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Abstract

Transferrin receptor 1 (TfR1) is a cell membrane-associated glycoprotein involved in cellular
iron uptake and regulation. Recent studies have shown the high expression levels of TfR on
cancer cells compared to normal cells. The high expression levels of this receptor in
malignancies, which is the accessible extracellular protein, may be an intriguing target for
cancer therapy.

This study was designed to inhibit Tfrl in breast cancer using docking and molecular dynamics
methods by peptides with recognized therapeutic effect.

In order to estimate the inhibitory potential of these peptides, molecular docking studies were
performed using the Cluspro server. A total of 13 peptides were docked with the Tfrl protein.
Three peptides: AP00029, AP01007, AP01011 showed the best affinities towards this protein
showing a high inhibition potential.

In order to evaluate the stability and dynamic behavior of the protein in complex with the best
docking result, molecular dynamics simulations were performed on the peptide AP00029 which
showed the highest affinity. Our results indicate a good stability of the TFR1-AP00029 complex
with an RMSD around 0.4 nm.

The ap00029 peptide could be a good candidate to inhibit tfrl, further in vitro and in vivo
studies could confirm these results.

RESUME

Le récepteur de la transferrine 1 (TfR1) est une glycoprotéine associée a la membrane cellulaire,
impliquée dans I'absorption cellulaire du fer et la régulation de la croissance cellulaire. Des
études récentes ont montré des niveaux d'expression élevés de TfR1 sur les cellules cancéreuses
par rapport aux cellules normales. Les niveaux d'expression élevés de ce récepteur dans les
cellules malignes, constitue une cible intéressante pour le traitement du cancer.

Cette étude a pour but l'inhibition de la Tfrl dans le cas du cancer du sein en utilisant des
méthodes de docking et de dynamique moléculaire par des peptides a effet thérapeutique
reconnu.

Afin d'estimer le potentiel inhibiteur de ces peptides, des études de docking moléculaire ont été
réalisées en utilisant le serveur Cluspro. Un total de 13 peptides ont été dockés avec la protéine
Tfrl. Trois peptides : AP00029, AP01007, AP01011 ont montre les meilleures affinités envers
cette protéine faisant preuve d'un potentiel d'inhibition élevé.

Dans le but d'évaluer la stabilité et le comportement dynamique de la protéine en complexe
avec le meilleur résultat obtenu par docking, on a pratiqué des simulations de dynamique
moléculaire sur le peptide AP00029 qui montrait le plus d’affinité. Nos résultats indiquent une
bonne stabilité du complexe TFR1-AP00029 avec un RMSD autour de 0.4 nm.

Le peptide ap00029 pourrait étre un bon candidat pur inhiber la tfrl, des études ultérieures in
vitro et in vivo pourrait confirmer ces résultats.
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INTRODUCTION

La protéine 1 du récepteur de la transferrine (TfR1) est le principal récepteur responsable de la
régulation de I'absorption cellulaire du fer par la transferrine.

La protéine TfR1 est exprimée dans toutes les cellules nucléées du corps, mais a différents
niveaux. De plus, elle est souvent fortement exprimée dans les cellules en prolifération et dans
les cancers du pancréas, du célon, du poumon, du sein, de la vessie et de I'estomac, ainsi que
dans les lymphocytes. Cela refléte le besoin en fer en tant que cofacteur pour les enzymes
impliquées dans la synthése de I'ADN, conduisant a une prolifération et une division cellulaire
rapide. De ce fait, la TfR1 est le récepteur le plus étudié pour I'administration ciblée de
médicaments et est une cible attrayante pour développer des stratégies anticancéreuses qui
peuvent étre utilisées en combinaison avec d'autres agents thérapeutiques (1).

Le cancer du sein est principalement un adénocarcinome, principalement un carcinome intra
canalaire et parfois un carcinome lobulaire. Son développement est d'abord in situ, puis invasif,
puis métastatique. Dans 90% des cas, le cancer du sein est détecté lors d'un dépistage organisé
(ou individuel), et dans 10% des cas, les signes avant-coureurs suivants sont détectés a I'examen
clinique : masse palpable, ecoulement séreux mamelonnaire, maladie de Paget du mamelon (2).

Le cancer du sein se développe principalement a partir des cellules épithéliales mammaires ou
des cellules souches mammaires. Comme tout autre cancer, le cancer du sein est un processus
en plusieurs étapes causé par I'accumulation de mutations génétiques dans les cellules (3).

La protéine TfR1 est fortement exprimée dans les cellules proliférantes et le cancer du sein.

Tfrl est impliqué dans I'absorption de Fe-Tf dans toutes les cellules animales (Schneider et al.,
1982). Initialement, Fe3* se lie & la transferrine (Tf) pour former le complexe Fe3*-Tf, qui se lie
au récepteur de la transferrine TfR1. L'ensemble est intériorisé par endocytose.

Dans les endosomes, I'acidification par la pompe a protons ATPase entraine un changement
conformationnel de la transferrine et la libération de Fe3* de Tf, apo-Tf (Tf sans fer) encore liée
a TfR1 (4).

Le Fe3+ endosomal est réduit en Fe?" par la ferroréductase STEAP3 (six transmembrane
epithelial antigen 3 of the prostate) et transporté dans le cytoplasme par le DMT1 (divalent
metal transporter 1) (5).

Le complexe apoTf-TfR1 est recyclé vers la membrane. Une fois que Fe?* est entré dans le
cytoplasme, il se combine avec des ligands de fer pour former un pool de fer cytoplasmique
instable (6).

Ce fer peut étre stocké sous forme de ferritine, transféré dans les mitochondries et méme exporté
des cellules via la ferroportine 1. LCN2 : lipocaline 2 ; IL-6 : interleukine 6 ; FPN : ferroportine

(7).

La dérégulation de I'noméostasie du fer dans les cellules cancéreuses a été largement rapportée.
Le fer peut agir comme un initiateur de la tumorigenése en induisant un stress oxydatif, qui
augmente le taux de dommages a I'ADN et aux protéines en augmentant la production de



radicaux hydroxyles et de peroxyde d'hydrogene (réaction de Fenton). Il agit également comme
un facteur de croissance, permettant aux cellules cancéreuses de maintenir leur indice de
prolifération élevé. Ainsi, les cellules cancéreuses présentent un avantage proliferatif en
s'adaptant au métabolisme du fer, y compris les modifications de I'absorption, de I'efflux et du
stockage du fer (8).

Des les années 1980, divers travaux soulignaient I'importance du fer pour la prolifération des
cellules cancéreuses. D'une part, I'expression de la ribonucléotide réductase, une ADN synthase,
qui nécessite un apport constant de fer pour son activité, est augmentée dans le cancer. D'autre
part, les anticorps anti-TfR1 étaient capables d'inhiber la prolifération cellulaire in vitro (9, 10).

Dans le cancer du sein, la surexpression de TfR1 a été décrite comme un marqueur de mauvais
pronostic et prédit une réponse indésirable au tamoxifene (11).

De plus, la surexpression de TfR1 induite dans les cellules tumorales leur a conféré un avantage
prolifératif, tandis que sa régression a réduit la prolifération cellulaire et I'expression de genes
impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire (12).

La ferritine est également détruite dans les cellules cancéreuses. Dans le cancer du sein, des
niveaux élevés de chaine lourde de ferritine sont associés a une atteinte des ganglions
lymphatiques et & un potentiel métastatique accru.

La susceptibilité familiale qui touche 5 a 10 % des cas de cancer du sein est le plus souvent
associee a des mutations inactivatrices des genes codant pour les protéines de réparation de
I'ADN (BRCA1 et BRCA2). Les mutations germinales des génes PALB2, TP53, CDH1,
STK11 ou PTEN sont également sensibles.

La Tf humaine est une glycoprotéine de 80kDa divisée en 2 lobules N et C de 40kDa chacun,
selon leur localisation dans le Nter ou le Cter de la protéine.

Ces lobes sont séparés par une courte séquence de liaison, chacune pouvant lier un atome de
fer; Fe3+.

La Tf sans fer est appelée ferritine porteuse (apo-Tf). Lorsque la Tf capture un atome de fer,
elle est appelée Tf monoferroique, mais lorsqu'elle est couplée a 2 atomes de fer, elle est appelée
holo-transferrine (holo-Tf) ou Tf différentielle.

Une étude de la structure du complexe Tfr1-Tf a révélé une modification de la conformation de
la transferrine lorsqu'elle se lie & Tfrl. Le lobe N-terminal est situé entre la membrane et le
domaine extracellulaire de Tfrl, et le lobe C-terminal se connecte au domaine hélicoidal. En
revanche, a pH acide, le site de liaison du fer s'ouvre, facilitant sa libération (7).

TfR1 est une proteine transmembranaire homodimerique constituée de deux sous-unités
glycosylées identiques de méme masse, d'environ 95 kDa, chaque sous-unité est liée par deux
liaisons disulfure liees pour former des dimeres. Chacune de ses sous-unités polypeptidiques
contient 760 acides amineés et consiste en un court domaine cytoplasmique N-terminal (résidus
1-67). Un domaine transmembranaire hydrophobe (résidus 68 a 88) et un grand domaine
extracellulaire C-terminal globulaire (résidus 89 a 760). La cristallographie du domaine



extracellulaire, qui contient le site de liaison de la transferrine, montre qu'il a une forme de
papillon capable de se lier a la transferrine.

Le fragment non modéliseé de TfR1 comprend un court domaine cytoplasmique N-terminal
(résidus 1-6). Contient le motif d'internalisation 20YTRF23 qui fait partie de la premiere
variante naturelle (p.Tyr20His) causée par une mutation faux-sens dans TFRC codant pour
TfR1. Cette mutation altére I'endocytose des récepteurs, entrainant une forme genétiquement
non diagnostiquée d'immunodéficience combinée. Cette découverte suggére un nouveau role
pour TFR1 dans I'immunité. De plus, le domaine cytoplasmique comprend des modifications
post-traductionnelles, telles que I'acylation de Cys62 et la phosphorylation de Ser24, qui aident
a reguler I'endocytose.

La deuxieme partie du fragment non modélisé de TfR1 est le domaine transmembranaire
(résidus 68-88), qui ancre TfR1 a la membrane et dirige l'insertion du polypeptide signal dans
la membrane.

La derniere partie est le pédoncule d'environ 30Ao0 (résidus 89-120), qui suit immédiatement le
canal transmembranaire et relie I'ectodomaine au domaine cytoplasmique, fournissant ainsi un
espace suffisamment grand pour que les molécules de Tf se fixent. Le pédoncule contient deux
liaisons disulfure intermoléculaires, I'une formée par Cys89 et I'autre par Cys98 (1).

Figure 1 : Structure modélisée du complexe TfR1 selon Maha Ateeq AL-
RefaeiRania Marwan MakkiHani Mohammed Ali, 2020.



En raison de sa surexpression a la surface des cellules tumorales et de son internalisation
efficace dans les vésicules endosomales, TfR1 apparait comme une cible attractive en
oncologie. TfR1 peut en effet étre bloqué avec des anticorps antagonistes qui imitent le ligand
naturel de TR, qui inhibe I'entrée du fer dans les cellules et conduit a la mort cellulaire.

Des les années 1990, I'lgA 42/6 murine a montré une activité antiproliférative in vitro contre
les lignées cellulaires leucémiques. Un essai de phase | chez 27 patients atteints de divers
cancers qui n'ont répondu a aucun traitement a rapporté peu d'effets secondaires mais n‘a
observé qu'une efficacité antitumorale partielle. Cet échec a été attribué a I'élimination trop
rapide des IgA circulantes et au développement d'une réponse immunitaire contre celles-ci.

Recemment, des anti-TfR humanisés ont montré des effets antitumoraux dans le carcinome
épidermoide oral in vitro et in vivo. En France, Inatherys est actuellement au stade préclinique,
dans le cadre de la thérapie anticancéreuse, en développant la molécule d'anticorps humanisé
anti-TfR1 INAO1 (numéro de brevet W02017013230). Un anti-TfR1 a chaine unique a
également été développé. Les anticorps 3TF12 et 3GH7 inhibent la prolifération de
I'érythroleucémie et du lymphome de Burkitt jusqu'a 75 %. En revanche, ces anti-TfR n'ont
montré aucune activité antitumorale contre les lignees tumorales mammaires.

D'autres thérapies utilisent également des peptides comme moyen d'inhibition des récepteurs
protéiques. Certains peptides appelé « Lytic peptide » capables de se fixer a TFR1 sont de plus
en plus étudiés, ils sont capables de provoquer la lyse cellulaire de cellules cancéreuses sans
provoquer de dommages aux cellules saines (13).

L’étude in silico est un néologisme d’inspiration latine désignant une recherche ou un essai
effectué au moyen de calculs complexes informatisés ou de modéles informatiques. Elle est
associée a la bio-informatique qui englobe la collecte, I’organisation et ’analyse de données
biologiques au moyen d’outils informatique (https://fr.wikipedia.org/wiki/In_silico). C’est un
domaine qui prend de plus en plus d’importance avec le développement des analyses a grande
échelle (14).

Dans ce travail, nous allons évaluer les capacités inhibitrices de certains peptides riches en
acides aminés « LYS » a activités biologiques connues sur le récepteur Tfrl en utilisant des
techniques in silico.

L’étude in silico que nous présentons consiste a utiliser principalement le docking moléculaire
et la dynamique moléculaire pour évaluer la capacité de ces peptides a inhiber la prolifération
des cellules cancéreuses du sein en ciblant le récepteur Tfrl .

Matériel et méthodes :
1. Préparation de la protéine

La structure cristalline tridimensionnelle de la protéine 3S9L a été téléchargée depuis la base
de données de protéines " Protein Data Bank PDB (RCSB)" site https://www.rcsb.org/ avec
une bonne résolution de 3,22 A°.



https://fr.wikipedia.org/wiki/In_silico
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Cette structure 3D posséde 4 chaines A, B, C, D et doit donc étre préparée avant de commencer
le processus d'amarrage moléculaire. Cela a été fait en utilisant le programme Chimera UCSF
(version 1.14) (15), qui permet la suppression des chaines C, D et des molécules CA, CO3, FE,
NAG ainsi que les molécules d'eau. Enfin, la structure 3D 3S9L préparée est enregistrée au
format PDB.

2. Sélection des peptides « inhibiteurs »

Les structures tridimensionnelles des peptides riches en Lysine ont été extraites de la base de
données AMP au format PDB https://aps.unmc.edu/ .

Une bibliothéque moléculaire a été alors constituée. Elle contient des peptides riches en Lys
possédant une structure cristallographique ou RMN connue.

3. L’amarrage moléculaire

Pour I'amarrage moléculaire, la protéine 3S9L a été préparée a l'aide de I'outil de préparation
DockPrep du programme Chimera UCSF (15). L'outil permet d'ajouter des atomes d'hydrogéne,
des charges et d'appliquer une énergie minimale AG.

Parmi les128 peptides riches en lysine sélectionnés, 13 seulement possédent une structure
tridimensionnelle connue. Ils ont été ajoutés séquentiellement pour la préparation de I'amarrage
moléculaire (c’est-a-dire que le degré d'affinité de liaison des différents peptides a la protéine
principale a été déterminé).

Pour tester I'effet inhibiteur de ces peptides sur la protéine 3S9L, l'interaction de liaison réelle
a été testte par Il'amarrage moléculaire a l'aide du serveur ClusPro
https://cluspro.bu.edu/login.php (16).

Les chaines du complexe peptide-protéine ont été renommé selon I’ordre A, B, C a I’aide du
serveur www.canoz.com/sdh/renamepdbchaine.pl .

4. Identification des interactions

Des analyses avec I'outil LIGPLOT (15) ont été réalisées pour comprendre le mode d'interaction
les peptides amarrés et les chaines de la protéine TFR1. Ligplot est un outil essentiel pour
comprendre Interactions hydrophobes ainsi que le schéma des liaisons hydrogéne.

5. Simulation de la dynamique moléculaire

Au moyen du progiciel GROMACS (Ver 5.1), que I'on a mis en place sur un systeme Linux, et
en recourant également au champ de force CHARMMS3G6, il a éte procédé a des simulations de
dynamique moléculaire (17, 18). Il est a noter que tout d'abord, la structure topologique de la
protéine est préparée en employant l'outil pdb2gmx. La solvatation pour les complexes
protéiques a été réalisée en milieu dodécaédre.

L'énergie du systéme a été réduite grace a I’algorithm nommé : Steepest descent algorithm (19).
On a soumis la protéine a une solvatation au moyen du modele de solvant TIP3, et on a ajouté
un ion Na * au systéme de facon a neutraliser tout le systeme. Le systéme présente un écart
minimum de 1 A entre chaque bord et chaque atome protéique.
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On a employe des temperatures correspondant a 300 K ainsi qu‘une pression totale de 1 bar afin
que le systéeme se stabilise. Une dynamique moléculaire finale de 10 ns est appliquée au
systeme, avec des étapes de 2 fs.

6. L analyse de trajectoire et L’analyse énergétique de I'interaction protéine-peptide

On a employé successivement les outils gmx rms et gmx rmsf afin de mesurer la
déviation quadratique moyenne (RMSD), les fluctuations de la moyenne quadratique (RMSF)
de la protéine et le rayon de giration (gyrate).

Résultats et discussion :

La structure tridimensionnelle cristallisée du récepteur de la cellule cancéreuse du
cancer du sein TfR1 (PDB ID : 3S9L) a été mis a disposition dans le site Web de la banque de
données sur les protéines « RCSB PDB (Protein Data Bank) » https://www.rcsb.org/.

Des détails sur les treize peptides étudiés sont listés dans le Tableau 01. Le Docking de
ces peptides a été réalisé contre le site actif de la protéine 3s9l, ce qui a permis de dégager
plusieurs configurations retenues comme definissant des modes de liaison avantageux et
favorables énergétiquement parlant.

Tableau 01 : Propriétés des peptides riches en Lysine extraits de la base AMP

Code et Nom RMN | Nombre Nombre Structure
/X-Ray de d’acide primaire
Lysine amine

1-AP00029 / Cecropin RMN 7 17 KWKLFKKIKFLHS
A(1-8)-Magainin 2(4-12) AKKF
hybrid peptide (CE-MA)
(Lys-rich; CAMEL,;
synthetic, UCLL; BBL)
3-AP00366 / BMAP-27 | RMN 7 27 GRFKRFRKKFKKLF
(Lys-rich; BMAP27, KKLSPVIPLLHLX
bovine myeloid
antimicrobial peptide 27;
bovine cathelicidin,
cattle, ruminant,
mammals, animals;
ZZHs; ZZP; UCLLZ;
Derivatives: bomidin;
BMAP-18 and BMAP-
15)
8-AP00429 / Porcine RMN 10 50 GYFCESCRKIIQKL
NK-Lysin (saposin-like EDMVGPQPNEDTV
protein, SAPLIP, pigs, TQAASQVCDKLKIL
mammals; animals; 28 RGLCKKIMR
BBMm, BBL, ZZP; SFLRRISWDILTGK
3S=S; UCSSl1a; KPQAICVDIKICKE



https://www.rcsb.org/

Derivatives: NK-2; NK-
18)

11-AP00496 / HP 2-20 RMN 6 20 AKKVFKRLEKLFS
(Lys-rich; synthetic) KIQNDKX
22-AP01007 /CM15 (a | RMN 5 15 KWKLFKKIGAVLK
hybrid peptide of VL

Cecropinl-8 + Melittin3-

9; Lys-rich; Synthetic;

Other derivatives:

CAMEL, CP-29)

23-AP01010 / Latarcin1 | RMN 8 26 SMWSGMWRRKLK
(Ltcl, Ltc 1, Lys-rich; KLRNALKKKLKGE
BBMm; spiders, K

arachnids, Chelicerata,

arthropods, invertebrates,

animals; UCLL1a)

24-AP01011 / Latarcin RMN 7 26 GLFGKLIKKFGRKA
2a (Ltc2a, Ltc 2a, Lys- ISYAVKKARGKH
rich; BBMm; spiders,

arachnids, Chelicerata,

arthropods, invertebrates,

animals; UCLL1a)

28-AP01158 / RP-1 RMN 7 18 ALYKKFKKKLLKS
(Lys-rich; synthetic) LKRLG

29-AP01161 / Human X-Ray 4 50 GRDYRTCLTIVQKL
granulysin (GNLY, KKMVDKPTQRSVS
huGran, NKG5; formerly NAATRVCRTGRSR
519; a saposin-like WRDVCRNFMR
protein, SAPLIP; 3S=S; 24

UCSSl1a; primates, RYQSRVIQGLVAG
mammals, animals; ZZP; ETAQQICEDLR
VIHNN; BBMm; BBL,;

JJsn; Derivatives: G13)

39-AP01958 / RMN 8 27 GLPRKILCAIAKKK
Lasiocepsin (Lys-rich; GKCKGPLKLVCKC
insects, arthropods,

invertebrates, animals;

2S=S)

46-AP02146 / ALFpm3 | RMN 10 50 EAYVQGWEAVAA
(ALF-Pm3; P. monodon AVASKIVGLWRNE
anti-lipopolysaccharide KTELLGHECKFTV
factor 3; UCSSl1a; KPYLKRFQVYYK
Crustaceans, arthropods, 50




invertebrates, animals; GRMWCPGWTAIRG
1S=S; BBS; Domain: EASTRSQSGVAGK
ALFPmM3-LBD) TAKDFVRKAFQKG
2 LISQQEANQWL
SS
58-AP02257 / Lysozyme | X-ray 5 50 KVFERCELARTLKR
(lectin-binding enzyme, LGMDGYRGISLAN
antimicrobial protein; WMCLAKWESGYN
human, primates, TRATNYNAGDR
mammals, animals; BBS; 50
JJsn; UCSS1a) STDYGIFQINSRYW
CNDGKTPGAVNAC
HLSCSALLQDNIAD
30 AVACAKRVV
RDPQGIRAWVAWR
NRCQNRDVRQYVQ
GCGV

Les peptides et la protéine ont été dockés par ClusPro et Le tableau 2 représente les résultats
des trois peptides les plus interessants :AP00029, AP01007, AP 01011. Les résultats de ces
peptides présentant le plus d’affinité pour le site actif de la protéine 3s91 ont été retenus.

Figure 2 : Interaction du ap00029 avec le site Figure 3 : Interaction du ap01007 avec le site
actif de la protéine 3s9I actif de la protéine 3s9I



Figure 4 : Interaction du ap01011 en cluster 9 Figure 5 : Interaction du ap01011 en pose 7 avec
avec le site actif de la protéine 3s9I le site actif de la protéine 3s9I

Tableau 2 : Energies de liaison de trois peptides AP00029, AP01007, AP01011 amarrés a la
protéine du cancer du sein 3s9l.

Cluster weighted score
Ap01007 9 -708.9
Ap01011 9 -790.7
7 -803,1
Ap00029 5 -890,3

Plus I'énergie de liaison est réduite, plus I'efficacité de la liaison est élevée, résultant en
une inhibition accrue. On a choisi de classer les peptides selon le nombre de cluster (critére
CLUSPRO). Dans la présente étude ce qui a donné un score respectif de chaque peptide, le
AP00029 a présenté le meilleur score de liaison -8.9 kcal/mol avec un cluster 5, Le AP01007 a
présenté un score de liaison -7.08 kcal/mol avec un cluster 9, et pour le AP01011 avec un cluster
7 un score de liaison -8.03 Kcal/mol et en cluster 9 un score de liaison -7.90 Kcal/mol.

Les techniques de docking sont habituellement peu précises et ne peuvent étre mises en ceuvre
que rapidement. lls ne tiennent cependant pas compte de la flexibilité des protéines, ce qui peut
affecter la précision des complexes peptide-protéine résultant. Des techniques de simulation de
dynamique moléculaire plus précises pourraient donc s'avérer un meilleur complément au
docking. Il s'agit d'une technique informatique (in-silico) prouvée et efficace permettant de
recueillir des données dynamiques avec une résolution spatiale atomique. Elle est
habituellement employée afin de déterminer le mouvement des macromolécules, en se fondant
sur la mécanique traditionnelle et les équations newtoniennes du mouvement qui permettent de
mesurer la position et la vitesse de tous les atomes du systéme étudie. Par consequent, la



dynamique moléculaire effectue un contréle situationnel et conformationnel d'une maniere plus
approfondie qu'un docking, décrivant ainsi avec plus de précision le mouvement des protéines.
Au regard des éléments exposes ci-dessus (laisons), Les complexes peptide-protein amarrés
avec le principal composé qui présentaient une haute affinité et une faible énergie de liaison :
AP00029, a été sujet a des simulations de dynamique moléculaire durant 10 ns en vue d'analyser
la stabilité des complexes.

On a utilisé par la suite les graphiques RMSD, RMSF et Rayon de Gyration dans le but de
connaitre la stabilité du complexe, la flexibilité structurale et le degré de fluctuation.

RMDS (Root-Mean-Square Deviation) :

L'écart quadratique moyen des positions atomiques, ou simplement I'écart quadratique moyen,
est une mesure de la distance moyenne entre les atomes de protéines qui se chevauchent.

(https://en.wikipedia.org/wiki/Root-mean square deviation of atomic positions)

En bio-informatique, RMSD est utilisé pour comparer des superpositions de structures
protéiques. En fait, une fois les deux structures alignées, les scientifiques ont rapidement besoin
de savoir a quel point I'alignement est "bon". Cependant, une mesure simple consiste a calculer
la RMSD en prenant comme valeur la position de I'atome dans I'espace.

Les tracés RMSD sont souvent utilisés pour comprendre la stabilité du complexe, sachant que
plus le RMSD est faible, plus la stabilité de la protéine est grande (20).

RMSF (Root-Mean-Square fluctuation) :

Il s'agit d'une mesure numérique similaire a la RMSD, mais au lieu d'indiquer les différences
de position dans le temps entre des structures entieres, elle calcule la flexibilité de résidus
individuels ou la quantité de déplacement (fluctuation) d'un résidu particulier au cours d'une
simulation. Le RMSF pour chaque résidu est généralement tracé en fonction du nombre de
résidus et peut indiquer structurellement quels acides aminés d'une protéine contribuent le plus
au mouvement moléculaire (21).

Les graphiques RMSF sont utilisés pour comprendre la flexibilité et la stabilité de la structure.
Cela correspond a une flexibilité accrue et a une liaison instable lorsque la trajectoire fluctue
fortement. A l'inverse, si la valeur est faible ou si de légéres fluctuations sont observées, cela
indique gu'il existe des régions structurellement correctes dans le complexe et donc moins de
déformation (22).

Gyration Radius :

La distance a I'axe a laquelle la masse de I'objet peut étre supposée concentrée et ou le moment
d'inertie sera égal au moment d'inertie de la masse réelle autour de cet axe, égal a la racine
carrée du quotient de la le moment d'inertie et la masse.

Lorsque la valeur Rg est grande et présente un degré de fluctuation important, cela indique une
diminution de la compacité de la conformation entropique. A l'inverse, des valeurs de Rg
faibles, avec des fluctuations faibles et réguliéres tout au long de la simulation, correspondent
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a un degré de compacité élevé, c'est-a-dire a un nombre de couches plus élevé, indiquant une
stabilité et une rigidité importantes de la structure (23).
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Figures 6 : Graphiques RMSD pour le complexe 3s9l avec la AP00029 pendant 10 ns.

Lors de la simulation de 10 ns, La 3s9l en complexe avec la AP00029 a montré une
RMSD plus stable autour de 0.45 nm. Entre 6000 ps et 8000 ps le peptide a subi une légére
augmentation de la valeur RMSD jusqu’a 0,5 nm. L'existence de ces différences de squelette
RMSD dans la AP00029 indigue que la 3s9l ne subit pas des changements de conformation.
Ainsi, le complexe protein- AP00029 semble stable sur la durée de la simulation.
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Figure 7 : Graphiques RMSF pour le complexe 3s91 avec la AP00029 Chaine A et B pendant
10 ns.

La valeur RMSF du complexe de la 3s9l avec la AP00029 concernant la chaine A et B est
demeurée en tour de 0,2 nm tout au long de la simulation, cela confirme la Stabilité de la
molécule.
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Figure 8 : Graphiques Rg pour le complexe de la 3s9I avec la AP00029 pendant 10 ns.
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Pour le complexe de la 3s9l avec le peptide AP00029, les valeurs de simulation Rg varient
entre 3.72 et 3.88 nm. Cette Iégere variation du Rg démontre la stabilité de la protéine dans le
complexe.
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Figure 9 : Interaction 2D de la chaine A du peptide AP00029 avec le récepteur 3s9l du cancer
de sein.

Le peptide AP00029 contient trois Lys, deux parmi eux Lys 7,15 qui présentent quatre liaisons
d’hydrogene avec les acides aminés de la chaine A de la protéine 3s91 Asp 560, Thr 561, Glu

578.

En plus des liaisons hydrophobes entre les acides aminés du peptide AP00029 Phe 17, Leu 11,
Ala 14, Phe 10 et les acides aminés de la chaine A de la protéine 3s9l Val 517, Pro 581, Thr
491, Glu 559, Ser 492.
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Figure 10 : Interaction 2D de la chaine B du peptide AP00029 avec le récepteur 3s9l du
cancer de sein.
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Passant a la chaine B de la proteine 3s9l qui contient sept acides aminés Glu 559, Asp 560, Ser
492, Thr 491, Glu 582, Val 517, Glu 520 formant des liaisons d’hydrogeénes aves les acides
aminés du peptide AP00029 Thr 2, Lys 1, Leu 4, Lys 3, Lys 9, His 12.

En plus des liaisons hydrophobes entre les acides aminés du peptides AP00029 Phe 5, lle 8 et
les acides aminés de la chaine B de la protéine 3s91 Glu 578, Arg 579, His 515, Thr 518.
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Figure 11 : Interaction 2D de la chaine A du peptide AP01007 avec le récepteur 3s9l du
cancer de sein.
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Le peptide AP01007 contient cinq Lys 1,7,3,6,13 qui présentent six liaisons d’hydrogéne avec
les acides aminés de la chaine A de la protéine 3s9l Glu 266, Glu 694, Ser 327, Glu 272, Ser
273, Thr 729. En plus des liaisons hydrophobes entre les acides aminés du peptides AP01007
Leud, Trp2, Pheb, 1le8, Gly9, Leul2, Leul5 et les acides aminés de la chaine A de la protéine
3591 Gly 328, Asn 270, Leu 303, Leu 537, Ala 269, Ser 704, Pro 330, Gly 705, His 707, Ser
695, Ser 706, Leu 730, Leu 737, GIn 734, Val 690, Tyr 689.

B Lys20(C)

His26(C)
____________________________________________________

Thr248(A) Fal3oniA)

Tyr247(A) e

10117

Figure 12 : Interaction 2D de la chaine A du peptide AP01011 en position 7 avec le récepteur
3s91 du cancer de sein.

Le peptide AP01011 en position 7 se lie avec une seule Lys 20 par une seule liaison d’hydrogeéne
avec I’acides aminé de la chaine A de la protéine 3s91 Tyr 247.
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En plus des liaisons Hydrophobes entre les acides aminés du peptide AP01011 en position 7
Arg 23, Gly 24, His 26 et les acides aminés de la chaine A de la protéine 3s91 Thr 248, Val 366.

Figure 13 : Interaction 2D de la chaine B du peptide AP01011 en position 7 avec le récepteur
3s91 du cancer de sein.

Le peptide AP01011 en position 7 se lie grace a six acides aminés Arg 23, Ala 22, Lys 25, Lys
21, Arg 12, Leu 2 qui présente dix liaisons d’hydrogeéne avec les acides aminé de la chaine B
de la protéine 3s91 Ser 255, Asp 352, Cys 353, Asp 356, Tyr 247, Glu 350, Gly 252.

En plus des liaisons Hydrophobes entre les acides aminés du peptide AP01011 en position 7
Lys 8, Val 19, Ala 18, Ala 14, Tyr 17, lle 15, Phe 3, Gly 1 et les acides aminés de la chaine B
de la protéine 3s9l Glu 369, Pro 354, Val 366, Thr 248, Pro 249, Ser 253, Val 233, Asn 251,
Lys 231, Gly 230.

Gly724(A)
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Figure 14 : Interaction 2D de la chaine A du peptide AP01011 en position 9 avec le récepteur
3s91 du cancer de sein.

Le peptide AP01011 en position 9 se lie également grace a six acides aminés Arg 12, Arg 23,
Ala 22, Lys 25, Gly 24, His 26 qui présente seize liaisons d’hydrogéne avec les acides aminé
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de la chaine A de la protéine 3s91 Gly 724, Ser 706, Phe 697, Ser 704, Gly 328, His 707, Ser
695, Glu 694, Ser 327, Thr 305 et dans une zone différente le peptide contient quatre acides
aminés Lys 21, Lys 9, Lys 5, Tyr 17 qui présente six liaisons d’hydrogene avec les acides aminé
de la méme chaine A Asn 270, Ala 269, Ser 273, Glu 272, Asn 251, Tyr 247.

En plus des liaisons Hydrophobes entre I’acide aminé du peptide AP0O1011 en position 9 Ile 15
et les acides aminés Leu 2, Leu 6, Phe 3 avec les acides amineés de la protéine Pro 696, Gly 304,
His 302, Asn 275, Leu 274, Pro 249, Val 250, Asp 245, Leu 246, Phe 243, Glu 244, GIn 721,
Leu 718.

Selon ’article
https://journals.plos.org/plosbhiology/article?id=10.1371/journal.pbio.0000051#phbio-0000051-
t001 (24)

les acides aminés les plus fréquemment concernés par les liaisons sont Leu 619, Trp 641, Gly
647, Arg 651. Notre étude a montré que les peptides riches en lysine étudiés sont susceptibles
de contracter des liaisons avec des acides aminés différents et sur des positions différentes mais
qui restent cependant proches du site de fixation initial. On peut donc dire que I’inhibition par
les peptides utilisés est intéressante du point de vue positionnel et énergétique.
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Conclusion

Le cancer du sein a suscite ces dernieres années un intérét croissant permettant de proposer de
nouveaux traitements médicamenteux dans le cadre de la campagne de lutte contre cette
maladie.

La présente étude avait pour but d'évaluer la stabilité et le comportement de la protéine Tfrl en
complexe avec des peptides a effet thérapeutique connu et les évaluer par docking moléculaire
en utilisant plusieurs logiciels et serveurs pour élucider les interactions entre ces peptides et la
protéine 3S9L. On a pratiqué ensuite des simulations de dynamique moléculaire sur le peptide
AP00029 ayant présenté la meilleure affinité pour la protéine TFR1.

Nos résultats indiquent une bonne stabilité du complexe TFR1-AP00029 avec un RMSD autour
de 0.4 nm. Selon Anthony M Giannetti et al. Les acides aminés les plus fréquents sont Leu 619,
Trp 641, Gly 647, Arg 651 ce qui est en accord avec les résultats de notre étude ou les acides
aminés concernés par la liaison aux peptides sont dans la proximité des acides aminés
précédemment cités.

On peut donc dire que I’inhibition de la tfrl par les peptides choisis notamment le peptide
ap00029 pourrait étre proposés pour d’éventuelles études ultérieures in vitro et in vivo pourrait
confirmer nos résultats.
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