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Résumé

Parmi les protéines surexprimées au cours du cancer, la Stathmine une phosphoprotéine cytosolique de
17 kDa qui séquestre la tubuline dans un complexe non polymérisable formé de deux hétérodimeéres de
tubuline par molécule de Stathmine (complexe T2S) ce qui régule négativement I’assemblage des

microtubules (MTS).

La migration cellulaire est étroitement associée a la Stathmine, qui perturbe la dynamique des MTs en
augmentant leur dépolymérisation. La surexpression de la Stathmine est fortement corrélée a
I'agressivité tumorale. Elle constitue donc une cible thérapeutique intéressante dans la lutte contre le

cancer.

Les monoterpénes ont une fonction phénol constituant I’une des grandes familles biochimiques des
huiles essentielles des plantes médicinales. Ils présentent des activités biologiques anti-inflammatoires,

antimicrobiennes, antivirales et anticancéreuses et cela dans plusieurs cancers.

Le but de notre étude, est d’étudier I’interaction des monoterpenes cycliques composants parfumés de
I’huile essentielle du « Thymus vulgaris » avec la Stathmine et tenter d’inhiber son activité sur
I’assemblage de la tubuline ce qui bloquerait I’invasion cellulaire au cours du processus prolifératif

cancéreux.

L’interaction entre Stathmine (récepteur) et monoterpenes cycliques (ligands) a été faite par stimulation
moléculaire via des logiciels de Docking Moléculaire afin de repositionner le meilleur monoterpene
présentant des affinités d’interaction avec la Stathmine.

Parmi les 277 monoterpénes cycliques utilisés, le carvacrol et le thymol semblent étre les plus stables,

puisque le Docking moléculaire a révélé une affinité de liaison entre ces ligands et Stathmine.

Néanmoins, [’affinité de liaison de ces substances naturelles avec la stathmine mutée
K9R/A15R/K9RAL5R en partie N-terminale a été moins stable.
Enfin, des analyses de simulation moléculaire plus poussées, et une étude in vivo sont nécessaires pour

confirmer I’interaction et ’effet inhibiteur potentiel du carvacrol et thymol sur la stathmine.

Mots clés: Cancer, carvacrol, Docking moléculaire, monoterpéne, Stathmine, Thymol



Abstract

Among overexpressed proteins during cancer, Stathmin, a cytosolic phosphoprotein of 17 kDa,
which sequesters tubulin in a non-polymerizable complex, consisting of two tubulin
heterodimers per stathmin molecule (T2S complex) which negatively regulates the assembly of
microtubules (MTSs).

Cell migration is closely associated with Stathmin, which disrupts the dynamics of MTs by
increasing their depolymerization. Stathmin overexpression is strongly correlated with tumor
aggressiveness. It therefore constitutes an interesting therapeutic target against cancers.

Monoterpenes have a phenol function constituting one of the major biochemical families of
essential oils in medicinal plants. They exhibit anti-inflammatory, antimicrobial, antiviral and

anticancer biological activities in several cancers.

The aim of our study was to study the interaction of the cyclic monoterpenes scented
components of the essential oil of "Thymus vulgaris” with stathmin and try to inhibit its

destabilizing MTs activity during tumoral invasion.

The interaction between stathmin (receptor) and cyclic monoterpenes (ligands) has been
investigated by molecular stimulation via molecular docking software in order to determine the

best ligand that presents interaction affinities with stathmin.

Among the 277 cyclic monoterpenes used, carvacrol and thymol seem to be the most stable,
since molecular docking revealed binding affinity between these ligands and Stathmin.
Nevertheless, these natural substances did not show effective binding effects with the N-
terminal mutated stathmin K9R/A15R/K9RA15R.

Finally; further molecular simulation analyzes and an in vivo study are needed to confirm the

interaction and the potential inhibitory effect of carvacrol and thymol on stathmin

Keywords: Cancer, carvacrol, molecular docking, monoterpene, stathmin, thymol.
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Introduction générale

La stathmine est une phosphoprotéine cytoplasmique phosphorylable de 17 kDa qui fut d’abord
proposée comme un relais pour la transduction de divers signaux d’origine extracellulaire
(Sobel, 1991) et un régulateur clé de la division cellulaire par dépolymérisation dépendante de
la phosphorylation des MTs. L'assemblage correct du fuseau mitotique nécessite une
déphosphorylation et une inactivation de la stathmine avant que les cellules n'entrent en mitose,
suivies d'une réactivation de la stathmine pendant la cytokinése (Larsson et al., 1995;
Marklund et al., 1996; Melander Gradin et al., 1997).

Cette protéine est surexprimée dans plusieurs cancers notamment le cancer colorectal et de la
vessie (Nie et al., 2022).

A noter, les autres protéines de la famille Stathmine peuvent également lier deux tubulines
hétérodimeéres a travers leur SLD (Stathmin-Like Domain), mais de maniere différente, les
complexes SLD affichent des stabilités variables. Comme la stathmine, RB3-SLD est capable
de lier deux hétérodiméres de tubuline, mais présente des cinétiques de liaison a la tubuline trés
différentes, RB3-SLD formant un complexe plus stable avec la tubuline (Charbaut et al.,
2001).

Dans le cancer, des taux élevés de stathmine sont associés a des caractéristiques agressives
(Brattsand, 2000; Curmi et al., 2000; Obayashi et al., 2017) et une survie réduite (Baguero

et al., 2012); une surexpression est rapportée dans une variété d’autres tumeurs malignes

humaines ( Rana et al., 2008; Belletti and Baldassarre, 2011; Biaoxue et al., 2016;).

En ce qui concerne le traitement, les études indiquent que I’expression de la stathmine est
associée a I’activation de PI3K, ce qui suggere qu’elle pourrait étre un marqueur potentiel de
sous-groupes de patients ciblés. Les lignées cellulaires de cancer surexprimant la stathmine
présentent une sensibilité réduite au paclitaxel et a la vinblastine (Alli et al., 2002) et une
combinaison de traitement anti-stathmine et de taxol s’est avérée plus efficace que la thérapie
anti-stathmine seule (Miceli et al., 2013). Dans une étude sur le cancer du sein localement
avancé, de faibles taux de stathmine prédisaient la réponse au traitement néo-adjuvant contenant

du docétaxcel.

Les monoterpenes 2-isopropyl-5-méthylphénol et 5-isopropyl-2- méthylphénol, également
connus sous le nom de thymol et de carvacrol, ont été I'attention ces derniéres années ( Kachur

and Suntres, 2020; Alagawany et al., 2021). On les trouve dans de nombreuses plantes,
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notamment  «Origanum», «Thymus wvulgaris»;  «Satureja, Thymbra» et
« Coridothymus » (Salehi et al., 2018; Gunes Bayir et al., 2019).

En outre, les plantes présentant des niveaux élevés de ces deux composes ont été utilisées en
médecine traditionnelle dans de nombreuses régions du monde (Han et al., 2017; Miara et al.,
2019). Il reste encore beaucoup a apprendre sur leurs propriétés bioactives, notamment I'activité
antimicrobienne, antioxydante et antitumorale ainsi que leurs propriétés de promotion sur la
santé ( Sharifi-Rad et al., 2018; Diniz Do Nascimento et al., 2020).

De ce fait, nous avons tenté par une approche in silico, en utilisant les logiciels de Docking
moléculaire, d’étudier les interactions de différents monoterpenes cycliques (carvacrol, thymol,
borneol, camphéne et isothymol) avec la stathmine, afin d’approfondir nos connaissances sur
I’implication des domaines de la stathmine, en particulier Sa partie N terminale sur I’activation
de la stathmine, une nouvelle approche d’améliorer rationnellement I'efficacité des
médicaments dérivés des monoterpenes cycliques de la plante médicinale « Thymus vulgaris »

dans le processus tumoral.
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Chapitre | La Stathmine

I.1. Introduction

Au début des années 1980 ; la Stathmine a été décrite dans le processus visant & identifier des
protéines cytoplasmiques dont la phosphorylation pourrait étre régulée positivement lors de la
stimulation cellulaire par des agents extracellulaires (Sobel and Tashjian, 1983).

Le membre archétypal de cette famille, STMN, est une protéine cytoplasmique d’un poids
moléculaire del7 KDa qui est exprimée de maniere ubiquitaire et contribue largement a la
régulation de la prolifération, de la migration et de la survie des cellules (Yip et al., 2014).

La stathmine porte plusieurs noms : p20/p21/p23(Peyron et al., 1989), 18 (Op18) (Hailat et
al., 1990) p19 (Pasmantier et al., 1986), Prosolines (Cooper et al., 1989), et la métablastine.
En 1996, Belmont et Mitchison ont rapporté que Stathmine se lie a la tubuline et régule la
dynamique des MTs (Belmont and Mitchison, 1996).

La stathmine est une protéine régulatrice importante censeée contrbler la dynamique des
microtubules (MTs) a travers le cycle cellulaire d'une maniere dépendante de la
phosphorylation. Elle interagit avec deux molécules de tubuline o B pour former un complexe
ternaire serré T2S, sedimentant a 7,7 S (Jourdain et al., 1997). Il est maintenant clair que la
stathmine déstabilise le MT en séquestrant la tubuline. C'est un complexe non polymerique

selon le degré de phosphorylation et est lui-méme régulé par les voies de signalisation cellulaire.

I.2. Organisation des génes et distribution des protéines de la famille Stathmine
Stathmine comprend une diversité structurelle des genes stathmine, nous avons comparé leurs
structures exon-intron. Cing introns relativement conservateurs sont représentés a la figure 1 et
sont nommés respectivement I-a, I-b, I-c, I-d et I-e. La distribution de phase et I’insertion des
introns 1-d et I-e ont également été conservées dans ces quatre groupes, suggérant leur origine
commune. Certains événements de gain et de perte d’introns ont également été trouvés dans
I’évolution des génes de la stathmine. . STMNI1 a perdu ’intron I-a, qui était encore présent
dans trois autres groupes.

De plus, plusieurs introns non conservés ont également été observés dans le domaine variable.
Une étude a montré que lorsque la position de I’intron change, I’extension ou le
raccourcissement de 1’exon est la source de la variation de séquence. Par conséquent, les
différences de structure des génes augmentent la divergence des génes familiaux dans le

processus évolution (Cao and Cheng, 2020).

17
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l-a b l-c I-d l-e
STMNA v v b
STMNZ v v v v
STMN3 v v v b
STMNS v b 4 ) b

Figure 1 : Organisation exon-intron des génes de la stathmine en différents groupes (Cao and

Cheng, 2020). Les triangles inversés avec des marques vertes et rouges indiquent les positions d'insertion des

introns de phase 0 et 1, respectivement. Cing introns conservés (I-a, I-b, I-c, I-d et 1-e) ont également été nommeés

et marqués.

I.3. Localisation de la stathmine

La stathmine est une petite phosphoprotéine regulatrice intégrant diverses voies de
signalisation intracellulaires. C’est aussi I’élément générique d’une famille de protéines
comprenant les protéines neuronales SCG10, SCLIP, RB3 et ses deux variantes d’épissage
RB3' et RB3” . Il a été démontré que la stathmine elle-méme interagissait in vitro avec la
tubuline d’une manieére dépendante de la phosphorylation, séquestrant la tubuline libre et

favorisant ainsi la dépolymérisation des MTs .

A noter que la stathmine n’est pas associée aux MTs interphasiques dans les cellules HeLa,
une fraction de celle-ci est concentrée au niveau du fuseau mitotique aprés la configuration
antisérums spécifiques aux phosphoformes de stathmine, ce qui a permis de visualiser la
régulation de la phosphorylation-déphosphorylation au cours des stades successifs de la mitose,
et la localisation partielle de la stathmine phosphorylée sur la sérine 16 au niveau du fuseau
mitotique .

Les résultats d’expériences de surexpression de mutants de stathmine de type sauvage et de
sites de phosphorylation nouveaux suggerent en outre qu’elle induit la dépolymérisation des
MTs interphasiques et mitotiques a 1’état non phosphorylé, mais qu’elle est inactivée par
phosphorylation en mitose. La phosphorylation des mutants 16 A25A et 38A63A sur les sites
38 et 63 ou 16 et 25, respectivement, était suffisante pour la formation d’un fuseau fonctionnel,

tandis que le mutant 16A25A38A63E conservait une activité de dépolymérisation des MTs

18



Chapitre | La Stathmine

(Gavet et al., 1998). L’expression transitoire de chacune des phosphoprotéines neurales de la
famille des stathmines a montré qu’elles sont au moins particllement associées a I’appareil de
Golgi et non a d’autres compartiments membranaires majeurs, probablement a travers leurs
différents domaines terminaux NH2, comme décrit pour SCG10. Plus important encore, comme
la stathmine et le SCG10, SCLIP, RB3 et RB3 *’ surexprimés ont pu dépolymériser les MTs
interphasiques. Dans 1’ensemble, nos résultats démontrent in vivo la conservation fonctionnelle
du domaine stathmine au sein de chaque protéine de la famille des stathmine, avec une activité
déstabilisante des MTs trés probablement essentielle pour leur(s) fonction(s) biologique(s)
specifique(s) (Tabet-Helal et al., 2014).

La localisation subcellulaire des autres protéines de la famille stathmine apres transfection dans
des cellules HeLa interphasique par immunofluorescence a l'aide d'un anticorps dirigé contre le
domaine C-terminal a révelé une région périnucléaire constituée de cytoplasme et de vésicules

et de structures tubulaires et golgienes (Gavet et al., 1998).

I.4. Expression de la stathmine

La stathmine est un membre des protéines microtubulaires destabilisantes qui régulent la
dynamique des MTs .elle favorise la dépolymérisation des MTs pendant I’interphase et la fin
mitose. L’activité microtubule-dépolymeérisante de la stathmine est regulée par des
changements dans son degré de phosphorylation se produisant au cours de la progression du
cycle cellulaire. Ces modifications jouent un rdle critique dans la régulation de 1’équilibre

dynamique des MTs au cours des différentes phases du cycle cellulaire.

Chez les eucaryotes supérieurs, la famille des stathmines des régulateurs de MTs comprend la
stathmine cytosoliqgue omniprésente (Sobel, 1991)et trois produits géniques étroitement
apparentés spécifiques aux neurones et associés a la croissance neuronale appelés RB3 (cerveau
de rat-3), SCG10 (proteine supérieure des ganglions cervicaux 10) et SCLIP (protéine de type
SCG10). La stathmine hautement conservé (SLD : Stathmin Like Domain) (Mori and Morii,
2002)qui présentent une identité d’acides aminés de 65 a 75 % avec stathmine y compris la o-

hélice prévue (figure 2) (Charbaut et al., 2001).

La stathmine est une protéine de 17 kDa exprimée dans tous les types cellulaires, allant de

0,005% a 0,5 % de la protéine totale dans la cellule (Brattsand et al., 1993). Les proportions
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les plus élevées se trouvent dans les cellules a prolifération rapide comme les cellules
cancéreuses ; les plus faibles sont présents dans les cellules différenciées en phase terminale
comme les neurones (Rowlands et al., 1995). Contrairement a la stathmine cytosolique
ubiquitaire, les autres membres de la famille Stathmine, a I’exclusion de SCLIP, sont fortement
exprimés dans le systéeme nerveux (Ozon et al., 1999); ou ils se trouvent dans I’appareil de

Golgi et le cone de croissance (Grenningloh et al., 2004).

Une caractéristique des membres de la famille neuronale est une terminaison N hydrophobe qui
comprend deux résidus Cystéine servant de sites de palmitoylation. Ce terminus N sert comme
médiateur pour 1’association aux membranes intracellulaires, principalement au niveau de
I’appareil de Golgi, mais aussi au sein de cones de croissance (Lutjens et al., 2000). D’autre
part, la protéine stathmine n’a pas la partie hydrophobe de I’extrémité N terminale et présente

une distribution cytosolique étendue.

La stathmine serait impliquée dans le reglement de prolifération cellulaire. Il a été déemontré
qu’une induction rapide de I’expression de la stathmine accompagnait la régénération du foie.
Cela semble étre une indication de stimulation de la prolifération cellulaire en réponse a une
hépatectomie partielle, car ces changements dans son expression sont liés a 1’expression de

Ki67, un antigéne lié a la prolifération, et ne sont pas détectables dans les hépatocytes au repos.

De plus; la phosphorylation médiée par la kinase PKC et I’activation de la stathmine se
produisaient lors de I’exposition du lymphome Nb2 a la prolactine (PRL) en méme temps que
la prolifération induite par la PRL. Comme indiqué précédemment, non seulement I’EGF induit
I’expression de la stathmine , mais le facteur de croissance induit sa phosphorylation (Meyer
et al., 1992).

Plus récemment, des preuves ont émergé indiquant I’implication de la stathmine dans les voies
de signalisation cellulaire, conduisant a la prolifération et a 1’organisation du cytosquelette, via

la tyrosine kinase (figure 2) (Hummert et al., 2001) .
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Figure 2 : Voies de signalisation médiées par stathmine dans la différenciation, la prolifération

cellulaires et I’invasion du cancer et les métastases (D’aprés Hummert et al., 2001). MAPK:

protéine kinase activée par le mitogéne; MEK :MAPK/ERK-kinase; ERK: kinase régulée par le signal
extracellulaire; TSG : géne de susceptibilité tumorale; HSP: protéine de choc thermique; MT: microtubule; PKC :

protéine kinase C; TRK: kinases du récepteur de la tyrosine. ECM : matrice extracellulaire.

1.5. Distribution subcellulaire

Nous avons utilisé la microscopie a double immunofluorescence avec des anticorps spécifiques
pour la stathmine et SCG10 en combinaison avec des anticorps pour les protéines marqueurs
axonales, microtubulaires et synaptiques. Stathmine et SCG10 ont été coexprimés dans des
neurones individuels. Alors que les deux protéines étaient fortement exprimées dans les cultures
en développement au cours de la différenciation, leur localisation subcellulaire était
étonnamment différente. La stathmine a montré une distribution cytosolique, principalement
dans les corps cellulaires, alors que SCG10 a fortement marqué les cones de croissance des

axones et des dendrites (Di Paolo et al., 1997).

21



Chapitre | La Stathmine

I.6. Structure de stathmine

Les prédictions de structure secondaire définissent deux régions de la chaine polypeptidique de
stathmine humaine (Steinmetz et al., 2000 . Wallon et al., 2000) : une terminaison N
relativement peu structurée et un domaine C-terminal hélicoidal. 1l a également été reconnu que
le domaine C-terminal contenait des répétitions heptades sur toute sa longueur, une
caractéristique des interactions a-hélicoidales enroulées-bobines (Doye et al., 1989).
Cependant, comme le montre la Figure 3A, I’examen de la composition en acides aminés réveéle
que la séquence de stathmine présente tout au long d’un fort biais vers des petits résidus (66%
de tous les résidus sont GlIn, Asn, Ser, Pro,Glu, Lys, Gly et Ala) et une faible teneur en acides
aminés hydrophobes volumineux (20% de tous les résidus sont Val, Leu, lle, Met, Phe, Tyr et
Trp). Cette signature de seéquence est caractéristique des protéines intrinsequement
désordonnées qui manque d’une structure tertiaire bien définie et isolée (Dyson and Wright,

2005).

Ces études suggerent fortement que le domaine C-terminal de la stathmine a une structure
hélicoidale significativement populaire alors que I’extrémité N présente peu de toute structure
secondaire reguliére, en accord avec la prédic-tion (voir ci-dessus).Seuls les fragments
contenant la partie N-terminale du domaine hélico-cal de stathmine présentent une teneur élevée
en hélice. Ensemble, ces résultats démontrent que la molécule de stathmine monomere est
dépourvue de structure tertiaire stable isolée. Comme illustré aux figures 3F et E, alors que la
fraction N-terminale de stathmine adopte peu de structure secondaire réguliere, son domaine C-
terminal peuple un ensemble de conformations hélicoidales étendues et flexibles. La structure
hélicoidale est favorisee par un troncon séquentiel, résidus 41-110, situé¢ a ’extrémité aminée
du domaine C-terminal. Ce comportement de confirmation classe la stathmine comme une

protéine intrinsequement désordonnée (Dyson and Wright, 2005).
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Figure 3 : Séquence d’acides aminés de stathmine humaine divisée dans son domaine de
coiffage N-terminal et Domaine hélicoidal C-terminal (A). Les résidus polaires et petits (GlIn,
Asn, Ser, Pro, Glu, Lys, Gly et Ala) enrichis en proteines intrinsequement désordonnées sont
surlignés en rouge. Les quatre sites de phosphorylation de la sérine, Serl6, Ser25, Ser38 et
Ser63 sont affichés en plus grande taille de police. (E) Spectres de corrélation 15N, 1H
descontours) et stathmine marqué 15N lié a la tubuline (contours rouges). Comme prévu pour
un grand complexe de 200 kDa, la plupart des résonances ont disparu dans le 15N, 1Hspectre
de corrélation du complexe T»S démontrant que la plupart des résidus de stathmine adoptent
une conformation stable lors de la liaison a la tubuline. Toutefois, huit les résidus provenant de
I’extrémité C de la stathmine restent flexibles dans le complexe. Les lignes bleues indiquent
des changements de résonance pour certains de ces résidus. (F) Interprétation des données
indiquées aux points (A-E). Isolément, le domaine C-terminal de la stathmine (représentation
en ruban) remplit un ensemble de conformations hélicoidales transitoires et principalement
étendues. La formation hélicoidale du domaine C-terminal est entrainée par le site de nucléation

hélicoidale majeur situé dans son extrémité N (en jaune) (Dyson and Wright, 2005).
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1.7. Phosphorylation de la stathmine

La stathmine posséde 11 sérines et 2 thréonines. Parmi ces résidus, plusieurs appartiennent a
des sites de phosphorylation consensus et quatre sont efficacement phosphorylés in vivo ( Doye
et al., 1989 ; Schubart et al., 1989; Maucuer et al., 1990; Beretta et al., 1993) . De
nombreuses études ont montré que quatre sites de phosphorylation sont situés dans la partie N-
terminale et sont phosphorylés en réponse a divers signaux d'origine extracellulaire (Sobel,
1991).

Elle est phosphorylé sur quatre sérines residus par différentes kinases. La phosphorylation
connue les sites sont Serl6, Ser25, Ser38 et Ser63. L’état de phosphorylation de stathmine
fluctue au cours du cycle cellulaire, Atteignant son niveau le plus élevé.

Bien que les protéines kinases spécifiques qui phosphorylent directement la stathmine in vivo
n‘aient pas été identifiées, les preuves disponibles suggeérent que dans les cellules, la Ser-63, et
dans une moindre mesure, la Ser-16 sont phosphorylées par la protéine kinase dépendante de
I'AMPc (Marklund et al., 1993; Wang et al., 1993). Ser-25 et Ser-38 sont phosphorylées a
leur tour par une ou des proteine (s) kinase(s) activée(s) par un mitogene et une ou des kinase(s)
cycline-dépendante(s) ; et Ser-16 est phosphorylée par Ca 2+/calmoduline kinase-GR
(Marklund et al., 1994).

1.8. Phosphorylation des autres protéines de la famille Stathmine

Comme la stathmine, SCG10 est impliqué dans la déstabilisation des MTs et sa
phosphorylation conduit a I’inhibition de son activité. L'analyse in vitro de recombinants
SCG10 phosphorylés par spectrométrie de masse a identifié quatre sites de phosphorylation
(Antonsson et al., 1998) SCG10 est phosphorylé aux sérines 50 et 97 par la protéine kinase
PKA, aux sérines 62 et 73 par la MAP kinase, et a lasérine 73 par p34cdc2 et CDK5
(Grenningloh et al., 2004) comme ses deux variantes d'épissure RB3’ et RB3’” sont moins

établies. Pour RB3, la seule sérine correspond a la 16 sérine dans la stathmine.

En conclusion ; la stathmine est une protéine régulatrice des MTs qui joue un rdle important
dans l'assemblage et le désassemblage du fuseau mitotique. Au niveau moléculaire, Stathmine
dépolymérise les MTs en séquestrant des dimeres de tubuline libres ou en induisant directement

une catastrophe microtubulaire.
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C’est I’¢lément générique d’une famille des protéines Stathmine qui présentent un domaine en
commun, le domaine SLD (Stathmin Like Domain) et qui interagissent difféeremment avec la
tubuline. La surexpression de la stathmine dans les cellules cancéreuses pourrait étre exploitée

comme un champ antiprolifératif de la cellule cancéreuse.
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Chapitre 11 Stathmine et Cancer

11.1. Introduction

Le cancer, maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormale, est une cause majeure
de morbidité et de mortalité. Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) estime
qu'il y a 19,3 millions de nouveaux cas et 9,9 millions de décés par ans dans le monde (Sung et
al., 2021). Avec le développement de la biologie moléculaire des tumeurs, les progrés dans la
détection et le traitement du cancer ont conduit & des réductions impressionnantes de la
mortalité et de la morbidité. Cependant, le cancer reste I'une des maladies les plus difficiles a
diagnostiquer sur le plan clinique (Biao-xue et al., 2011).

Ila été démontré que la stathmine est régulée positivement dans certains cancers (Nie et
al., 2015), et est corrélée a la différenciation, a la prolifération et a la migration cellulaires, en
particulier dans les cellules tumorales solides (Reyes et al., 2015). Par conséquent, la stathmine
peut étre une cible attrayante pour la conception de médicaments, car plusieurs aspects de la
progression tumorale peuvent étre inhibés simultanément en ciblant cette molécule. 11y a une
dizaine d’années Barbara Belletti, Shushan Rana et leurs collaborateurs ont prouvé un lien

entre stathmine et cancer ( Rana et al., 2008; Belletti and Baldassarre, 2011).

11.2. Définition de cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par la croissance anormale de cellules d' un méme
clone et confinée aux tissus de I' organisme . Les cellules cancéreuses acquierent des propriétés
spécifiques qui leur permettent de se diviser indéfiniment de maniére chaotique, formant des
tumeurs bénignes. Son développement, accompagné de l'accumulation de mutations, permet
aux cellules qui la composent de continuer a se développer et d'acquérir la capacité de coloniser
les tissus environnants ; et la tumeur devient maligne. 1l est possible que les cellules parviennent
a franchir la membrane délimitant ’organe du reste de 1’organisme pour essaimer dans d’autres

organes en formant des métastases (Sung et al., 2021).

11.3. Cancérogénese

La cancérogenése est un processus multi-étapes qui est initié a partir d'une cellule normale.
Cette cellule normale va tout d'abord accumuler des altérations génétiques qui vont aboutir a
I'acquisition par la cellule de caractéristiques anormales. Suite a une sélection clonale et une
multiplication, les cellules vont progresser vers un stade tumoral, acquérir un phénotype invasif
et évoluer vers un stade métastatique (Mongaret et al., 2020). Elle comprend 3 phases :

I’initiation, la promotion et la progression.
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11.3.1. Etapes de cancérogenése

11.3.1.1. Initiation : Elle correspond a une prolifération anormale de cellules qui se divisent de
maniére incontrdlée et échappent a toute régulation. La survenue et la progression de la tumeur
maligne résultent d'une accumulation d'événements génétiques complexes altérant le
fonctionnement de certains génes contrélant la prolifération et la division de la cellule normale.
Ces modifications génétiques peuvent avoir une origine embryonnaire (cas des cancers
pédiatriques), une origine héréditaire (certains cancers gynécologiques ou coliques), mais
peuvent également étre induites par des facteurs exogenes qui sont appelés génotoxiques
chimiques (hydrocarbures polycycliques).

11.3.1.2. Promotion : La promotion consiste en une expansion clonale de ces cellules
transformées. Au fur et a mesure que la division se poursuit, 'anomalie est transmise a la
progeniture. De plus, les cellules accumulent de nouvelles mutations qui leur permettent de se
diviser de plus en plus tout en échappant aux systemes de contréle de I'organisme.

11.3.1.3. Progression : ces cellules vont perdre peu a peu leurs caracteres de differenciation,
elles forment alors une grosse masse cellulaire anormale envahissant les tissus voisins. Dans
certaines conditions, les cellules peuvent se détacher de la tumeur primitive et migrer dans le
reste de I’organisme via les voies lymphatiques ou sanguines pour former des métastases a

distance (figure 4) (Hanahan and Weinberg, 2011).

INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER METASTASE

' "/,@:3? i ﬂi@%

TUMEURS CUNIQUEMENT
LESION DE LADN ACTIVATION DES ONCOGENES/INACTIVATION GENES SUPPRESSEURS DETECTABLES

Figure 4. Etapes de la cancérogenése (D’aprés Béliveau and Gingras, 2007).

Des agents néfastes affectent une cellule normale et I’initient a la cancérogenése. La cellule
entre en phase de promotion tumorale. Elle subit des Iésions au niveau de I’ADN et cela
déclenche la prolifération incontr6lée. Des oncogenes sont activés et des génes suppresseurs
sont inactivés pour amener les cellules en phase de progression qui peut durer des années.

Finalement, le cancer s’établit et peut étre diagnostiqué.
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I1.4. Altération génétique dans le cancer

L’altération génétique transforme une cellule normale en une cellule néoplasique. Les
mécanismes de contrdle cellulaire sont alors désactivés et les cellules tumorales proliférent de
maniere anarchique pour former des masses tumorales au niveau du corps. Cette masse
tumorale a alors tendance a grossir et les cellules tumorales envahissent les tissus adjacents
voire se propagent dans tout I'organisme pour former des métastases. Cependant, la réussite de
la progression de cette tumeur dépend du succés de nombreux autres processus cellulaires
essentiels au développement de la tumeur. Les cellules cancéreuses, en particulier, doivent se
nourrir de nutriments, résister a I'nypoxie, se déplacer dans les tissus et la circulation sanguine
et ralentir le systeme immunitaire de I'hdte. Les progres des connaissances au cours des deux
derniéres décennies ont été essentiels pour comprendre tous ces processus. Il est maintenant
clair qu'ils dépendent tous a la fois des propriétés intrinseques des cellules tumorales et des
interactions étroites et complexes entre les cellules tumorales et le reste de I'organisme .Parmi
toutes les étapes, la prochaine section se concentrera sur seulement deux processus critiques :

I'angiogenése et la formation des meétastases (Papetti and Herman, 2002).

I1.5. Stathmine et cancer

La stathmine est une protéine de liaison a la tubuline universellement exprimée et conservée au
cours de I'évolution qui est impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire. La
surexpression de stathmine largement rapportée dans les tumeurs malignes humaines suggere
une fonction importante dans le cancer et peut étre une cible possible pour la réduction de la
maladie (Byrne, 2012).

L’étude d'interaction de stathmine avec des médicaments anticancéreux fournissent également
de nouvelles informations sur le mécanisme du stathmine dans les tumeurs malignes résistantes
aux médicaments et mettent en évidence le potentiel de combiner I'inhibition du stathmine avec

des thérapies établies (Honnappa et al., 2006).

11.6. Expression au cours des cancers
La stathmine est exprimée dans différents types de cancers avec une corrélation entre la
sensibilité des tumeurs aux agents ciblant les microtubules (MTs). En effet, la surexpression

de la stathmine diminue la polymérisation des MTs (Akhtar et al., 2014).
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La mobilité et la migration sont des évenements biologiques critiques dans la persistance et la
propagation des tumeurs malignes. La migration des cellules cancéreuses conduit finalement a
des métastases locales et distantes de cellules malignes, accélérant finalement la progression de
la maladie. La stathmine est un membre important des protéines organisatrices des MTs, et la
migration cellulaire est étroitement associée a la stathmine, qui perturbe la dynamique des MTs
en augmentant la dépolymérisation des MTs. La surexpression de la stathmine est fortement
associée a l'agressivité tumorale chez les patients cancéreux (Chen et al., 2021).

Cette protéine est exprimée a des niveaux élevés dans une variété de tumeurs malignes
humaines, y compris le cancer de la prostate (Hanash et al., 1988). Il a été démontré qu'une
forte expression de la stathmine dans les cellules cancéreuses est en corrélation avec leur
capacité a proliférer et a maintenir un phénotype malin (Mistry and Atweh, 2002). Il est
intéressant de noter que lorsque des biopsies de cancer de la prostate humain ont été colorées
avec des anticorps anti-stathmine, I'immunoréactivité a été observée dans les tumeurs peu
différenciées, mais pas dans les tumeurs hyperplasiques ou bien différenciées. Fait important,
il a été démontré que les niveaux d'expression de la stathmine sont en corrélation avec le
comportement malin du cancer de la prostate. Par conséquent, il a été suggeré que les niveaux
d'expression de la stathmine pourraient servir de marqueur pronostique pour le cancer de la
prostate (Friedrich et al., 1995).

Le cancer colorectal (CCR) comprend le cancer du c6lon et du rectum. La plupart des cas (96
%) surviennent dans les glandes de la muqueuse intestinale. Ce sont des cancers glandulaires
ou dits « adénocarcinomes » ; est le troisieme cancer le plus fréquent chez I'hnomme et le
deuxiéme cancer le plus fréquent chez la femme dans le monde. Il y a 1,4 million de nouvelles
infections et 700 000 déces chaque année. Le cancer colorectal est la deuxiéme cause de déces

chez les hommes et la troisieme cause de déces chez les femmes (Ferlay et al., 2012).

La stathmine a été identifiée comme un nouveau biomarqueur prédictif des métastases chez les
patients atteints de CCR. Tout d'abord, les niveaux de stathmine sont significativement corrélés
avec le phénotype métastatique du CCR et sont considérés comme un marqueur prédictif des
métastases hépatiques. Deuxiemement, les niveaux élevés d'expression de la stathmine étaient
significativement associés a une plus mauvaise OS chez les patients atteints de CCR
métastatique. Enfin, nos données suggérent que l'augmentation de la croissance cellulaire et de
la capacité de survie des cellules tumorales positives a la stathmine pourrait contribuer en partie
a la progression de la tumeur et a la formation de métastases. Progression tumorale et a la

formation de métastases. Par conséquent, la stathmine pourrait &tre un biomarqueur pronostique
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biomarqueur pronostique potentiel innovant pour la progression du CCR et servir de nouvelle
cible thérapeutique (figure 5) (Hanahan and Weinberg, 2000).

Stathmin staining

Liver Metastasis

Figure 5 : Analyse IHC de I'expression de la stathmine dans des échantillons de patients atteints

de CCR métastatique chez 'nomme (Zheng et al., 2010). Analyse IHC de la coloration de la stathmine

dans les tissus tumoraux métastatiques et primaires humains de stade IV appariés (n = 25). L'expression de la
stathmine était faible et homogéne dans I'épithélium colorectal normal non impliqué (n = 8). Cependant, dans les
cellules primaires et métastatiques du CCR, I'expression de la stathmine était plus élevée, variait considérablement

d'un cas a l'autre et était distribuée de maniere hétérogeéne.

11.7. Phosphorylation de la stathmine au cours du cancer

La phosphorylation de la stathmine, une protéine qui régule I'activité des MTs, a été impliquée
dans la progression de divers cancers. Les MTs sont des structures importantes impliquées dans
la division cellulaire et leur régulation est nécessaire au bon fonctionnement des cellules.
Plusieurs études ont montré que la stathmine est surexprimée dans de nombreux cancers et que
sa phosphorylation est généralement augmentée dans ces cellules cancéreuses par rapport aux
cellules saines. La phosphorylation de la stathmine entraine une stabilité réduite des MTs, ce
qui peut favoriser la division cellulaire et la prolifération tumorale (Dean et al., 2010)

Le géne STMN1 humain est responsable du codage de Stathmine, qui abrite quatre sites de
phosphorylation de la sérine. La liaison et la séquestration de la tubuline soluble sont fortement
réduites ou éliminées lorsque Stathmine est phosphorylée en Serl6 ou Ser63 (Manna et al.,
2009). La PKC est capable de phosphoryler la Stathmine Ser16, ainsi que la PAK1 et la kinase
I1/1V Ca2+/calmoduline dépendante (Wittmann et al., 2004) .Ser25 et Ser38, d'autre part, sont
les cibles spécifiques des MAPK dépendantes de la cycline. En perturbant la progression
normale du cycle cellulaire, la surexpression de Stathmine dans le cancer humain facilite la
polyploidie/aneuploidie des cellules ciblées, comme l'ont démontré (Hsieh et al., 2010). Les
CDK, ou kinases, se sont révélées jouer un rdle dans ce phénomene grace a des recherches

menées par (Hayashi et al., 2006).
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La stathmine participe aux points de controle G1/S et G2/M de la progression du cycle cellulaire
en affectant la dynamique de la formation du MTs et la progression du cycle cellulaire (Akhtar
et al., 2014). Kang et al ont découvert qu'une immunoréactivité aberrante de p53 était associée
a une expression plus élevée de Stathmine dans l'adénocarcinome gastrique, suggérant que
I'nyperactivation du géne STMN1 pourrait étre en partie due a l'inactivation du géne
suppresseur de tumeur p53. Batsaikhan et ses collegues ont également démontré que la cytidine
désaminase (AID) induite par I'activation peut étre I'un des activateurs de 1’expression de la
protéine Stathmine dans I'adénocarcinome gastrique. La corrélation entre les protéines P27 et
Stathmine est soit directe, soit par d'autres voies non définies (Batsaikhan et al., 2014).
Matsumoto et al ont rapporté qu'une AID anormale a réduit le nombre de copies des inhibiteurs
de CDK tels que CDKN2A et CDKN2B (Matsumoto et al., 2010), qui sont des génes
suppresseurs de tumeurs et des témoins CDK. L'AID peut activer la protéine Stathmine via la
voie AID/CDKN2A/CDK s/Stathmine (Chen et al., 2018).

En conclusion, I’expression de stathmine était associée a un pronostic plus sombre chez les
patients atteints de plusieurs cancers, notamment le CCR, et corrélée positivement a une
prolifération cellulaire accrue. La surexpression de cette protéine dans le cancer du cdlon est
indépendamment associée a une amélioration de la survie et significativement liée au

développement de la maladie.

De ce fait, la stathmine est considérée comme une cible potentielle pour de nouveaux
traitements anticancéreux. Cependant, plus de recherches sont nécessaires pour comprendre
pleinement le role de la stathmine dans le développement et la progression du cancer et pour

développer des traitements efficaces ciblant a bloquer I’invasion tumorale.
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Chapitre 111 Carvacrol et Thymol

1. 1. Généralités

Les monoterpénes ont une fonction phénol constituant I’'une des grandes familles biochimiques
(parmi eux on cite le thymol, le carvacrol) des huiles essentielles (HE). Ils ont pour structure
commune un cycle aromatique (benzene) sur lequel est branché un groupement hydroxyle
(figure 6).

ACYCLIC MONOCYCLIC BICYCLIC
OH = X
SoH h/ /
GERANIOL THYMOL a -PINENE
I !
S - 1 ~
~ ~ “OH ,v”h‘/]\‘CHO
MYRCENE (-)-MENTHOL MYRTENAL
\,_OH e
C © ﬂ 1
- o
LINALOOL LIMONENE (+)-CAMPHOR
! -
o O~ B OH
S l OH Ho— /‘( J
(+)-CITRONELLOL EUGENOL (-)-BORNEOL
A e ] X,
OH - /QAOH
NEROL Y-TERPINENE (+)-cis-VERBENOL

Figure 6 : Structure et classifications des monoterpénes (acyclique, monocyclique, bicyclique)
(D’aprés Mariola et Joanna ,2020).

Les monoterpenes et leurs dérivés présentent des ingrédients clés dans la conception et la
production de nouveaux composés biologiquement actifs. Certains monoterpenes aliphatiques,
monocycliques et bicycliqgues comme le géraniol, le thymol, le myrtene, le pinéne, le camphre,
le bornéol et leurs structures modifiées. Les composés en question jouent un réle central dans
les applications biologiques et médicales. Ils présentent des activités biologiques anti-

inflammatoires, antimicrobiennes, analgésiques, antivirales, anticancéreuses, antituberculeuses
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et antioxydantes présentées par les monoterpénes et leurs dérivés (figure 7) (Mariola et
Joanna ,2020).
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Figure 7 : Structure chimique des monoterpénes antitumoraux présents dans les HE
(Machado et al., 2022).
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I11.2. Carvacrol et Thymol

Le carvacrol (2-methyl-5-(1-méthyl éthyl) phénol) et le thymol (2-isopropyl-5- méthylphénol)
sont deux phénols monoterpéniques présent dans diverses huile essentielle HE d'especes de
Lamiaceae, notamment « Origanum » ; « Thymus vulgaris » ; « Satureja, Thymbra » et
« Coridothymus » (Baser, 2008). La plus forte concentration naturelle du carvacrol (environ 80
%) a été trouvée dans I'Origan vulgaire. Le thymol est biosynthétisé par l'aromatisation du y-
terpinéne en p-cymene, suivie de I'nydroxylation du p-cymene (Poulose and Croteau, 1978).
Il a été démontré que le carvacrol et le thymol possedent un large éventail d'activités
biologiques, telles que les activités antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et
antitumorales (figures 8 et 9) ( Bakkali et al ., 2008; Shiyab, 2012) .

CH5 CH,
OH
OH
H,C CH, HsC CH,
Thymol Carvacrol

Figure 8 : Structure de carvacrol et du thymol  Figure 9 : « Thymus vulgaris », feuilles et
(Shiyab, 2012) fleurs

111.3. Effets du carvacrol et thymol

Le carvacrol et le thymol sont des HEs phénoliques naturelles extraites du « Origanum
vulgare » (Origan) et « Thymus vulgaris» qui a des activités bactéricides contre une large
gamme de bactéries pathogenes (Devi et al., 2010 ; Miladi et al., 2016). Récemment,
différentes activités du carvacrol et le thymol telles que les propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires, antibactériennes et antifongiques et antitumoraux ont été évaluées.
111.3.1. Activité antioxydante

L'oxydation ou le stress oxydatif causé par un déséquilibre entre les radicaux libres, résultant
de nombreux processus biochimiques tels que la lumiére, la chaleur et les radiations des métaux
de transition, les oxydants et les enzymes avec des intermédiaires de détoxification, sont
associés a de nombreux troubles chroniques chez I'homme (; Sharifi-Rad et al., 2018; Escobar

et al., 2020). Le carvacrol et le thymol ont la capacité de réduire le stress oxydatif en inhibant
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les radicaux libres et les ROS, ainsi que leurs effets synergiques ; le stress oxydatif en étouffant
les radicaux libres en fournissant des électrons et en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation des lipides, en stimulant les enzymes antioxydantes endogenes et stimulant leur
activité antioxydante (Bagetta et al., 2020 ; Escobar et al.,2020 ; Lukic et al., 2020).

Le scientifique Gursul et ses collaborateurs ont évalue I'efficacité du carvacrol et du thymol
dans I'huile de noix microencapsulée, ce qui réduit I'oxydation des noix et améliore la capacité
de stockage. Les huiles d'origan avec du carvacrol et du thymol sont utilisées comme
polyphénols antioxydants dans les emballages alimentaires (Gursul et al., 2019).

Le carvacrol est un antioxydant faible pour réduire le stress oxydatif et le risque de troubles par

rapport au thymol (Nagoor Meeran et al., 2017).

111.3.2. Activité antimicrobienne

Les composants principaux de l'origan, du thym et d'autres extraits d'herbes sont le carvacrol et
le thymol .Ces extraits sont généralement considerés comme des agents antimicrobiens
importants en raison de leur abondance en composes phénoliques (Jafri et al., 2019), qui leur
conferent des propriétés hydrophiles, et de leur substitut aromatiseé , qui leur conféere proprietes
hydrophobes. Le scientifique Memar et ses collaborateurs ont démontré une activité
antimicrobienne puissante contre un large éventail de micro-organismes avec un effet
synergique puissant (Khan et al., 2017 ; Memar et al., 2017 ; Rua et al., 2019 ; Wijesundara
et al., 2021).

Le carvacrol et le thymol sont connus pour perturber les membranes cellulaires bactériennes,
empécher la croissance des biofilms, inhiber la motilité des microbes, inhiber les ATPases
microbiennes et inhiber les pompes a efflux bactériennes (Kachur & Suntres, 2020). De plus,
la stabilité et l'activité antimicrobienne du carvacrol ont été améliorées par son incorporation
dans des nanoformes ou lorsqu'il est couplé a des nanoporteurs (Bendary et al., 2021 ; Chen
et al., 2021; Min et al., 2021).

111.3.3. Activité antitumorale

Le cancer est considéré comme une grande menace dans le monde entier, une cause majeure de
morbidité et la deuxieme cause de mortalité (Glines-Bayir et al., 2017 ; Bouhtit et al ., 2021).
Causeé par une multiplication incontrdlable de cellules dans n'importe quelle partie du corps, il
peut finir par se propager (Sarkera et al., 2020). Cependant, il existe plusieurs causes de cancer,
notamment l'exposition a des composés cancérigenes et un mode de vie malsain (Elbe et al.,
2020).

35



Chapitre 111 Carvacrol et Thymol

Dans les différentes études, carvacrol et le thymol ont présenté un effet anticancéreux
multiforme en altérant la viabilité, l'efficacité et la résistance a I'infection, a lI'oxydation et aux

dommages a leur matériel génétique (Bagetta et al., 2020).

Le carvacrol a été examineé in vitro pour ses propriétés anticancéreuses (Gunes-Bayir et al.,
2017). Il a été utilisé pour l'arrét du cycle cellulaire et I'induction de I'apoptose dans les cellules
cancéreuses du sein, les résultats indiquent que le carvacrol a eu un impact anticancéreux en
inhibant l'expression de certaine protéines, en inhibant la prolifération et en provoquant

I'apoptose au niveau de ces cellules tumorales (Mari et al ; 2020).

A noter, le carvacrol a un effet efficace antiprolifératif au niveau des cellules cancéreuses du

sein a une dose de 20 uM, mais au-dessus de ce point, il a provoqué l'apoptose (L.i et al., 2021).

A ajouter que le carvacrol et le thymol ont une activité cytotoxique en abaissant la viabilité
cellulaire , en induisant I'apoptose dans les cellules et en réduisant la quantité de lignée cellulaire
dans le cancer de l'ovaire ; selon la dose et le temps, le thymol était plus efficace que le carvacrol

pour prévenir la croissance des cellules cancéreuses de l'ovaire (Elbe et al., 2020).

Bouhtit et ses collaborateurs ont étudié les effets de huile essentielle HE de « Ptychotis
verticillata » et leurs dérivés carvacrol et thymol sur des lignées cellulaires cancéreuses ;
HE a démontré une cytotoxicité contre les lignées cellulaires cancereuse a de
faibles doses qui affectent I'apoptose. Tandis que l'activité anticancéreuse synergique du
carvacrol et le thymol a éliminé toutes les cellules cancéreuses et les résultats suggérent que la
combinaison des propriétés anticancéreuses du carvacrol et du thymol et de leur élimination

pourrait tuer les cellules résistantes (Bouhtit et al., 2021).

Le thymol peut induire un dysfonctionnement mitochondrial lié au stress oxydatif et d'autres
morts cellulaires apoptotiques intrinseques et extrinseques sur les cellules cancéreuses. 1l est
également évident qu'il exerce un effet antiprolifératif sur les cellules cancéreuses. La
figure 10 a démontré que le mécanisme proposé des effets anticancéreux du thymol via les

voies d'apoptose et d'antiapoptose (Islam et al., 2019)
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Figure 10 : Mécanisme anticancéreux possible du thymol dans les cellules de mammiféres via
les voies d'apoptose et d'antiapoptose. (a) Voie anticancéreuse dans une cellule cancéreuse. (b)

Voie anticancéreuse dans une cellule normale (Islam et al., 2019).

D’aprés la figure 10 (a), le thymol peut causer de graves dommages I'ADN par plusieurs
mécanismes, qui finit par réguler a la hausse I'expression de la protéine Bax/Bcl-2 et entraine

la libération du cytochrome C par les mitochondries (voie intrinséque) d’apoptose.

Ainsi, la régulation a la hausse de Caspase-9/3. Inversement, la caspase-3 peut étre régulée
positivement par la voie Bax/Bc-2-c-Jun N-terminal kinase (p-JNK). Enfin, le clivage de la
poly [ADP-ribose] polymérase 1 (PARP-1) provoque wune mort cellulaire
anoptotique. Cependant, la voie de la protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK)

provogue également la mort cellulaire apoptotique dans les cellules cancéreuses par le thymol.

D’aprés la figure 10 (b) le thymol réduit I'activation des cellules T, entraine une régulation a la
baisse de la production et de I'expression de I'interleukine (IL)-2 et de I'interféron gamma (IFN-
v). Thymol supprime également les expressions du facteur nucléaire kappa B (NF-«B) et de la
protéine activatrice 1 (AP-1) dans les cellules normales de mammiféres. Le résultat ultime est

I'anti-apoptose et la survie cellulaire.

Carvacrol et thymol sont des composés biologiques multi-cibles avec de multiples effets
biologiques, le carvacrol a aussi des effets (anti-inflammatoire, anti-diabétique et
antihypertenseur ; antiviraux) sur la santé humaine (figure 11) (Maruca et al., 2019 ;Bagetta
et al., 2020).
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Figure 11 : Carvacrol, structure moléculaire et ses multiples propriétes biologiques (Vokou et
al., 1993 ; Ultee et al.,2002 ; Burt, 2004).

111 .4. Carvacrol et protéines Kinase

Carvacrol induit I'apoptose mitochondriale dans les cellules cancéreuses du célon en modifiant
I'expression des protéines pro- et antiapoptotiques telles que Bax, lymphome a cellules B 2
(Bcl-2) et la protéine kinase activée par un agent mitogene (MAPK) ( Fan et al ., 2015). De
méme, il augmente le rapport Bax sur Bcl-2 et I'activation des caspases, et induit la libération

de cytochrome c dans des cellules de cancer du sein métastatique humain (Arunasree, 2010).

Egalement, cette molécule a exercé des effets antiprolifératifs par la suppression de la
signalisation PI3BK-AKT et MAPK, en générant un stress oxydatif et en altérant I'hnoméostasie
calcique médiée par un dysfonctionnement mitochondrial dans les cellules de choriocarcinome
humain JAR et JEG3 (figure 12) (Zhai et al., 2016).
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IV —

Figure 12 : Modeéle hypothétique des mécanismes anticancéreux induits par le carvacrol dans
les cellules de choriocarcinome humain (JAR et JEG3) (Guimarées et al., 2015). AKT : protéine

kinase B ; Bcl : lymphome a cellules B ; ERK : signal extracellulaire régulé par la kinase ; JNK : c-Jun N-terminal

kinase ; MMP : potentiel de membrane mitochondriale ; ROS : especes réactives de I'oxygene.

D’apreés la figure 12, le carvacrol active les voies de signalisation JNK et P38, mais inactive les
voies de signalisation AKT et ERK1/2, favorisant lI'apoptose et réduisant la viabilité cellulaire.
En outre, il augmente la production de ROS et les concentrations d'ions calcium dans la matrice
mitochondriale en perturbant la MMP (Avy) dans les cellules JAR et JEG3. En outre, le carvacrol
induit I'expression de la protéine cytosolique Bax et de la protéine membranaire mitochondriale

Bak, ce qui entraine la libération du cytochrome c des mitochondries.

De ce fait, le carvacrol induit la mort cellulaire dans les cellules de choriocarcinome en
perturbant la fonction mitochondriale, en supprimant la voie PI3K-AKT et en activant les
signaux cellulaires JNK et P38 MAPK (Guimaraes et al., 2015).

Le carvacrol nécessite encore des recherches supplémentaires en termes d'études précliniques
pour son application clinique contre le choriocarcinome (Guimardes et al., 2015). Par
conséquent, le carvacrol pourrait étre un nouvel agent thérapeutique ou un complément pour le

traitement du choriocarcinome.

En conclusion, l'utilisation de produits dérivés de sources naturelles, en particulier de
métabolites végétaux, s'est développée dans le domaine de la médecine. Récemment, le
carvacrol et le thymol monoterpenes cycliques, composés parfumeés des plantes aromatiques
présentent des effets efficaces pour la lutte contre les cancers ce qui ouvrerait un nouveau champ

thérapeutique sur leur utilisation dans le processus cancéreux.

39



Chapitre 04 : Matériels et
Methodes



Chapitre IV Matériels et Méthodes

IV.1. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules extraites, dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre deux ou plusieurs molécules. Les logiciels de Docking sont des outils
trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, en cherchant des orientations dans I’espace et
des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur. Une simulation de
Docking comprend essentiellement deux étapes : le Docking proprement dit et le scoring
(Figure 13) :

* Le Docking (la premicre étape) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.
* Le Scoring (la deuxieme) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer I’affinité entre le
ligand et la proteine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de Docking
(Figure 13). Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposees.

™
Docking u Scoring “
Récepteur i Complexe

Figure 13 : Principe général de Docking moléculaire (Chikhi and Bensegueni, 2010).

IV. 2. Programmes de Docking

Le Docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation la plus favorable
du ligand au sein de son récepteur. Initié¢ au début des années 1980, ce domaine s’est développé
pour devenir, de nos jours, un outil incontournable dans la recherche de produits
biologiquement actifs (Bouchagra., 2018).

Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car

la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible
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biologique d'intérét thérapeutique, genéralement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée (Carlson, 2002).

Nom Editeur Site Internet

AutoDock Scripps http : //www.scripps.edu/mb/olson/doc/atodck

FlexX BioSolvel T http : //www.biosolveit.de/FlexX/

Fred OpenEyes http : //www.eyesopen.com/products/application/fred.html
Dock UCSF http : //dock.compbio.ucsf.edu/

Glide Schrodinger http : //lwww.schrodinger.com/products/glide.html

Gold CCDC http : //www.ccdc .cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http : //www.molsoft .com/proucts.html

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

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

Tableau 1 : Principaux programmes de Docking moléculaire (Bouchagra., 2018)

1VV.3. Outils du Docking moléculaires

1VV.3.1. Materiels Biologiques

1V.3.1.1. Récepteur

Premierement, nous allons a la Banque de données Uniprot (https://www.uniprot.org), pour

télécharger le récepteur.

UniPro.t.,- BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL Release 2023 02 | Statistics & @& 2

Find your protein

Examples: Insulin, APP, Human, PO5067, organism_id:9606

UniProt is the world's leading high-quality, comprehensive and freely accessible resource rotein sequence and functional information. Cite UniProt*®

Proteins Species
UniProt Knowledgebase Proteomes.

Pour cela nous avons suivi les étapes suivantes :
- Cliquer sur substances pour rechercher les sous-ensembles.
- Cliquer sur sous-ensembles pour rechercher stathmine (STAM 1 ; P16949).

- Télécharger les structures des ligands sous forme SDF.
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Uniprot contient des milliers de structures protéiques déterminées soit par cristallographie
(rayons X) ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire).

Stathmine, est disponible dans cette banque de données, la molécule répertoriée sous le code p-
16949. 1l s’agit de I’extrémité de STAM1-humain s’étendant de 149 acides aminés (Figurel4).

Figure 14 : Structure 3D de stathmine (STAM1 —~HUMAIN)

M-ter Helice a C-ter
sathmine [ W I - I S >
e (=0 =0 >
I I I +
WT: MASSEDIQV KELEKR ASGOAFELILEPREKESVPEFPLEPPKKKDLELEEIQKKLEAAEERPKEH----
PMKSR : MASSDIOV RELEKR ASGOAFELILSPRSKESYPEFPLSPPEKKDLSLEEIOKKLEAAEERPKSH---
PAISR: MASSDIOVW KELEKR RSGOAFELILSPRSKESYPEFPLSPPKKKDLSLEEIOKKLEAAEERPHKSH—-

MATSR-KOR: MASSDIOV RELEKR RESGOAFELILSPRSKESWPEFPLSPPKKKDLSLEEIQKKLEAAEERPKSH—-

119L KAR-AL10R

Figure 15 : Représentation schématique de la stathmine humaine et du peptide 119L dérivé du
domaine N-terminal d'interaction de stathmine avec la tubuline décrit par (Clément et al, 2005 ;
Tabet-Helal et al., 2014).

IVV.3.1.2. Ligands
Les structures des ligands sont obtenues a partir du site PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov )
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Draw Structure Upload ID List Browse Data

Parmi les 277 ligands capables d’interagir avec le récepteur pl6949, comme 1’a révélé le
screening moléculaire, nous avons retenu le carvacrol et le thymol dont la formule moléculaire
est C1oH140 et le poids moléeculaire : 150,22 g/mol. Ses structures chimique 2D et 3D sont
donnees respectivement dans les (Figure 16 ), ( Figure 17 ), (Figure 18 ), ( Figure 19).

H.o .
Figure 16 : Structure chimique 2D de carvacrol Figure 17 : Structure 3D de carvacrol
8]
H-
Figure 18 : Structure chimique 2D de Thymol Figure 19 : Structure 3D de Thymol
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Les Figures (Figure 20), (Figure 21), (Figure 22), (Figure 23) résument les informations

concernant les ligands utilisés lors de cette étude.

|
\\.N//\\v/"o" 0 | | |
‘ o H o ﬁ O r'i}l
0. .

N
e

e i

o™ ™~ Mg
—~ -
o o VR S
_-© H- 0
Figure 22 : Structure 2D de ligand 3 de Thymol Figure 23 : Structure 2D de ligand 4 de Thymol

IV.4. Processus de Docking

Le processus d’amarrage ou Docking moléculaire est utilisé pour générer une liste de
complexes représentant le mode de liaison favorable entre le ligand et le récepteur
macromoléculaire. L’étape suivante consiste a estimer ces complexes, afin de trouver le ou les
complexes les plus probables a reproduire au micux le mode d’association réel. Nous avons
utilisé les logiciels PyRx, Chimera et Biovia Discovery Studio2021 pour tester 1’interaction
ligand-récepteur.

IV.4.1. PyRx : est un logiciel gratuit open source doté d’une interface utilisateur intuitive qui
s’exécute sur tous les principaux systémes d’exploitation (Linux, Windows et Mac OS). Les

étapes spécifiques d’utilisation de PyRx, ainsi que les considérations relatives a la préparation
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des données, a I’ancrage et a I’analyse des données, sont également décrites (Sargis Dallakyan
and Olson, 2015).

IV.4.2. UCSF Chimera: un programme gratuit de visualisation et pas sargis et ses
collaborateurs d’analyses interactives des structures moléculaires et des données connexes,
grace a 1’ajout de plusieurs services Web. En rationalisant I’accés aux services Web, y compris
I’ensemble du processus de soumission, de surveillance et de récupération des taches, Chimera
permet aux utilisateurs de se concentrer plus facilement sur leurs projets scientifiques plutot
que sur la manipulation des données. D’une application de bureau dont les racines sont
principalement dans I'analyse visuelle interactive (Huang et al., 2014).

1V.4.3. Biovia Discovery Studio2021 : c’est un programme gratuit de visualisation et
d’analyses interactives des structures moléculaires. De réunit plus de 30 ans de recherche
évaluée par des pairs et de techniques silico de classe mondiale telles que la mécanique
moléculaire, les calculs d’énergie libre, le développement biothérapeutique. Il fournit aux
chercheurs un ensemble complet d’outils pour explorer les nuances de la chimie des protéines
et catalyser la découverte de petites et grandes molécules thérapeutiques (Sukanya Panikar et
al., 2021).

Le docking moleculaire sur PyRx se déroule selon les étapes suivantes :

- Téléchargement de PyRx : http://pyrx.sourceforge.net/downloads

Python Prescription
Virtnal Sereening Tonl

woe TN wwes () wen  oes

Home Dowmioads

Downloads
I"»,'th Bi"lal"‘y' Di'jlﬂblﬂbl’l cliguaz ici poor tilécharper la vension pramioe de L
T

=1

PyRx is open source software for Computer-Aided Drug Design distributedfunder Simolfed B50 Licens=.
System Regquiremeants for PyRx are similar 1o Second | e

PyR2-0.9.2-Setup.exe $159.99 (Euyﬂuw)mlu' Vil = Fhrrn_r:)

PyRx verzion 0 8 & availabie lor fre

Chargement des molécules dans I'espace de travail PyRx
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vl L30Sccac VMo Domments Tabes
P XITNETTIO B L3

charegement de molécule

| =
vina wizaed | AuteCedt wizwd Sipensme  * ot QPuogoe
1 sartnee | Sebt Mokmes | 2un tie | 14 Acehyee Resis

The nizard il Qude vou BvaLGh SEIING LD 3¢ Nuang AutiDeck Yna.

Ve Dreniton Moce

B Lol (ueng LY rooram e (<88 )V s ina.exe) sty Frortave ba o Aarmete Qs We Gervices)

Chck en S5t Duton to begn —> l‘:‘ =

Welcome tz Pyl - Virtusl Scresning Teol

- Cliquer sur File puis sur Load Molecule et sélectionner le fichier p16949.

- Cliquer sur Open Babel/insert new item/ sélectionner la base de données FDA

- Cliquer droit et sélectionner Minimize All.

- Cliquer Vina Wizard g=sp sélectionner Local /start /Add Macromolecule e sélectionner
P16949

- Cliquer sur Open Babel puis cliquer droit sur les ligands et sélectionner Convert All to
AutoDock Ligand (pdbqt).

- Cliquer sur le premier ligand et sur shift puis sur le dernier ligand pour sélectionner tous les

ligands/et en fin sur forward.
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Controls
Vina Wizard » AutoDock Wizard #  Python Shell &9 Logger
View: No filter ~ Results: All 0 items

Title Fol

B

2
(BrEME

Number of atoms  11S€rt new item

Vina Wizard f AutoDock Wizard * Open Babel F | Python Shell 6 Logger |

View: | No filter " ‘ Resulte: Al 8 items Minimizing All Molecules, Please Wait...

‘ Formul

Minimizing 14239370 (1 of 8)

14239370 C24432010
14233341 C16H2406
488121 C1B8H2INO3 Flapsed time :  0:00:00
2404683 C22H2605 Estimated time :  unknown
88687 C16H2408

11088 C20H241202

AutoDock Wizard % OpenBabel | ¥ pythonShel P Logger

StartHere JC, SelectMolecules RunVina [ Analyze Resuts
This wizard will guide you through setting up and running AutoDock Vina.

(@) Local (using C:\Program Files (x86)\PyRx\vina,exe (O Remote (Opal Web Services)
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W~ Molecules » AutoDock A TVIK = )= Mayavi

B> Ligands ~
: =g 11088 _uff_E=472.35_uff_E=472.26.pdbqt ?
' B d 14239341 _uff_E=313.72_uff_E=309.80.pdbqt
g 14239370_uff_E=307.53_uff_E=305.72.pdbqt

g 2404683 _uff_E=545.05_uff_E=545.05.pdbqt
e 488121 _uff_E=223.32_uff_E=223.24.pdbqt
E=d 6450_uff_E=891.42.pdbqt
< >

B> Macromolecules
=-E] STAM1

Wiew

« Vina - STAML/14239370_uff_E=307.53 uff E=305.72_ uff E=305.62_ wuff E=305.53_uff E=305.4

Command line:

| conf.txt —digand ..\..\Ligands\14233370 uff E=307.53 uff E=305.72 uff E=305.62 uff E=

Working directory: |C:1-,L.I5ers‘-p|:‘-,.rngltc:c:ls\PnyWaa'omolecules\ST.ﬁ.M:l

# Please see http://vina.scripps.cedua for more information. =

ted st et ettt ittt ittt ettt ettty

Cuantput will e

s e ALigandsh142389370 uff E=307.53 uff E=305.72_ uff E=305.62 wuff E=3
E=305.05_uff E=304.85_ out.pdbgt

Detcected 4 CPUs

Reading input ... done.

Setcing up the scoring funcrciom ... done.

Bnalyzing the binding site ... done.

TUsing random seed: —1079471392

Performir

<0 S50

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Terminate

-Ensuite, on transforme le fichier de minimisation pdb en pdb.gt pour entrer dans un autre

programme qui s’appelle Chimera.
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Le Docking moléculaire se poursuit sur Chimera selon les étapes suivantes :

Préparation du récepteur

_ Cliquer sur File puis Open pour ouvrir le fichier P16949.

_ Cliquer sur Tools puis sur Surface/Binding Analysis / Dock prep.

_ Dans Dock prep sélectionner toute les options sauf « Delte non-complexed » et « Write Mol2
file » / cliquer sur OK/OK/OK.

_
Select Actions Presets Tools Faworites Help

General Controls
Wiewring Controls
Depiction

Structure Anahbyrsis
Structure Comparisaon
Sequence
Surface/Bindinag Anahrsis
Structure Editing
Amber

MDD/ Ensemble Anahrsis
Higher-Order Structure
wolurme Data

Demos

Mowvement

YYyrvyyey

FindHBond
Find Clashes/Contacts
Electrostatic Surface Coloring
Coulormbic Surface Coloring
APBS
Surface Capping
Surface Zone
Utilicies wiewwDock
Dock PrepY—
AutoDock Wina
Measure Wolume and Area

yryvyvrvoyy

Area/ volume from Wweb
Measure and Color Blobs
Intersurf

Surfnet

DelPhiController

' Deck Prep — ] =

Molecules to prep:

STAMIL.pdb (F0)

For chosen molecules, do the folowing:

I~ Delete sobrent

I Delete non-complexed ions

I~ If alternate locations, keep onlr highest occupancy

I~ selenomethionine (MSE)} to methionine (METJ}

bromo-umMP (SBUY to UMP (U
methylselenyl-dUMP (UMS) to UMP (U
methylselenyl-dCMP (CSL) to CMP (C)

Incomplete side chains: Replace using Dunbrack rotamer library —
Add hydrogens

Add charges

wirite Mol2 file

Publications using Dunbrack rotamers should cite:
R.IL_ Dunbrack. Jr. {2002
Rotamer libraries in the 21 st century [ T |
Chorr . Opin. Stouct. Biol. 12 431430 —

or{l Cancel | Help

Préparation du ligand pour le Docking

_ Cliquer sur File puis Open/ dans notre cas le carvacrol (Ligand)

_ Cliquer sur Tools/Surface/Binding Analysis/ AutoDock Vina.

_ Dans AutoDock Vina cliquer sur Brose—s nomer votre complexe/ sélectionner le récepteur
et le ligand / cliquer sur button 1 et sur Resize search volume using

_ Cliquer sur I’écran par la souris clic droit pour mettre le complexe sur une boxe et cliquer sur
OK.
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e —
=ct Actions Pressts Tools Faworites Help

General Controls
Wiewring Controls
Depiction

Struciture Anabssis
Structure Comparison
Seqguence
Surfacey/Binding Anahrsis
Struciture Edicing
Amber

MD/Ensemble Analbysis
Higher-Order Structure
wolurme Data

yyyvyryryy

FindHBond

Find Clashes/Contacts
Electrostatic Surface Colorimg
Coulombic Surface Coloring
APBS

Surface Capping

Surface Zone

WiewwDock

Dock Prep

AutoDock Wina

Measure Wolume and Area
Areayvolume from Wwweb
Measure and Color Blobs
Intersurf

Surfnet

DelPhiController

Dermos
Mowermeanit
Utilities

yYYyYvryrryvyy

= AutoDeockVina — ] >
Output ﬁle:’m Browse
Receptor: STAM1.pdb (#0) —

Ligand: 101419546 (#1) —

|VReceptor search volume options

[T Resize search volume using button 1 —

Center:[45 [7 [zs

Size:[21 EE] 17

P-Receptor options
P-Ligand options
»Advanced options
PExecutable location

-Apphf Close | Help

Préparation du récepteur / ligand
_ Chargement des molécules dans I'espace de travail Biovia Discovery Studio2021 Client
_ Cliquer sur Receotor-Ligand Interactions

_ Dans Display receptor-ligand interactions cliquer sur Ligand Interactions / Show 2D Diagram

.
Chemistry  Structure Sequence Chart Scripts Jools  Window Help

M T AT E— | Pharmacophores | Small Molecules | X ray |
Grnew -~ EH - BH Display Style... ~ MNon-bond Interactions...  ~
rools 2 - | oS welcome <] best dock 3

e Interactons
efine the receptor and ligand.
efine Receptor: best dock_model_1

ten through ligands.
S -+ =
isplay receptor-ligand interactions.

Ligand Interactors )

tion Optons
Expand C S

how Distances  Show Types

isplay receptor surfaces.

bromatic +-Bond Charge

Hvdrophobic  Torezability SAS

hange the visibility of the receptor and
band.

feceptor Ligand
nteracting Atoms | Pocket Atoms

how receptor Sigand interactions on a 20
i=gram.

Ehow 2D Diagram 2
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Interactions

‘;' 1l Attbactve Charge
[ Conventional Hydrogen Bond i
Carbon Hydrogen Bond

Unfavorable Donor-Donor

Pi-Sigma
Pi-Pi T-shaped
Allcyl

Pi-Allcyl

[ —
best dock-Ligand 1 [£] flu]
lecules My Tools
- ARG
o F Acld
e
7 GLU
—d o Ail2
d E
N\ ~

PHE

A120
Interactions

Conventional Hydregen Band Pi-Sigma
I unfaverable Donor-Denor Pi-alkyl
B Unfavorable Acceptor-Acceptor
ASP
AcS
PHE
SER
As20 WAL >
AS A3
SER
P &3
AS
=3
lol
P S S
LEU
A2
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Chapitre V Résultats et Discussions

V.1. Résultats du criblage moléculaire

Le screening moléculaire a permis de ressortir 277 molécules susceptibles de cibler la protéine
stathmine (STAML) en interagissant avec son extrémité N-terminale.

Les meilleurs scores selon AG sont donnés dans le tableau 2. Le Thymol 2 éme position et,
Carvacrol est en 3 éme position selon son affinité d’interaction estimée par I’énergie de liaison.
Le AG ou enthalpie libre ou encore énergie libre de Gibbs, est une fonction d'état introduite par
Willard Gibbs. Elle correspond a I'énergie disponible dans une réaction pour effectuer un travail
utile et est différente du changement d'énergie total d'une réaction et principe d’évolution des

réactions physico-chimiques (Reichle, 2020).

Ligands/code de PubChem | Energie AG (kcal/ml)

| |
88687 E=306.90 -4.9

| |
488121 E=223.32 4.7

| |
14239370 E=307.53 4.2

| |

101419546 E=299.87
| |

52436 E=541.69 4.7

129832427 E=326.81 -4.5

Tableau 2 : Meilleurs scores AG révelés par le screening moléculaire.
V.2. Résultats du Docking moléculaire

Apres quelques minutes de docking avec UCSF Chimera, s’ouvrir « ViewDock » et affiche la
liste tabulaire des poses (score, RMSD...etc.) (Figure 23), (Figure 24).
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File Compounds Column Selection Chimera HBonds Movie

S | Score| RMSD Lb.| RMSD u.b.

v -4.5 0.0 0.0

v 4.5 10.347 15.378

v 4.4 1.025 2.979

v -4.3 11.009 14.138

v 4.3 10.981 14.298

Chimera Model #3.1
REMARK VINA RESULT: —5°5 0.000 0.000 -
REMARK 9 active torxrsions:
REMARK status: (*"A* for Active; I for Inactive)
REMARK 1 B between atoms: O1_1 and Cc3_10
REMARK 2 A between atoms: OI 1 anda CIO _I7
REMARK 3 A between atoms: O2_ 2 and c8a's I
REMARK . A between atoms: O0O2_2 and CiS5_22
REMARK S A between atoms: N1_6 and Clilli1_18
Change Compound State
< Viable Deleted Purged
Hide J Quit _] Help |
P s P I £ |

Figure 24 : Les scores donnés par UCSF Chimera (Thymol)

EMARK

File Compounds Column Selection Chimera HBonds Movie
S | Score| RMSD I.b. || RMSD u.b.

\" -4.5 0.0 0.0

\" 4.5 1.027 2.927

v -4.4 10.462 15.391

\" -4.3 3.968 9.29

\" -4.3 10.137 14.954

Chimera Model #3.1
MARK VINA RESULT: —4.5 0.000 0.000

9 active torsions:

EMARK status: ("A" for Active; '"I'" for Inactive)
EMARK 1 =% between atoms: 01_1 and C3_10
EMARK 2 A between atoms: 01_1 and cClo_17
EMARK 3 F-% between atoms: 02_2 and C8_15
EMARK 4 F-1 between atoms: 02_2 and Cl15_22
MARK 5 -4 between atoms: N1_6 and Clli_18

 Deleted

- Purged

Figure 25 : Les scores donnés par UCSF Chimera (Carvacrol)

Pour mesurer les distances inter-atomiques on utilise freqguemment une grandeur appelée écart

quadratique moyen (RMSD - "Root Mean Square Deviation", en A) entre les coordonnées

spatiales des atomes des acides aminés appariés.

La lecture de fichier pdb par «Discovory studio visualizer » permet la visualisation du mode et

le type d’interaction entre la meilleure conformation de ligand et leur récepteur (Figure 26),

(Figure 27).

53



Chapitre V Résultats et Discussions

Figure 26 : Complexe STAM1 -Thymol

Figure 27 : Complexe STAML1 -Carvacrol

V.2.1. L’interaction de STAM1 Wild Type et Thymol, Carvacrol

V.2.1.1. Contacts rapprochés (Close contacts)

Nous intéresse est la connaissance des différentes interactions mises en jeu entre les deux entités
chimiques. La schématise les différentes interactions obtenues lors de la simulation. Avec le
logiciel Discovery Studio la Figure 28 et la Figure 29.
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PHE
? - A:20
GLU |
A:10 O
\‘o/ O
Ll
0
LEU VAL
A:22 A8
Interactions
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alleyl
Pi-Anion Pi-lkyl

ASP
AS
PHE SER
A:20 VAL E
A a3
SER
A *,
I %
o// \\O \o/
LEU
A22
Interactions
'L'*'i Attractive Charge | Pi-Sigma
[' Bl Conventional Hydrogen Bond \7"" Pi-Pi T-shaped
L J Carbon Hydrogen Bond [ | Alkyl
B Unfavorable Donor-Donor [ Pi-Alkyl

Figure 29 : Les interactions entre le site actif de STAM1et le ligand 3 de Carvacrol.

V.2.1.1.1. Liaisons Hydrogenes

Concernant ces interactions qui sont et qui jouent le role le plus important en biologie et le

domaine du vivant.

e Liaisons hydrogene conventionnelles : H-Bon

Tableau 3 : Interactions H-Bond entre le ligand 2 de Thymol et le STAML.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction
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Tableau 4 : Interactions H-Bond entre le ligand 3 de Carvacrol et le STAML.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

-Une liaison hydrogene formée entre N —ter de la stathmine et le résidu Sérine en position 4, du
carvacrol (figure 29). Une liaison hydrogene résidu glutamique en position 10 du Thymol
(figure 28). La liaison hydrogene est une liaison chimique non covalente de type dip6le-dipdle
entre 2 molécules ou entre 2 groupements d'une molécule. Elle joue un rdle stabilisateur de la

structure secondaire des macromolécules biologiques (Elie, 2004).

e Carbone-Hydrogéne bond

Tableau 5 : Carbone H-Bond interaction entre le ligand 3 Carvacrol et le STAML.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

V.2.1.1.2. Interactions Hydrophobiques

Les interactions de ce type jouent un role essentiel dans la stabilisation des complexes. Ce sont
des interactions non covalentes de type hydrophobique.
e Pi-Pi Staked

Les interactions de type Pi-Pi sont des interactions hydrophobiques qui mentionnent la stabilité
des complexes et jouent un tres grand réle dans le domaine du vivant.
Tableau 6 : Pi-Pi Staked interaction entre le ligand 2 de Thymol et le STAM1.

[Le ligand Résidu intervenant dans P’interaction

Tableau 7 : Pi-Pi Staked interaction entre le ligand 3 de Carvacrol et le STAML.

[Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction
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- Une liaison pi-pi empilée (empilement pi) entre le ligand et ’acide aminé phénylalanine en
Position 20 du STAML (figure 28) et (figure 29).
e Pi-Alkyl

Tableau 8 : Pi-Alkyl interaction entre le ligand 2 de Thymol et le STAM1.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

Tableau 9 : Pi-Alkyl interaction entre le ligand3de Carvacrol et le STAML.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

- 4 liaisons pi alcaline entre le ligand et le résidu L’isoleucine en position 6, valine en position

08 et leucine en position 22 du Carvacrol (figure 29). Les 5 liaisons pi alcaline entre le ligand
et le résidu leucine en position 22, valine en position 08, phénylalanine en position 20 du
Thymol (figure 28). La liaison pi alcaline est une liaison chimique covalente qui est créé entre
deux atomes. Sa présence toute libre rotation autour de cette liaison, car elle entraine une rigidité
moléculaire (Allen et al., 2001).
V.2.2. L’interaction de STAM1 mutée et Thymol, Carvacrol

La schématise les différentes interactions obtenues lors de la simulation. Avec le logiciel

Discovery Studio la Figure 30 et la Figure 31.
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AN

A

.
a). STAM1 mutée (A15 R)
B
A:10 PHE
A20
?/ VAL
> | A8
| 1 o
O 50 A
? _ AN
ARG ~
A9 " IoI
LEU
A22
Interactions
Interactions Carbon Hydrogen Bond Akyl
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl Pi-Anion Pi-Alkyl
Alkyl Pi-Pi T-shaped

b). STAM1 mutée (K9R -A15 R) ¢). STAM1 mutée (K9R)

Figure 30 : Les interactions entre le site actif de STAM1 mutée et le ligand 2 de Thymol

o, N =
c{/ C{ '/
[0 [
A\

a). STAM1 mutée (K9R -A15 R) b). STAM1 mutée (A15 R)
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c). STAM1 mutée (K9 R)
Figure 31 : Les interactions entre le site actif de STAM1 mutée et le ligand 3 de Carvacrol
V.2.2.1-Liaisons Hydrogenes

e Liaisons hydrogéne conventionnelles : H-Bond

Tableau 10 : Interactions H-Bond entre le ligand 2 de Thymol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

Tableau 11 : Interactions H-Bond entre le ligand 3 de Carvacrol et le STAM1 mutée.

[Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

- Une liaison hydrogene formée entre N —ter de la STAM1 mutée (K9R) et le résidu valine en
position 08, du Carvacrol (Figure31). Deux liaisons hydrogéne et le résidu valine en position
08, arginine en position 09, du Thymol (Figure 30).

e Carbone-Hydrogéne bond

Tableau 12 : Carbone H-Bond interaction entre le ligand 2 Thymol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction
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Tableau 13 : Carbone H-Bond interaction entre le ligand 3 Carvacrol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

V.2.2.2-Interactions Hydrophobiques
e Pi-Pi Staked

Tableau 14 : Pi-Pi Staked interaction entre le ligand 2 de Thymol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

Tableau 15 : Pi-Pi Staked interaction entre le ligand 3 de Carvacrol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

- Une liaison pi-pi empilée (empilement pi) entre le ligand et ’acide aminé phénylalanine en
Position 20 du STAM1 mutée (K9R) (figure 30) et (figure 31).

o Pi-Alkyl

Tableau 16 : Pi-Alkyl interaction entre le ligand 2 de Thymol et le STAM1 mutée.

[Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction
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_ Le tableau 16, montre les trois acides aminés du site actif impliqués dans la formation des
interactions hydrophobiques de type pi-Alkyl avec le ligand 2 du Thymol.

Tableau 17 : Pi-Alkyl interaction entre le ligand 3 de Carvacrol et le STAM1 mutée.

Le ligand Résidu intervenant dans I’interaction

_Le tableau 17, montre deux acides aminés du site actif impliqués dans la formation des
interactions hydrophobiques de type pi-Alkyl avec le ligand 3 du Carvacrol.

V.3. Discussions

La cellule cancéreuse est une cellule qui a perdu tout ou une partie de sa spécialisation et

devenue insensible aux signaux antiprolifeératifs et apoptotiques (Ruddon, 2007)

Grace au développement de la biologie moléculaire des tumeurs, les progrés réalisés dans la
détection et le traitement du cancer ont permis une réduction impressionnante de la mortalité et
de la morbidité. Cependant, le cancer reste lI'une des maladies les plus difficiles a traiter
cliniguement (Biao-xue et al., 2011).

La stathmine, une phosphoprotéine cytosolique de 17 kDa, appartient a la famille des protéines
Stathmine régulatrices des microtubules (MTs); qui comprennent la stathmine (stathmine 1),
SCG10, SCLIP et RB3/RB3'/RB3’, codées par quatre génes différents (Lachkar et al., 2010).
La stathmine interagit avec la tubuline et régulent négativement 1’assemblage des MTs en
séquestrant la tubuline dans un complexe stable T2S formé d’une molécule de stathmine et de
deux hétérodimeéres o/ de tubuline sédimentant a 7,7 S. (Jourdain et al., 1997).

De nombreuses preuves indiquent que la stathmine a une fonction essentielle dans la
différenciation neuronale et la division cellulaire et qu'elle est soumise a une phosphorylation

régulée par le cycle cellulaire (Jourdain et al., 1997).

De point de vue structural, la stathmine est divisée en deux domaines : un domaine "régulateur™
terminal NH2 contenant plusieurs sites de phosphorylation et un domaine "interaction" COOH-

terminal avec une structure en hélice a (Curmi et al., 1999).
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Stathmine, également connue sous le nom de Op18, stathmine 1 ou métablastine est régulée a
la hausse dans certains cancers ( Rana et al., 2008; Nie et al., 2015) et est en corrélation avec
la différenciation, la prolifération et la migration des cellules (Sonego et al., 2013; Reyes et
al., 2015).

La phosphorylation de la stathmine augmente pendant le passage de la phase G a la phase S et
pendant la transition de la phase G2 a la mitose dans de nombreux types de cellules comme les
cellules leucémiques (Luo et al., 1994) les cellules Jurkat (Brattsand et al., 1994) ou les
cellules HeLa (Biéche et al., 2003).

La partie N-terminale de la stathmine est le domaine régulateur de la stathmine. Cette région
comporte quatre domaines de phosphorylation dans cette région, désignés comme Ser 16, 25,
38 et 63 (Belletti and Baldassarre, 2011), qui sont en etroite corrélation avec les fonctions de

la stathmine par les kinases impliquées dans les principaux processus intracellulaires.

Bien que, la région N-terminale toute seule est capable de dépolymeriser le réseau des MTs
dans les cellules interphasiques et de s’opposer a I’assemblage du fuseau mitotique (Segerman
et al., 2003), le peptide 119L,(IQVKELEKRASGQAFELIL) dérive du domaine N-terminal de
la stathmine correspond a la région repliée en une structure "B-hairpin™ observée dans les
cristaux T2S (complexe composé d'une stathmine (S) et de deux hétérodiméres de tubuline (T)),
adopte a lui seul une structure "B-harpin™ sophistiquée en contact avec la tubuline en solution
(Clément et al., 2005).

A ce jour, on ne sait pas si elle est cause ou conséquence du phénotype cancéreux. Son activité
vis-a-vis des MTs est régulée négativement par sa phosphorylation sur ses quatre résidus serine
par différentes protéines kinase en réponse a différents stimuli, elle peut étre ainsi une cible
intéressante pour la conception de médicaments, car le ciblage de cette protéine pourrait inhiber

simultanément plusieurs aspects de la progression tumorale.

Le thym « Thymus vulgaris » est une plante médicinale appartenant aux Lamiacées ; est connue
pour produire une variété de monoterpenes phénoliques cycliques, une classe de terpénes
constitués de deux unités d'isopréne et dont la formule moléculaire est CioHie tels que (le

thymol et le carvacrol) (Nickavar, 2005).

Le thymol et le carvacrol sont des composés importants pour la médecine en raison de leurs

propriétés antioxydantes, antitumorales et antimicrobiennes, et ont été considérés comme les
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principaux constituants de 1’huile essentielle (HE) du « Thymus vulgaris » (Hoferl et al., 2009;
Rodriguez et al., 2013)

A partir de ces données, dans notre travail nous avons étudié in silico par Docking moléculaire
les effets des plus stables monoterpenes cycliques anti tumoraux de I’HE du « Thymus
vulgaris » thymol et carvacrol (ligands) sur la stathmine (récepteur) WT (Wild Type) et mutée
au niveau de sa partie N-terminale, les mutations proposées K9R/A15R/KORAL5R (travaux
(TABET-HELAL et Curmi 2014) similaire aux mutations K4R/A10R/K4RA10R du peptide

119L (travaux Clément, Curmi et leurs collaborateurs en 2005).

Les résultats refletent que le thymol présenterait des affinités de liaisons avec la stathmine qu’au
niveau de sa partie N-terminale (1-24aa) : 10 liaisons chimiques, avec les résidus valine-8,

glutamate-10, phénylalanine-20 et leucine-22 (figure 28).

Ainsi, le carvacrol se lie avec la stathmine au niveau de sa partie N-terminale (1-24) : 9 liaisons
chimiques, avec les résidus sérine-3, serine-4, aspartate-5, isoleucine-6, valine-8,

phénylalanine-20 et leucine -22 (figure 29).

Cela indiquerait I’effet inhibiteur du carvacrol et du thymol sur son activité déstabilisatrice des
MTs en se fixant sur la partie N-terminale, car ce domaine seul peut se lier a la tubuline, inhiber

I’assemblage des MTs et accroitre la fréquence des « catastrophes » (Segerman et al., 2003).

Les résidus phénylalanine-20 et leucine-22 interagissent avec la tubuline par des liaisons
d’hydrogéne, et des interactions entre les résidus valine-8 et leucine-22 par des liaisons

hydrophobes consiste a la stabilisation de la structure (Clement et al., 2005).

Le carvacrol et le thymol se fixeraient sur la stathmine probablement pour inhiber son effet
favorable sur la migration tumorale (dépolymérisation des MTSs), cela est en accord avec des
travaux indiquant que le carvacrol aboutit a une diminution d’expression des métalloprotéinases
2 et 9 (MMP-2 et MMP-9) et I’inhibition de I’invasion des cellules cancéreuses du cdlon (Fan
et al., 2015) , et que le thymol est capable d'inhiber la migration et I'invasion des cellules
cancéreuses colorectales humaines type HT29 en réduisant 1’activit¢ des MMP-2 et MMP-9 et
I'inhibition de 'EMT (transition épithélio-mésenchymateuse) (Lv and Chen, 2018) ainsi que
I’inhibition de la voie Wnt/f caténine impliquée dans la tumorogénse, la migration et I’invasion

tumorales (Zeng et al., 2020).
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Ou bien, le carvacrol et le thymol joueraient le role d’un fixateur sur la stathmine en bloquant
son activité sequestrant de la tubuline, avant son inhibition totale par phosphorylation par des

kinases dont certaines sont activées par le carvacrol ou le thymol.

Ces suggestions sont en accord avec des travaux qui ont montré que le carvacrol active les voies
de signalisation JNK kinase (Guimardes et al., 2015) ; qui a son tour phosphoryle la stathmine
(D C.H. Ng et al., 2010).

Dans la deuxiéme partie des travaux, des mutations proposées ont été faites au niveau de la
partie N-terminale de Stathmine (1-24aa), il s’agit des stathmines mutées K9R, A15R,

KI9RAI15R mises en interaction via le Docking moléculaire avec le thymol et le carvacrol.

Les résultats indiquent que le thymol présenterait une affinité d’interaction moins importante
avec la stathmine mutée K9RAIL5R (4 liaisons), au niveau de la valine-8 et ’arginine-9 par

rapport a la stathmine sauvage (Wild Type) (figure 30 b).

Néanmoins, le carvacrol n’aurait aucune affinité d’interaction avec la stathmine mutée

K9RA15R (aucune liaison) (figure 31 a).

Puis, le thymol et le caravacrol ne présenteraient aucune interaction avec la stathmine mutée
A15R (aucune liaison) (figures 30 a et 31 b).

Enfin, le thymol et le carvacrol présenteraient une affinité d’interaction avec la stathmine mutée
KOR, 9 liaisons en présence du thymol en positions 8 (valine), 10 (glutamate), 20
(phénylalanine) et 22 (leucine), 8 liaisons en présence du carvacrol en positions 6 (isoleucine),

7 (glutamine), 8 (valine) et 20 (phénylalanine) (figures 30 c et 31 c).

Cela pourrait confirmer leur effet inhibiteur sur la stathmine, car la substitution de la lysine par
une arginine au niveau du peptide 119L-K4R, similaire a la mutation K9R en partie N-terminale
de la stathmine, contribuerait a renforcer la stabilit¢ de I’interaction du peptide
I19LK4R/tubuline et semblaient étre les plus efficaces pour inhiber de la polymérisation de la
tubuline (Tabet-Helal, 2014).

En conclusion, ces résultats permettent de suggeérer que le thymol et le carvacrol se lient au
niveau de la partie N-terminale, plus précieusement dans la structure « 3 harpin » observée dans
le peptide 119L, ce qui empécherait son association avec la tubuline et pourrait présenter un

intérét pour inhiber I’invasion tumorale in vivo et in vitro.
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La protéine stathmine déstabilisatrice des microtubules, est surexprimée dans plusieurs types
de cancer, ce qui I'implique dans la prolifération et la migration des cellules tumorales.

Par conséquent, elle constitue une bonne cible thérapeutique dans le traitement des cancers.

Tous les monoterpénes anti-tumoraux étudiés pourraient jouer un réle non négligeable dans les
cancers médiés par la Stathmine. Cependant, les monoterpénes cycliques composants parfumés
de la plante médicinale « Thymus vulgaris » semblent étre un candidat optimal dans ce contexte.

Par une approche in silico, nous avons identifié 277 monoterpénes cycliques susceptibles
d’interagir avec la stathmine. Nous en avons retenu deux, le thymol et le carvacrol présentant
des affinités d’interaction avec la stathmine, plus précisément dans sa partie N-terminale.

Des mutations proposées au niveau de la partie N-terminale de la stathmine ont été faites afin

d’analyser la stabilité et ’affinité de liaisons entre stathmine/carvacrol et stathmine/thymol.

Les résultats refletent que le carvacrol présente 9 liaisons et le thymol 10 lisions avec la
stathmine, dans sa partie N-terminale, plus précisement la partie en structure «B-harpin”
sophistiquée en contact avec la tubuline en solution et responsable de la stabilité du complexe
T.S.

Néanmoins, ces deux substances naturelles n’ont pas présenté des effets efficaces sur la liaison
avec la stathmine mutée en partie N-terminale, stathmine K9R, A15R et KIRA15R.

A la lumiére des données d'amarrage moléculaire, le thymol et le carvacrol semblent étre des

candidats potentiels pour cibler la stathmine et d’inhiber son activité séquestrant de la tubuline.

Cependant, des analyses de simulation moléculaire restent indispensables pour déterminer la
stabilité de cette interaction au cours du temps. Toutefois, seuls des expériences réalisées in
vitro, pourraient confirmer ou infirmer cette interaction et potentiellement 1’effet inhibiteur
notamment si ’on envisage utiliser ces composés naturels pour développer des molécules

inhibitrices a des fins de recherche ou bien pour aller vers des candidats médicament.
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