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Résumé :

Introduction : Le transporteur du cholestérol intracellulaire OSBP est une protéine qui régule
la distribution cellulaire du cholestérol entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi. Des études récentes ont montré que les niveaux d’expression de I'OSBP sont élevés
dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales. En se liant a 'OSBP, les
molécules naturelles de la famille ORPphilines inhibent la croissance des cellules cancéreuses,
ce qui constitue une cible attrayante pour le traitement du cancer. L'objectif de cette étude

est d’identifier les inhibiteurs de I'OSBP en utilisant la méthode d'amarrage moléculaire.

Méthode : La structure tridimensionnelle de la protéine OSBP a été obtenue a partir de la
protéine Data Bank. L'amarrage moléculaire a été réalisé a I'aide du programme AUTODOCK
VINA, intégré dans le logiciel UCSF Chimera pour étudier in silico I'interaction de 23 analogues
de Stellettin E avec la protéine cible ; les résultats de I'énergie de liaison ont été exprimés en
(kcal/mol), les interactions protéine-ligand ont été analysées a I'aide de programme Discovery
Studio, et les propriétés pharmacocinétiques de ces analogues a l'aide de programme

swissadme.ch.

Résultats : Notre étude a montré que les composés portants les codes 154417841 et
76391099 sont les meilleurs candidats comme des inhibiteurs potentiellement actifs envers la

protéine OSBP pour la thérapie anticancéreuse.

Mots clés : OSBP, ORPphilines, 7V62, 'amarrage moléculaire ; Stellettin E, cancer.




Abstract:

Introduction: The intracellular cholesterol transporter OSBP is a protein that regulates the
cellular distribution of cholesterol between the endoplasmic reticulum and the Golgi
apparatus. Recent studies have shown that OSBP expression levels are elevated in cancer cells
compared to normal cells. By binding to OSBP, the naturally occurring molecules of the
ORPphilins family inhibit the growth of cancer cells, providing an attractive target for cancer
treatment. This Study was designed to inhibit OSBP with the inhibitor ORPphilins in all types

of cancer using the molecular Docking Method.

Methods: The three-dimensional structure of the OSBP protein was obtained from the protein
Data Bank. Molecular docking was performed using the AUTODOCK program VINA, integrated
into the UCSF Chimera software to study in silico the interaction of 23 Stellettin E analogs with
target protein, and Binding Energy Results were Expressed in (kcal/mol), then the protein-
ligand interactions were analyzed using Discovery Studio program, then the pharmacokinetic

properties of these analogs to the program help swissadme.ch.

Results: Our study showed that compounds carrying the codes 154417841 and 76391099 are

the best candidates as potentially active inhibitors against OSBP protein for cancer therapy.

Keywords: OSBP, ORPphilins, 7V62, molecular docking; Stellettin E, Anti-cancer.
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Bien qu’il soit important pour nos cellules, les excés de cholestérol peuvent conduire a des
accumulations sur la paroi des arteres, constituant un facteur de risque cardiovasculaire. Au
niveau membranaire, la fraction moléculaire de cholestérol rapportée aux autres lipides varie
de 5-50% et dont le role est essentiel pour assurer son imperméabilité. Ces variations sont
aussi importantes dans la composition lipidique des organites 1. Pour cela, de nombreux
mécanismes de transport de cholestérol existent dans nos cellules. En effet, une grande part
du cholestérol de nos cellules vient de I'extérieur et péneétre par endocytose au niveau de la
membrane plasmique, en particulier via les récepteurs des LDL. Le cholestérol peut également
étre synthétisé dans le réticulum endoplasmique (ER). Cependant, cet organite en a un taux
particulierement bas. Dés lors, le cholestérol, apres qu’il ait été synthétisé, doit étre

transporté vers les membranes qui en sont riches, en particulier la membrane plasmique 2.

Parmi les voies de transport, la protéine OSBP (oxysterol binding protein) qui transporte les

lipides et qui régule la distribution cellulaire du cholestérol entre différents organites 3, 4.

La protéine OSBP est cytosolique 5, et constitue un récepteur soluble de I'oxystérol 6. Ce
récepteur est situé dans I'appareil de Golgi et permet de réguler la distribution cellulaire de
cholestérol 5. La famille des protéines OSBP est codée par 12 génes dans les cellules de
mammiféres qui donnent naissance a cing protéines en raison d’épissage et de transcription

alternée 7.

L’OSBP peut fonctionner comme une protéine de transport de cholestérol au niveau des sites
de contact membranaire (MCS) entre le réticulum endoplasmique (ER) et I'appareil de Golgi

8, ol les deux membranes sont distantes d’environ 20nm 2.

La protéine OSBP de 807 acides aminés, contient 05 régions : une région sans structure
intrinseque, un domaine PH (homologie a la pleckstrine), une région de dimérisation par
enroulement hélicoidal (CC), un domaine FATT (deux phénylalanines dans un tractus acide),
et un domaine ORD (domaine apparenté a 'OSBP) 9, 8, 10,11 (figure 1A). Le domaine PH se
lie au Trans-Golgi (TGN) par une double interaction avec phosphatidylinositol-4-phosphate
(P14P) et la protéine Arf (ADP-ribosylation factor) 1-GTP12. Le motif FATT se lie a ER via le
récepteur VAP-A (vesicle associated membrane protein associated protein), une protéine
transmembranaire qui controle la localisation ER d’une myriade de protéines cytosoliques 13 ;

a la fin, ORD lie non seulement les oxystérols mais aussi le cholestérol 14.
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Etant donné que ces domaines sont séparés par des régions qui peuvent agir comme des
séparateurs flexibles, I'architecture de I'OSBP propose un mécanisme de pont dans lequel
cette derniére connecte I'ER au TGN via son motif FATT et son domaine PH, et transfere le

cholestérol entre les deux membranes a travers son domaine ORD-c terminal 8 (figure 1B).

Enfin, dans I'ER, le PI4P est hydrolysé, rendant le cycle d’échange irréversible, et donc I'OSBP

permet I’échange de lipides dans lequel un cholestérol « colte » un PI4P 10.

A Golgi ER
PI4P Arfl-GTP VAP-A Stérol / Pl4P

\T T transfert
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1 91 180 350 410 807
)
.

ER

Figure 1. Organisation structurale et activités biochimiques d’OSBP.

A. La séquence d’OSBP : N-Ter : une région non structurée ; PH : un domaine d’homologie de
pleckstrine ; CC : une région de dimérisation (coiled-coil), FATT : deux phénylalanines dans un
tractus acide ; ORD : domaine apparenté a OSBP.

B. Sur le modele d’'un pont transporteur, OSBP connecte deux membranes et échange
cholestérol et PI4P entre les deux membranes opposées.

Actuellement, Il est fortement admis que le transport du cholestérol médié par OSBP favorise
la formation de nombreux cancers 15. En effet, I'interaction de I'OSBP avec le cholestérol est
due a l'assemblage d'oligoméres constitués d'OSBP, cholestérol, et serine thréonine
phosphatase PP2A ; cette phosphatase oligomere contréle principalement la voie de
signalisation de la kinase régulatrice du signal extracellulaire (ERK) 16. Etant donné que la voie
de signalisation ERK est étroitement liée au développement du cancer17, les résultats d’une
étude indiquent que I'OSBP pourrait jouer un réle important dans la régulation du signal

cellulaire, et de la progression de cancer 18. En effet, chez les eucaryotes, I'OSBP est souvent

3




Introduction

fortement exprimé dans les cancers, d’ou la nécessité d’inhiber ce transporteur 3. Pour cela,
la protéine OSBP est tres étudiée en tant que cible attractive pour la stratégie anticancéreuse
15. Par ailleurs, I'OSBP s’est révélé étre un récepteur cellulaire de haute affinité d’'un groupe
de produits naturels potentiellement inhibiteurs de croissance de lignées cellulaires
cancéreuses humaines. Ces produits naturels sont constitués de céphalostatinel, OSW-1,
retrazine B, stelletin E, et schweinfortine A, schweinfortine B, ou collectivement ORPphilines

18.

Le cancer également appelé tumeur maligne, est I'une des principales causes de déces dans
le monde et est responsable d’environ un décés sur six ; il s’agit d’une prolifération anormale
des cellules 19, résultant de I'accumulation de modification du génome cellulaire ou de sa
transcription cytoplasmique 20, conduisant a un équilibre non régulé dans la prolifération
cellulaire et la mort cellulaire 21. Et a partir de la, se développe un groupe de cellules qui

peuvent envahir les tissus et migrer du lieu de leur production et forment des métastases 19.

Le cancer est détecté lors d’un dépistage organisé ou individuel 22, et dont les signes
précurseurs suivants sont retrouvés a I'examen clinique : masse ou zone épaisse, des
variations de poids, des modifications cutanés (jaunissement, assombrissement, ou rougeur
de la peau), saignement ou ecchymoses inexpliqués, douleurs musculaires ou articulaires 23.
En 2011, il a été découvert que I'OSBP est une cible de la famille des ORPphilines18 ; des
études ont montré que I'ORPphiline interagit avec I’OSBP qui était impliqué dans la survie des
cellules cancéreuses. Ces résultats les ont amenés a obtenir plusieurs preuves montrant que
I’ORPphiline intervient dans les activités antiprolifératives contre les lignées cellulaires

cancéreuses 18.

En effet, I'ORPphiline, anciennement appelé CRAMs, est un produit naturel 24, ce sont de
petites molécules biologiquement actives possédant de puissantes activités inhibitrices de

croissance sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses humaines 18.

Les structures des ORPphilines sont assez diverses, mais elles contiennent toutes de
nombreuses similitudes structurelles avec la présence du noyau stéroide du cholestérol, en
particulier la cephalostatine, retrazine, osw1 ce qui explique leur interaction avec la protéine

OSBP 25.
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L’ORPphiline est le plus spécifique de I'OSBP, en I'occurrence avec I'OHC-25 pour la liaison a
I’OSBP car il déplace L'OHC-25 de son domaine de liaison aux lipides hautement conservé, qui

se trouve dans |'extrémité C-terminale de toutes les protéines OSBP 24.

De plus, I'ORPphiline est un inhibiteur sélectif de la croissance des cellules tumorales
dépourvues de p21. Les résultats montrent que la premiere indication de la perte de cette
protéine suppresseur de tumeurs rend les cellules trés sensibles a la perturbation de I'OSBP.
Les résultats indiquent donc que IOSBP est une nouvelle cible pour obtenir la mort
synthétique a I'aide de p21 menant a des thérapies anticancéreuses sélectives pour les

tumeurs 24.

Les molécules naturelles de la famille ORPphilines inhibent la croissance des cellules
cancéreuses en utilisant IC50 dans I'ordre nanomolaire dans une soixantaine de lignées du

National Cancer Institute (NIC60) 18.

En se liant a la protéine OSBP, ORPphiline perturbe le transport des lipides entre ER et Golgi,
et empéche les cellules de s’enrichir en cholestérol, essentiel a la formation et a la survie des
membranes cellulaires. Il cause aussi une diminution de I'expression de I'OSBP et une
diminution de la sphingosine. En outre, |'effet cytotoxique de I’ORPphiline s’est avéré étre lié
a l'inhibition de I'OSBP, la ou la surexpression de I'OSBP a conféré aux cellules cancéreuses

une résistance a ces molécules et une prolifération cellulaire accrue 18.

A ce jour, I'association entre la protéine OSBP et la cytotoxicité n’est pas bien connue, et de
nombreuses études cherchent a comprendre I'activité anticancéreuse et le mécanisme exact
de la mort cellulaire induite par I'ORPphiline. Parmi les nombreux mécanismes étudiés,
I'implication de la voie PI3K/AKT/mTOR semble étre commune a I'ORPphilines, cette voie de
signalisation est souvent surexprimée dans les cellules tumorales, permettant une
prolifération cellulaire massive 26. L'ORPphiline module la rigidité des membranes dont la
membrane plasmique, ce qui empéche la formation des membranes lipidiques dans lesquels
la protéine AKT doit s’adapter pour étre phosphorylée 27. En perturbant la phosphorylation
de I'AKT ou d’autres protéines en amont de I'AKT, cela empéche la phosphorylation ultérieure

des protéines de la voie m TOR/AKT/PI3K et altére la prolifération des cellules cancéreuses.27

L'objectif de ce travail est d’identifier des molécules qui pourraient avoir une valeur

potentielle en tant qu’inhibiteurs spécifiques de ce transporteur OSBP et d’évaluer de
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nouveaux inhibiteurs contre 7V62 avec des activités biologiques connues sur le transporteur

OSBP en utilisant des techniques in silico.

L’étude in silico consiste principalement a utiliser I'adhésion moléculaire et la dynamique
moléculaire pour évaluer la capacité de ces molécules a inhiber la formation et prolifération

des cellules cancéreuses en ciblant le transporteur de cholestérol OSBP par les ORPphilines.
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Matériel et méthodes

1. Préparation de la protéine :

La structure cristallisée de la protéine OSBP (PDP ID : 7V62) a été téléchargée a partir du site

Web de la banque de données sur la protéine (Proteine Data Bank) www.rcsb.org.

La protéine a une trés bonne résolution de 3.25 A° et ne présente pas de mutation. Pour la
préparer, nous utilisons les programmes ChimeraUCSF 28, afin d’éliminer les chaines
cristallisées et les ligands (Molécules d’eau .....). Enfin, la structure 3D préparée de la protéine

principale 7V62 a été enregistrée sous forme PDB (figure2).

Figure 2 : Structure de la cible 7V62.

2. Téléchargement des ligands :

Les structures tridimensionnelles des analogues de stellettin E Ont été téléchargées a partir

de la base de données PubChem au format SDF https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Cette

bibliotheque de molécules a été obtenue en appliquant un filtre sur la masse moléculaire.

3. l’amarrage moléculaire :
L'amarrage a été réalisé en utilisant la protéine 7V62 avec 23 molécules, afin de déterminer

8
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Le degré d'affinité entre les différents ligands de la protéine 7V62 par le programme
(AUTODOCK VINA) connecté a CHIMERA.

Le docking a été réalisé pour les meilleurs molécules avec le niveau de AG le plus bas a I'aide
du logiciel Chemira afin d’identifier les molécules les plus intéressantes et les plus
compatibles.

4. Identification des interactions :
Les composés avec la protéine 7V62 sont importés les uns apreés les autres dans le programme
Discovery Studio Visualizer 29, permettant de visualiser en 2D les nombreux diagrammes

d’interaction, notamment entre le site actif de la protéine et les ligands.

5. Détermination des parameétres pharmacocinétiques :

Apres avoir sélectionné les ligands, ils ont ensuite été soumis a une analyse en ligne sur le site
de (SwissAdame) afin de prédire les parametres ADME, d'évaluer les propriétés
pharmacocinétiques et physiques et de calculer les descripteurs physiques et chimiques des

molécules. Http://www.swissadme.ch.
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Résultats et discussion

1. L’étude d’amarrage :

La structure cristalline tridimensionnelle de la protéine OSBP (PDB ID : 7V62) est désormais

accessible sur le site « RCSB PDB ».

Les énergies de liaisons (kcal/ mol) obtenues par docking moléculaire ont été rapportées, et

les interactions protéine /ligands ont été étudiées a I’aide de I'outil DISCOVERY.

Les résultats de I'étude ont montré que plus I'énergie de liaison est faible, plus I'efficacité de

liaison est élevée, y compris I'augmentation de l'inhibition.

Le lien portant le code 154417841 a montré |'énergie de liaison la plus faible avec la cible de
cette étude 7V62 avec-10,1 kcal/mol, suivi du lien portant le code 76391099 avec -10 kcal/mol
(tableau 1, figure 3 et 4). Afin d'identifier les molécules a haute affinité se liant a cette
protéine (PDB : 7V62), nous avons effectué un test informatique virtuel pour la liaison
moléculaire et I'amarrage. Les résultats, pour chacune des 23 molécules, sont présentés dans

le tableau 1.
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Tableau 1 : Coordonnées et énergie de liaisons de 23 ligands STELLETTIN E amarrés a la Protéine OSBP.

Composés Pubchem Formules moléculaire | Masse moléculaires | AG (Kcal/mol)
ID (g/mol)

(2Z,42)-2-hydroxy-4-[(3aS,5aS,9aS,9bS)-3a-methyl-3,7-dioxododecahydro-6H- 129626671 318.4 -9.8

cyclopenta[a]naphthalen-6-ylidene]but-2-enoic acid C9H8N205S

2-[(8S,9S,10R,135,14S)-10,13-dimethyl-11-0x0-2,7,8,9,12,14,15,16-octahydro-1H- 154417841 C21H2603 326.4 -10.1

cyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene]acetic acid

Globostelletin B 49799306 C18H2404 304.4 -9.2

Globostelletin E 49799338 C19H2404 316.4 -9.0

Globostelletin F 49799339 C19H2404 316.4 9.1

(8R,9S,10R,13S5,14S)-13-methyl-17-0x0-8,9,10,11,12,14,15,16-octahydro-7H- 54140627 C19H2203 298.4 -9.5

cyclopenta[a]phenanthrene-3-carboxylic acid

2-[(8S,9S,10R,13S,14S)-10,13-dimethyl-11-0x0-2,3,6,7,8,9,12,14,15,16-decahydro- 67790542 C21H2803 328.4 -9.7

1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene]acetic acid

(2E)-2-[(8R,9S,10R,13S,14S)-13-methyl-3-0x0-1,2,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16- 69759407 C20H2603 314.4 -9.9

dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene]acetic acid

4-(3a-methyl-2,7-dioxo-4,5,5a,6,8,9,9a,9b-octahydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen- C19H2404 316.4 -10

3-ylidene)pent-2-enoic acid 76391099

2-(3a,9a-Dimethyl-2,7-dioxo-1,4,5,5a,6,8,9,9b-octahydrocyclopentalalnaphthalen- 76392687 C18H2404 304.4 9.2

3-ylidene)propanoic acid

(2Z,10Z)-3-hydroxy-5,17-dioxo-4,5-secoestra-2,10-diene-3-oate 129626670 C18H2105- 317.4 -9.2

(E)-3-[(3aS,5aS,6R,9aS,9bS)-3a,6-dimethyl-3,7-dioxo-2,4,5,5a,8,9,9a,9b-octahydro- 146169531 C18H2404 -9.8

1H-cyclopentala]naphthalen-6-yl]prop-2-enoic acid 304.4

2-[(8R,9S,10R,13S,14S5)-10,13-dimethyl-3-0x0-2,6,7,8,9,11,12,14,15,16-decahydro- 154101669 C21H2803 328.4 -9.8

1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene]acetic acid

2-[(8S,9S,10R,13S5,14S)-10,13-dimethyl-16-0x0-6,7,8,9,11,12,14,15-octahydro-3H- 158105748 C21H2603 326.4 9.3

cyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene]acetic acid

Stellettin E 6519634 C30H4004 464.6 -8

(2E)-2-(10,13-dimethyl-3-0x0-2,6,7,8,9,11,12,14,15,16-decahydro-1H- 23267856 C21H2803 3284 -9.9

cyclopenta[a]phenanthren-17-ylidene)acetic acid

2-(3a,6,6,9a-tetramethyl-2,7-dioxo-4,5,5a,8,9,9b-hexahydro-1H- 162947067 C20H2804 3324 -9

cyclopenta[a]naphthalen-3-ylidene)propanoic acid

12
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(22)-2-[(3aS,5aR,9aR,9bS)-33,6,6,9a-tetramethyl-2,7-dioxo-4,5,5a,8,9,9b- 162947068 C20H2804 332.4 -9
hexahydro-1H-cyclopentala] naphthalen-3-ylidene] propanoic acid

2-[(3aS,5aR,9aR,9bS)-34a,6,6,9a-tetramethyl-2,7-dioxo-4,5,5a,8,9,9b-hexahydro-1H- | 162947069 C20H2804 332.4 -9
cyclopenta[a]naphthalen-3-ylidene]propanoic acid

4-(3a-methyl-3,7-dioxo-2,4,5,5a,8,9,9a,9b-octahydro-1H-cyclopentalalnaphthalen- | 163020067 C18H2205 318.4 -9.8
6-ylidene)-2-hydroxybut-2-enoic acid

(2)-4-[(3aS,5aS,9aS,9bS)-3a-methyl-3,7-dioxo-2,4,5,5a,8,9,9a,9b-octahydro-1H- 16302068 C18H2205 318.4 -9.8
cyclopenta[a]naphthalen-6-ylidene]-2-hydroxybut-2-enoic acid

(42)-4-[(3aS,5aS,9aS,9bS)-3a-methyl-2,7-dioxo-4,5,53,6,8,9,9a,9b-octahydro-1H- 162819866 C19H2404 316.4 -9
cyclopenta[a]naphthalen-3-ylidene]pent-2-enoic acid

(2E)-2-[(3aS,5aR,9aR,9bS)-33,6,6,9a-tetramethyl-2,7-dioxo-4,5,5a,8,9,9b- 162947070 C20H2804 332.4 -9

hexahydro-1H-cyclopenta[a]lnaphthalen-3-ylidene]propanoic acid

13




Résultats et discussion

Nous avons réalisé le processus d'amarrage moléculaire de ces liaisons avec la protéine 7V62,
ce qui a permis d'identifier toutes les interactions et les modeles de liaison que nous pouvons
obtenir et qui permettent d'obtenir une bonne inhibition, car plus I'énergie de liaison est

faible, plus I'efficacité de liaison est élevée, ce qui entraine une inhibition accrue.

Il s'avere que les deux molécules 154417841 et 76391099 ont montré la meilleure affinité avec
la protéine 7V62 avec une énergie de liaison de -10 kcal/mol et la molécule 23 avec une
énergie de liaison de -8 kcal/mol qui est considérée comme une faible énergie alors qu'il a une

bonne inhibition.

Aprés fusion moléculaire, le programme Discovery Studio a été utilisé pour identifier et
détailler les liaisons formées par ces molécules et les acides aminés du site actif de la cible

7V62.

Les interactions des meilleurs composés amarrés sont présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Interaction des 5 ligands les mieux ancrés contre le site actif de la protéine.

oxo-1,2,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16-
dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-
17-ylidene]acetic acid

Meilleurs composés amarrés Les acides Types AG kcal/mol
aminés de 7V62 d'interaction
qui
interviennent
dans les
interactions du
composé
MET 446
2-[(8S,9S,10R,13S5,145)-10,13-dimethyl- ARG 449
11-ox0-2,7,8,9,12,14,15,16-octahydro-
1H-cyclopentala]phenanthren-17-
ylidene]acetic acid
TRH 491 Liaison hydrogene
carbone
SER 492 Liaison hydrogéne
conventionnelle
PRO 494 -10.1
PRO 558
LYS 577
TRH 580 Liaison hydrogéne
conventionnelle
ARG 449 2Liaisons
hydrogéne
conventionnelle
4-(3a-methyl-2,7-dioxo- PRO 494 -10
4,5,53,6,8,9,9a,9b-octahydro-1H-
cyclopentalalnaphthalen-3-ylidene)pent-
2-enoic acid
ILE 556
ARG 449
PRO 494
(2E)-2-[(8R,9S,10R,13S5,14S)-13-methyl-3- | ILE 556 -9.9
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ARG 449 3Liaisons
hydrogene
conventionnelle

SER 483 2Liaisons -9.8
hydrogene
conventionnelle

ILE 556

5-Hydroxy-5-(5-methoxy-2-thienyl)- LYS 577 Liaison hydrogéne
2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidinetrione conventionnelle

ILE 592

LEU 431

MET 446

ARG 449

PHE 479 Liaison hydrogene
conventionnelle

THR 480 Liaison hydrogene
conventionnelle

Stellettin E SER 483 Liaison hydrogene | -8
Carbone
défavorable
doneur —doneur

THR 484

LYS 493

PRO 494

LEU 554

ILE 556

PRO 558

TRP 575 Liaison hydrogene
conventionnelle

LYS 577

VAL 582

ILE 592

De ces résultats, il ressort que la molécule de code 154417841 fournit la meilleure énergie de
liaison, qui équivaut respectivement a -10,1 kcal/mol. Le complexe a établi 2 liaisons
hydrogene conventionnelles, 6 liaisons alkyle et 1 liaison hydrogéne carbone avec les acides
aminés PRO 494, ARG449, MET 446, LYS 577, PRO 558, SER492, THR580, THR491

respectivement (figure 3 et tableau 2).
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Et aussi, était I'image des différents types de liaison que cette molécule créait produit a

I'aide du logiciel Discovery comme le montre la figure 3.

ARG
e A:449
7 MET
A:446
THR
A:491
{ SEé\.\v wes
A:492
PRO
A:558
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond [: Alkyl

l:] Carbon Hydrogen Bond

Figure 3 : Interaction 2D de la molécule portant le code 1544178441.

La molécule de code 76391099 apporte une meilleure énergie de liaison, un score de liaison
De -10 kcal/mol avec la création de deux liaisons hydrogéne classiques et de 4 liaisons alkyle,

avec les acides aminés ARG449, ILE556 et PRO494 (figure 4, tableau 2).
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ILE
A556 PRO
ARG A:494
Ad49
p —
-
-

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond

Figure 4 : Interaction 2D de la molécule portant le code 76391099.

2).

Le ligand portant le code 69759407 a présenté un score de liaison de -9.9 kcal/mol avec la
création de 4 liaisons alkyl avec les acides aminés ARG449, ILE556, PRO494 (figure 5, tableau

18
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ARG
A:449 ILE PRO
A556 A:494
I;/
\0
NS
\O

Interactions

[ st

Figure 5 : Interaction 2D de la molécule portant le code 69759407.

Il ressort de ces résultats que la molécule portant le code 129626671 a présenté un score de
liaisons équivalentes de -9.8 kcal/mol. Le composé12962671 a établi 3 liaisons alkyl avec Les
acides aminés ILE592, ILE 556 et 6 liaisons avec les acides aminés ARG449, SER483 et LYS577

(figure 6, tableau 2).
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ILE
A:592
ang
‘I'*A‘,q‘g-.-.--.-H /”"\"\v
e " \—____-—'~‘ -- -a= I’ EER )
i = - ?\\\ :é_qg;;
% i
<r v
é///
ILE AN
A:556 \0"'
s
E.Q:SU}'

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond

Figure 6 : Interaction 2 D de la molécule portant le code 129626671.

De ces résultats, la molécule stellettin E a présenté un score de liaison de -8 kcal/mol, ce
composé a établi des liaisons hydrogene carbone avec un acide aminé SER 483, des liaisons
alkyl avec des acides aminés PRO 558, ARG 449, MET 446, PRO 494, LEU 431, LEU 554, LYS
493, LYS 577, ILE 556, ILE 592, VAL 582, TRY 484, les liaisons hydrogéne avec des acides aminés
TRP 575, PHE 479, TRH 480 (figure 7, tableau 2).
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i

wAL
ass2

Interactions
B Conventonal Mydrogen Bond [ ] Asc

[ ] Carbon Hydrogen Bond [ ] Pi-Akyl
B U~ favorable Donor -Donor

Figure 7 : Interaction 2D de la molécule stellettin E.

Les acides aminés en commun avec le composé 154417841 par rapport au ligand Stellettin E
sont : PRO 494, ARG 494, LYS 577.

Pour le composé 76391099, il s’agit de 3 acides aminés : PRO 494, ILE 556, ARG449.

Pour le composé 69759407, il s’agit de 3 acides aminés : ILE556, PRO 494, ARG449.

Pour le composé 12962671, il s’agit de 3 acides aminés : ARG 449, LYS577, ILE556.

Pour le composé 6519634, il s’agit de 4 acides aminés : ARG449, PRO 494, LYS 577, ILE 556.

La similitude réside dans les 4 acides aminés (ARG449, PRO494, ILE 556), cela nous a permis
de suggérer que ces acides aminés appartiennent au site de fixation de la protéine 7V62. Il est
aussi Intéressant de noter qu’il y a certains acides aminés (MET 446, LEU554, ILE592, LYS577)
qui sont présents dans les liaisons de plusieurs ligands, ce qui suggére que ces acides aminés

sont a proximité du site de fixation.

Pour s’assurer de la validité pharmacologique de ces composés, il est important d’évaluer leur

parameétre pharmacocinétique.

En effet, un bon médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par le tractus
gastro intestinal. Spécifiquement distribué a son site d’action dans le corps, sans interférer

avec les fonctions corporelles, et soit éliminé de maniére appropriée sans en faire des dégats.

Les propriétés pharmacocinétiques (ADME) ont été évaluées a I'aide de la regle de Lipinski sur
le site Web swissdame.ch. afin d’étudier les caractéristiques pharmacocinétiques, ceci est

également valable pour toutes les molécules (tableau 2).
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LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU
Code : 154417841 Code : 76391099
LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATLY PaLAR INSATU POLAR
INSOLU
INSOLU
Code : 69759407 Code : 129626671
LIPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR
INSOLU
Code : 6519634

Figure 8 : Les propriétés ADME des 5 principaux ligands (6519634 ; 129626671, 69759407,
76391099,154417841).
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Tableau 3 : Propriétés pharmacocinétiques des médicaments en voie de réadaptation.

Composés AG XLOGP3 - | POLAR INSOLU INSTATU FLEX Lipnski
0.7<XLOGP3<+5 | (Polarity) | (Insolubilit | (Insaturatio | (Flexibility)
.0 y) n)
6519634 -8 7.08 71.44 A% | -6.85 0.57 5 Yes; 1
Violation
n: MLOG
P >4.15
129626671 -9.8 | -0.21 132.97A% | -1.38 0.22 2 YES. Violation
69759407 -9.9 | 3.26 54.37A% | -3.78 0.70 1 Yes; 0 violation
76391099 -10 | 2.83 71.44 A? | -3.45 0.63 2 Yes; 0 violation
154417841 - 3.46 54.37 A2 | -3.98 0.62 1 Yes; 0 violation
10.1

Dans cette étude de Lipinski, aussi connue sous le nom de regle 5, (MW <500, MLOGS <4, 15,
NorO <10, NhorOHs< 5), les diagrammes radar de biodisponibilité obtenus ont été analysés
pour décrire leurs propriétés liées médicamenteux : la lipophilie (XLOGP3 entre -0.7 et +5,0),
Le poids moléculaire (entre 150 et 500 g/mol), la polarité (entre 20A et 130A), I'insolubilité
(log S ESOL entre 0 et 6), I'insaturation (fraction Csp3 entre 0.25 et 1) et la flexibilité (entre O
et 9). L'objectif de la régle de Lipinski est d'estimer la biodisponibilité par la voie orale d'un
composé a partir de sa structure bidimensionnelle, pour laquelle il est possible qu'un composé
ne remplissant pas au moins trois des cing conditions pose des problemes d'administration

orale 30.

Le tableau 03 montre que les cing composés avec les codes suivants 129626671, 154417841,
69759407 ,76391099 et 6519634 remplissaient les conditions et avaient donc des propriétés

pharmacocinétiques consécutives des bases de Lipinski.

Dans notre travail, il a été constaté que les 5 composés fournissent de bons produits
biologiques par la voie orale en tant que médicament pour inhiber la protéine OSBP. Par
ailleurs, nous constatons que les deux composés avec les codes suivants 154417841 et
76391099 ont fourni des résultats intéressants avec une énergie de liaison de —10,1 et -10
kcal/mol, et peuvent étre suggéré pour leur utilisation comme médicament pour inhiber la

protéine OSBP.
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Conclusion

La présente étude vise a proposer et développer d'éventuels inhibiteurs in silico qui agissent
sur la protéine cible 7V62 contre le cancer induit par la protéine OSBP. Pour réaliser cette

étude, nous avons utilisé I'amarrage moléculaire.

Parmi les 23 composés de la stellettine E qui ont été étudiés par docking moléculaire avec la
protéine 7V62, il a été montré que les composés 154417841, 76391099, 6519634, 69759407
et 129626671 sont les 5 meilleurs inhibiteurs de la protéine 7V62, et que l'inhibiteur 2-[(8S,
9S,10R,13S,14S))-10,13-diméthyl-11-ox0-2,7,8,9,12,14,15,16-Octahydro-1H-cyclopenta  [a]
phénanthréne-17-ylidéne] acide acétique avec le code 154417841 et l'inhibiteur 4-(3a-
méthyl-2,7-dioxo-4,5,53,6,8,9,9a,9b-octahydro-1H-Cyclopenta[a]naphtaléne-3-I'acide

ylidéne) pent-2-énoique avec le code 76391099 présentent les meilleures énergies de liaison
(-10,1 kcal/mol et -10 kcal/mol). Sur la base de ces résultats, ces substances pourraient étre
utilisées pour la thérapie anti cancéreuse, mais pour cela d’autres essais in Vivo et in vitro

devraient étre réalisées pour valider les résultats obtenus in silico.
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Résumé :
Introduction : Le transporteur du cholestérol intracellulaire OSBP est une protéine qui régule la distribution cellulaire du

cholestérol entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi. Des études récentes ont montré que les niveaux
d’expression de I'OSBP sont élevés dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales. En se liant a I'OSBP, les
molécules naturelles de la famille ORPphilines inhibent la croissance des cellules cancéreuses, ce qui constitue une cible
attrayante pour le traitement du cancer. L'objectif de cette étude est d’identifier les inhibiteurs de I'OSBP en utilisant la
méthode d'amarrage moléculaire.

Méthode : La structure tridimensionnelle de la protéine OSBP a été obtenue a partir de la protéine Data Bank. L'amarrage
moléculaire a été réalisé a I'aide du programme AUTODOCK VINA, intégré dans le logiciel UCSF Chimera pour étudier in silico
I'interaction de 23 analogues de Stellettin E avec la protéine cible ; les résultats de I'énergie de liaison ont été exprimés en
(kcal/mol), les interactions protéine-ligand ont été analysées a I'aide de programme Discovery Studio, et les propriétés
pharmacocinétiques de ces analogues a I'aide de programme swissadme.ch.

Résultats : Notre étude a montré que les composés portants les codes 154417841 et 76391099 sont les meilleurs candidats
comme des inhibiteurs potentiellement actifs envers la protéine OSBP pour la thérapie anticancéreuse.

Mots clés : OSBP, ORPphilines, 7V62, 'amarrage moléculaire ; Stellettin E, cancer.

Abstract:
Introduction: The intracellular cholesterol transporter OSBP is a protein that regulates the cellular distribution of cholesterol

between the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. Recent studies have shown that OSBP expression levels are
elevated in cancer cells compared to normal cells. By binding to OSBP, the naturally occurring molecules of the ORPphilins
family inhibit the growth of cancer cells, providing an attractive target for cancer treatment. This Study was designed to inhibit
OSBP with the inhibitor ORPphilins in all types of cancer using the molecular Docking Method.

Methods: The three-dimensional structure of the OSBP protein was obtained from the protein Data Bank. Molecular docking
was performed using the AUTODOCK program VINA, integrated into the UCSF Chimera software to study in silico the
interaction of 23 Stellettin E analogs with target protein, and Binding Energy Results were Expressed in (kcal/mol), then the
protein-ligand interactions were analyzed using Discovery Studio program, then the pharmacokinetic properties of these
analogs to the program help swissadme.ch.

Results: Our study showed that compounds carrying the codes 154417841 and 76391099 are the best candidates as
potentially active inhibitors against OSBP protein for cancer therapy.

Keywords: OSBP, ORPphilins, 7V62, molecular docking; Stellettin E, Anti-cancer.



