualisation des interactions entre le binding site et le ligand delta tocophérol par
Discovery Studio a montré deux types d’interactions, une interaction hydrogene classique est
formée avec ’acides aminée GLN726 avec une distance de 1,653283 A et également, des
interactions Alkyl hydrophobiques avec trois acides aminées LYS863, ILE856, LYS723 avec
des distances 4,532133 A, 5,029863 A, 4,902212 A et interaction Mixed Pi/Alkyl hydrophobique
avec I’acide aminée LYS723 avec une distance de 3,231937 A.

Notre étude de stimulation par docking moléculaire sur les interactions entre le delta tocophérol
et la topoisomérase Il a suggéré que le delta tocophérol pourrait étre utilisé comme agent

thérapeutique anticancéreux.

Il convient dans les perspectives d’avenir de vérifier ces résultats théoriques en réalisant des

études expérimentales complémentaires in vitro et/ou in vivo.
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