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Résumé

Le cancer est une maladie caractérisée par une croissance cellulaire anarchique et incontrélée,
conduisant a la formation d'une masse tumorale maligne. Des études ont démontré que les
cellules cancéreuses présentent un dysfonctionnement de la protéine HRas, responsable de la
croissance, de la division cellulaire et de I'apoptose, entrainant une accumulation prolongée de
HRas actif. Par ailleurs, il a été prouvé que les tocophérols gamma (y) et delta (8) ont un effet

inhibiteur sur le cancer.

Dans notre étude, nous avons utilisé le docking moléculaire pour étudier I'effet inhibiteur du
delta tocophérol sur la protéine HRas, plus précisément dans le domaine G2 du switch I ou se
lient les protéines effectrices RAF. La protéine a été obtenue a partir de la base de données PDB
et le ligand delta tocophérol a partir de PubChem. Nous avons réalisé la modélisation et la
minimisation de I'énergie du delta tocophérol en utilisant Chem 3D. Le docking moléculaire a
été effectué a l'aide du programme ArgusLab et la visualisation des interactions a été réalisée

avec Discovery Studio.

Les résultats de la simulation ont démontré que le delta tocophérol présente une forte affinité
pour la protéine HRas, avec une énergie de liaison trées faible, ce qui indique des interactions
stables dans le complexe formé. Le delta tocophérol a un effet inhibiteur sur la protéine HRas

dans le domaine G2 du switch I, ce qui est prometteur pour le traitement du cancer.

Mots clés : HRas, delta tocophérol , docking moléculaire, inhibiteur, liaison , croissance ,

cancer.



Abstract

Cancer is a disease caused by uncontrolled and disordered cell transformation and proliferation
of these cells in an anarchic and excessive way to form a malignant tumor mass. On the one
hand, studies show that carcinomatous cells undergo a disorder of the HRas protein responsible
for growth, division and apoptosis, by losing the ability to hydrolyze GTP and HRas remains
active. On the other hand, y-tocopherol and d-tocopherol have been proven to have a cancer

inhibiting effect.

In our work, we carried out a molecular docking on the inhibitory effect of 6-tocopherol on the
HRas protein in the G2 domain in switch I where the RAF effector protein binds. The protein
used was downloaded from the PDB database and the delta tocopherol ligand from PubChem,
and by Chem 3D the modeling and minimization of the delta tocopherol energy was carried
out. The docking study was carried out by the ArgusLab program and the visualization was

done by Discovery studio.

The simulation results proved that delta tocopherol has a strong affinity for HRas with a very
low binding energy, which means that the interactions stabilize the complex. Delta tocopherol

has an inhibitory effect on the HRas protein in the G2 domain in switch I in cancer.

Keywords: HRas, delta tocopherol, molecular docking, inhibitor, binding, growth, cancer.
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Introduction général

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération incontrdlée des cellules au sein d'un
tissu normal (Upadhyay A, 2020). Ces cellules déréglées conduisent a la formation d'une masse
appelée tumeur maligne, qui a la capacité d'envahir les tissus voisins (Sarkar et al., 2013). De
plus, elles peuvent migrer vers d'autres organes a travers les vaisseaux sanguins et
lymphatiques, formant ainsi des tumeurs secondaires appelées métastases (Wilkinson, 2021).
Le cancer se développe suite a des mutations dans les proto-oncogenes (Meza-Junco J et al.,
2006). Des études récentes ont montré que les mutations du gene H-ras, qui entrainent une
suractivité et une perturbation des voies de signalisation, jouent un rdle clé dans la
transformation cellulaire maligne (Chen K et al., 2021). Cependant, le géne H-Ras, qui est
impliqué dans ces voies cancéreuses, est régulé par des molécules qui pourraient offrir des
résultats prometteurs dans le développement de traitements contre le cancer (Niegisch G et al.,
2010).

Par ailleurs, des études récentes ont démontré que le 3-tocophérol, un isoforme majeur de la
vitamine E, améliore la prévention et le traitement du cancer en inhibant diverses voies de
signalisation qui favorisent l'apparition de cellules cancéreuses et en entravant la progression
de plusieurs types de cancer (Jiang Q et al., 2017). Des études cliniques ont révélé que le d-T
et le y-T présentent des propriétés nettement supérieures a 1'a-T pour inhiber la croissance
cellulaire et induire I'apoptose dans différentes lignées cellulaires cancéreuses (Ju J et al., 2010).

La modélisation moléculaire est une technique récente qui permet de comprendre les
phénomeénes chimiques et biologiques, tels que le mouvement des molécules et la prédiction
des propriétés moléculaires (Stanzione F et al ,.2021). Elle est également utilisée pour prédire
les interactions entre les ligands (petites molécules) et leurs cibles, généralement des protéines.
Le docking moléculaire est un outil spécifique qui analyse la conformation et I'orientation des
molécules au site de liaison des cibles macromoléculaires. Cette approche trouve de
nombreuses applications dans les domaines de la biologie, de la pharmacie et de la médecine.
En effet, elle permet de comprendre comment les ligands interagissent avec les récepteurs

protéiques et d'influencer les mécanismes biologiques impliqués (Nagvi AAT et al,. 2018)

Dans cette perspective, notre travail a pour objectif de réaliser une simulation bio-informatique
par docking moléculaire afin d'étudier I'effet inhibiteur du delta-tocophérol sur la protéine

HRAS dans le contexte du cancer.
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I. Cancer et immunité

I.1. Historique

Le cancer remonte a la préhistoire. Les premiéres traces de cancer se trouvent dans les osseuses
fossilisées datant du Néolithique, vers 1600 av. J.-C., ainsi que dans des momies humaines de
I'Antiquité en Egypte (Platel, 2009). Les anciens Egyptiens considéraient le cancer comme une
malédiction et étaient capables de distinguer les tumeurs bénignes des tumeurs malignes. De
plus, ils utilisaient différents traitements tels que la chirurgie. Le médecin grec Hippocrate, dans
I'Antiquité grecque (460-370 av. J.-C.), a décrit et désigné le terme "cancer™" a partir du mot
grec "carcinos", qui signifie crabe. Il utilisait cette analogie pour décrire les projections d'un
cancer qui s'étend en forme de doigts, rappelant ainsi la forme d'un crabe (American Cancer
Society, 2018).

1.2. Cancer

Le cancer est une maladie complexe caractérisée par des altérations de la signalisation et du
métabolisme, ce qui entraine une prolifération incontrdlable et une survie des cellules
(Upadhyay A, 2020). Il implique également une multitude de substances, de facteurs de
transcription et de protéines liées au cycle cellulaire, qui ont été identifiés comme des causes

sous-jacentes de I'apparition et du développement de la maladie (Feitelson MA et al., 2015).

Ces cellules sont capables d'envahir les tissus normaux avoisinants et de se disséminer depuis
leur tissu d'origine a d'autres parties du corps via les vaisseaux sanguins et lymphatiques,

formant ainsi une autre tumeur (métastase/tumeur secondaire)(Guillaume Jacquemin, 2011) .
1.3. Caractérisation (Hallmarks)

En I'an 2000, Douglas Hanahan et Robert Weinberg ont proposé un cadre conceptuel visant a
rationaliser les phénotypes complexes des différents types de tumeurs, lors de la transition des
cellules de I'état normal a un état de croissance neoplasique. Ils ont identifié six altérations

distinctes considérées comme des caractéristiques essentielles pour le développement et la
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progression des cancers (Hanahan and Weinberg, 2000 ) . Tout d'abord, les cellules tumorales
deviennent autosuffisantes aux signaux de croissance, générant leurs propres signaux de
prolifération indépendamment des signaux externes. De plus, elles deviennent insensibles aux
signaux anti-prolifératifs qui maintiennent I'équilibre dans les tissus normaux, grace a des
altérations des mécanismes de contréle du cycle cellulaire, notamment la perturbation de la
protéine Rb (Alexander W.S , Nicola N.A ,1998) . Les cellules tumorales développent
également une résistance a la mort cellulaire programmeée (apoptose) (Jacquemin .G , 2010),
leur permettant de se multiplier de maniere incontrdlable. Elles acquierent la capacité
d'immortalisation en activant I'enzyme télomérase, qui maintient la longueur des télomeres
(Artandi SE et al.,2010), leur permettant ainsi de se diviser indéfiniment. De plus, les cellules
tumorales acquierent la capacité d'invasion tissulaire, de migrer a travers les vaisseaux sanguins
et de former des métastases dans d'autres organes. Enfin, elles stimulent I'angiogenese, la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins, pour assurer leur croissance continue en fournissant
les nutriments et I'oxygéne nécessaires. Ces altérations representent les caractéristiques clés du
processus de développement et de progression du cancer, et leur compréhension est essentielle

pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Hanahan and Weinberg, 2000 ) .

En 2011, ces deux chercheurs ont ajouté quatre autres caractéristiques distinctives, dont deux
sont émergentes. L'une de ces caractéristiques est la dérégulation du métabolisme énergétique
cellulaire. Les cellules cancéreuses modifient leur métabolisme pour utiliser principalement le
glucose, a travers la voie de la glycolyse, afin de répondre a leurs besoins énergétiques et de

soutenir leur prolifération néoplasique de maniére chronique (Razungles J et al., 2013).

L'autre caractéristique est la capacité des cellules tumorales a échapper a la reconnaissance ou
a I'élimination par le systéme immunitaire. Les tumeurs développent plusieurs mécanismes
d'échappement, et I'un des mécanismes les plus récents est I'induction de la voie PD-L1/PD-1.
Lorsque la cellule tumorale exprime le ligand PD-L1, elle peut se lier au récepteur PD-1 sur les
cellules immunitaires, inhibant ainsi leur fonction et favorisant I'échappement immunitaire des

cellules tumorales (Munari E et al., 2021) .
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Les deux autres caractéristiques ne sont pas qualifiées de capacités distinctives. L'une d'entre
elles est I'inflammation favorisant la tumeur, un mécanisme qui favorise plusieurs capacités
caractéristiques, y compris la libération de facteurs de croissance, de survie et pro-
angiogeniques, pouvant entrainer des mutations supplémentaires dans les cellules voisines
(Hanahan D et Weinberg RA, 2011). L'autre caracteristique est l'instabilité du génome, qui

entraine une mutabilité accrue au niveau du génome (Fouad YA et Aanei C, 2017).

En 2022, Hanahan a de nouveau abordé les caractéristiques et a proposé un nouveau hallmark
émergent : la plasticité phénotypique et la perturbation de la différenciation. Des preuves
indiquent que les cellules malignes échappent a la différenciation et présentent ce qu'on appelle

une plasticité phénotypique pour continuer a se développer (Hanahan D, 2022).

HALLMARKS
OF
CANCER

Figure 1.1 : taxonomie des caractéristiques du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011).
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I.4. Immunosurveillance et immunoéditing de cancer

Le processus d'immunosurveillance est essentiel pour assurer la protection de I'n6te, inhiber la
carcinogenese et maintenir I'noméostasie cellulaire (Kim R et al., 2007). D'une part, il permet
au systéme immunitaire de reconnaitre et détruire les cellules cancéreuses et précancéreuses
avant qu'elles ne puissent causer des dommages (Swann JB et al., 2007). Cependant, I'nypothése
initiale de Burnet et Thomas concernant I'immunosurveillance était peu convaincante et
manquait de preuves expérimentales. De nouvelles données ont émergé, affirmant que
I'immunosurveillance fonctionne généralement selon un processus d'immunoédition tumorale,
qui explique de maniére plus compléte le role du systéme immunitaire dans la carcinogenése
(Dunn GP et al., 2002).

Le terme « immunoédition du cancer » est utilisé pour décrire les compartiments du systéeme
immunitaire inné et adaptatif et leur réle dans la protection de I'néte contre le développement
de tumeurs et dans la modification de I'immunogenicité de ces tumeurs qui peuvent
éventuellement se former. Ce processus d'immunoédition du cancer se compose de trois phases
. élimination, équilibre et échappement (Dunn GP et al., 2004). L'immunosurveillance se
produit pendant le processus d'élimination et englobe le concept original d'immunosurveillance
du cancer. Lorsqu'il réussit a supprimer la tumeur en développement, il représente un processus

d'échappement complet (Dunn GP et al., 2002).
1.4.1. Phase d’élimination

Lorsque le systeme immunitaire détecte la présence d'une tumeur en croissance, le processus
de remodelage stromal qui résulte de la perturbation tissulaire locale peut induire la production
de molécules pro-inflammatoires (Dunn GP et al., 2002). En conjonction avec les chimiokines
éventuellement produites par les cellules tumorales elles-mémes, ces molécules pro-
inflammatoires attirent les cellules du systéme immunitaire inné vers cette nouvelle source de
danger local. Les cellules NKT, les cellules Tyo, les cellules NK et les macrophages
reconnaissent les molécules, telles que les ligands de NKG2D, qui ont été induites sur la tumeur
soit par I'inflammation, soit par la transformation cellulaire (Dunn GP et al., 2006). De plus, les
cellules Tyo et les cellules NKT reconnaissent la tumeur grace a l'interaction entre leur récepteur
TCR et les ligands NKG2D ou les complexes glycolipides-CD1 exprimés sur les cellules
tumorales (Schreiber RD et al., 2011).
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Ces événements entrainent la production locale d'IFNy, qui a son tour stimule la sécrétion de
chimiokines locales. Ces chimiokines recrutent un plus grand nombre de cellules de I'immunité
innée vers la tumeur. La liaison des récepteurs activateurs des cellules NK a leurs ligands
apparentés présents sur les cellules tumorales stimule la production d'IFNy par les cellules NK

(Agbi HF et al., 2018).

Les macrophages activés par I'lFNy expriment des produits tumoricides tels que les espéces
réactives de I'oxygene et les espéces réactives de I'azote, tandis que les cellules NK activées,
soit par I'IFNy, soit par l'interaction avec leurs récepteurs activateurs, peuvent ¢liminer les
cellules tumorales via des mécanismes dépendant de TRAIL ou de la perforine. Suite a ces
processus, des antigénes tumoraux provenant des cellules tumorales mortes activent le systeme
immunitaire adaptatif. Les cellules dendritiques activent les lymphocytes Thl, favorisant ainsi
le développement de lymphocytes T CD8+ spécifiques a la tumeur par présentation croisée de
peptides tumoraux antigéniques sur le CMH de classe | des cellules dendritiques. Les
lymphocytes T CD4+ et T CD8+ spécifiques a la tumeur se dirigent vers le site de la tumeur ou
ils participent a la destruction des cellules tumorales par des mécanismes directs et indirects
(Dunn GP et al., 2004). Les lymphocytes T CD8+ favorisent I'induction de I'apoptose des
cellules tumorales en interagissant avec les récepteurs FAS et TRAIL des cellules tumorales, et
ils sécretent également de la perforine et des granzymes ( Mittal D et al., 2014).
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Figure 1.2 : Phase d’élimination de I’immunité tumorale (Mittal et al., 2014).L'élimination est
une phase de l'immuno-édition du cancer ou les systémes immunitaires inné et adaptatif détectent et
détruisent ensemble les tumeurs précoces avant qu'elles ne deviennent cliniquement visibles. Les
cellules tumorales expriment des molécules induites par le stress, telles que la calréticuline en surface,
ainsi que des antigenes tumoraux présentés par les molécules du CMH de classe | et/ou des ligands
NKG2D reconnus respectivement par les cellules effectrices CD8+ et les cellules NK. Les cellules
dendritiques peuvent également capturer et présenter de maniére croisée des antigénes tumoraux aux
cellules T, y compris les cellules NKT (antigénes glycolipidiques présentés via CD1d). Une fois
activées, ces cellules effectrices liberent de I'lFN-y, qui peut avoir des effets anti-tumoraux en inhibant
la prolifération des cellules tumorales et I'angiogenése. Les cellules T CD8+ sont capables d'induire
I'apoptose des cellules tumorales en interagissant avec les récepteurs Fas et TRAIL présents sur les
cellules tumorales, ou en sécrétant de la perforine et des granzymes. En outre, les cellules T effectrices
exprimant des molécules co-stimulatrices telles que CD28, CD137, GITR et OX40, améliorent leur
prolifération et leur survie. Les lymphocytes T yd peuvent également reconnaitre et éliminer les tumeurs
qui expriment des ligands NKG2D, tels que les protéines MICA/B chez I'homme.Les cellules
immunitaires innées, telles que les macrophages (M1) et les granulocytes, contribuent également a
I'immunité anti-tumorale en sécrétant du TNF-a, de I'IL-1, de I'IL-12 et des especes réactives de

I'oxygéne (ROS). Pendant la phase d'élimination, I'équilibre se dirige vers une immunité anti-tumorale
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en raison de I'augmentation de I'expression des antigenes tumoraux, du CMH de classe |, des récepteurs
Fas et TRAIL sur les cellules tumorales, ainsi que de la présence de perforine, de granzymes, d'IFN-
o/B/y, d'IL-1, d'IL-12 et de TNF-a dans le microenvironnement tumoral (Mittal et al., 2014).

1.4.2. Phase d’équilibre

Dans la phase d'équilibre, le systeme immunitaire parvient a éradiquer un nombre important de
cellules cancéreuses. Cependant, il est important de noter que certaines cellules tumorales

développent des mécanismes de résistance a cette réponse immunitaire (Dunn GP et al., 2004).

Au cours de cette phase, certaines cellules tumorales parviennent & échapper a la reconnaissance
et a la destruction par le systeme immunitaire. La phase d'équilibre a été initialement postulée
pour expliquer la période de latence prolongée entre I'événement de transformation initial et la
phase d'échappement, ainsi que I'émergence de tumeurs malignes. Ainsi, la phase d'équilibre

peut étre la plus longue des phases d'immunoédition. (Vesely MD et al,. 2011).

Cependant, en raison de I'absence de TNFR ou d'IFN-y, l'angiogenése et la carcinogenése ont
éteé stimulées par les lymphocytes T. Par ailleurs, I'lFN-y et le TNF induisent la sénescence des

cellules cancéreuses et arrétent le développement du cancer (Mittal D et al ,. 2014).
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Figure 1.3 : Phase d’équilibre de I’immunité tumorale (Mittal et al., 2014).
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Dans la phase d'équilibre de I'immunoédition du cancer, le systéme immunitaire maintient la tumeur
dans un état de dormance fonctionnelle. Certaines cellules tumorales subissent des modifications
génétiques et épigénétiques. En raison d'une pression immunitaire constante, des variants de cellules
tumorales évoluent, résistant a la reconnaissance immunitaire (perte d'antigene ou défauts de
présentation de I'antigéne) et induisant une immunosuppression (PDL1). La phase d'équilibre représente
un équilibre entre les cytokines anti-tumorales (IL-12, IFN-y) et les cytokines favorisant la croissance
tumorale (IL-10, IL-23). Le systéme immunitaire adaptatif est nécessaire pour maintenir la tumeur dans
un état fonctionnellement dormant, tandis que les cellules NK et les cytokines telles que I'lL-4, I'lL-17A
et I'IFN-o/p jouent un role indispensable. (Mittal et al., 2014).

1.4.3. Phase d’échappement

La phase d'échappement correspond a une évasion des cellules tumorales qui se produit par le
biais de nombreux mécanismes différents. Au niveau des cellules tumorales, des altérations se
produisent, entrainant une reconnaissance immunitaire réduite ou une résistance accrue aux
effets cytotoxiques du systéme immunitaire, ainsi qu'une perte d'expression de l'antigéne
tumoral.(Schreiber RD et al ,. 2011 ). L'analyse de certaines cellules carcinomateuses a montré
une perte de la protéine HLA de classe |, ce qui facilite I'évasion de la tumeur du systeme
immunitaire (Marincola FM et al., 2000). De plus, I'insensibilité des cellules tumorales a I'lFN-
vy en raison d'une perturbation de la voie de signalisation du récepteur de I'lFN-y entraine des
défauts dans le traitement et la présentation de I'antigéne (Kaplan DH et al., 1998). Les cellules
cancéreuses produisent également des cytokines immunosuppressives telles que le TGF-p et
I'IL-10 (Khong HT et al., 2002). Une autre étude a montré que les cellules tumorales sécrétent
le ligand MIC NKG2D, qui réduit I'expression du récepteur NKG2D sur les cellules
immunitaires et atténue la cytotoxicité médiée par les lymphocytes (Groh V et al., 2002). Les
tumeurs facilitent également I'activation de cellules lymphocytaires T immunosuppressives,
telles que les cellules NKT produisant I'IL-13 (Terabe M et al., 2000) ou les cellules T
régulatrices CD4+CD25+ (Thornton AM et al., 1998). Ces mécanismes immunsuppressifs
adoptés par les cellules tumorales contribuent a la création d'un environnement immunitaire

favorable a la survie et a la croissance de la tumeur.
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Figure 1.4 : Phase d’échappement de I’'immunité tumorale (Mittal et al., 2014). Phase
d’échappement de I’immunité tumorale (Mittal et al., 2014) .Au cours de la phase d'échappement de
I'immunoédition du cancer, le systéme immunitaire ne parvient pas a limiter la croissance tumorale ,ce
qui entraine I'émergence de cellules tumorales et le développement d'une maladie cliniquement
apparente .Dans cette phase, les cellules tumorales échappent a la reconnaissance immunitaire en
perdant l'expression des antigénes tumoraux, du CMH de classe | ou des molécules co-stimulatrices.
Elles expriment également des molécules favorisant la résistance accrue (STAT-3), la survie (molécule
anti-apoptotique bcl2) et I'immunosuppression (IDO, TDO, PD-L1, galectine-1/3/9, CD39, CD73,
récepteurs de I'adénosine), tout en sécrétant les cytokines VEGF, TGF-, IL-6 et M-CSF qui favorisent
I'angiogenése .De plus, les cellules suppressives myéloides (MDSC), les macrophages de type M2 et les
cellules dendritiques (DC) peuvent également exprimer des molécules immunorégulatrices telles que
I'arginase, I'INOS et I'IDO, et sécréter des cytokines immunosuppressives telles que I'lL-10 et le TGF-
B. Ces cytokines peuvent inhiber la prolifération des lymphocytes T CD8+ ou induire leur apoptose. Les
MDSC et les DC exprimant I'IDO contribuent également a la génération de cellules T régulatrices.
L'IDO, l'arginase, le CD39 et le CD73 sont des enzymes immunorégulatrices. L'IDO catabolise le
tryptophane en kynurénine, l'arginase catabolise la L-arginine en ornithine et en urée, et le CD39

métabolise I'ATP en AMP, qui peut ensuite étre converti en adénosine par le CD73. L'adénosine peut se
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lier aux récepteurs de I'adénosine (A2aR et A2bR) exprimés sur les cellules tumorales, les cellules
endothéliales et les cellules immunitaires. Les cellules T, y compris les lymphocytes T régulateurs,
peuvent exprimer des récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, CTLA-4, Tim-3 et LAG-3, qui suppriment
la réponse immunitaire anti-tumorale et favorisent la progression tumorale. Dans la phase
d'échappement, I'équilibre est biaisé en faveur de la progression tumorale en raison de la présence de
cytokines immunosuppressives et de molécules telles que I'lL-10, le TGF-B, le VEGF, I'IDO et le PD-
L1 (Mittal et al., 2014).

1.5.Protéine Ras

La protéine Ras , dénommée P21, est une protéine membranaire qui appartient a la famille des
protéines G (Fiorucci G et Hall A, 1988). Cette protéine comprend trois isoformes proto-
oncogenes différentes exprimées de maniere ubiquitaire, a savoir : H-ras, N-ras et K-ras. Les
protéines produites par ces trois génes sont des guanosine triphosphatase GTPases qui régulent
la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaires (Hancock JF, 2003).

La famille des oncogénes Ras joue un réle essentiel dans la promotion de la croissance
tumorale. L’activation de ces derniers augmente la vascularisation des tumeurs en stimulant
certaines voies effectrices qui aboutissent a I'activation transcriptionnelle de génes controlant
I'angiogenese (Kranenburg O et al, 2004). De plus, la protéine Ras est également impliquée

dans la méthylation de I'ADN des promoteurs de divers génes spécifiques aux tissus.
1.6.Protéine HRas

Le H-ras (homologue de I'oncogene viral du sarcome du rat de Harvey) est le géne qui code
pour la formation de la protéine HRas. Ce gene est localisé sur le bras court (p) du chromosome
11, en position 5. Il a été nommé d'apres le chercheur Harvey qui I'a découvert en 1964
(Rajasekharan, Satish et Raman, Thiagarajan). Cette protéine convertit le GDP en GTP,
basculant entre une conformation active liée au GTP et une conformation inactive liée au GDP
(figure 1) (Favre G, 2014).

Les mutations qui surviennent souvent au niveau des codons 12, 13 ou 61 du gene H-ras
entrainent I'effondrement du systeme de contréle et conduisent a une version constitutivement

active de la protéine HRas. Elles sont a I'origine de signaux hyper-prolifératifs qui stimulent la
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croissance et la division incontrdlable des cellules, augmentant ainsi la susceptibilité aux
tumeurs (Seetharaman Thillai Villalan et Dhanaraman, Aoki Y et al, 2005).
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Figure 1.5 : Régulation de I'activité de Ras par les GEF (Shu L et al., 2020).
1.7. Structure de la protéine HRas

La protéine HRas a un poids moléculaire d'environ 21 kDa, composée de 189 acides aminés.
Elle est structurée en deux régions distinctes : la premiére région, connue sous le nom de région
G, se trouve entre les acides aminés 1 et 165. Elle est composée de cing domaines G (G1 a G5)
et joue un role crucial dans l'interaction avec les voies de signalisation effectrices, telles que la
voie des MAPK ( protéine kinase activee par un mitogéne ). Son rdle principal est de favoriser
la croissance et la prolifération cellulaires. La deuxieme région est appelée région hypervariable
(HVR) et se situe entre les acides aminés 166 et 188/189.

La région des domaines G est composée de deux parties distinctes. La premiére partie, appelée
"lobe effecteur", s'étend de 1 a 86 résidus et identique pour tous les isoformes de Ras. Elle
permet d'interagir avec différentes voies de signalisation. La deuxiéme partie, appelée "lobe
allostérique”, se situe entre les résidus 87 et 165. Elle joue un rdle de soutien dans le bon

fonctionnement de la signalisation, la liaison membranaire et les interactions avec les ligands.
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Les régions fonctionnelles se trouvent au niveau du domaine G1, qui contient le motif Walker
A entre les résidus 10 et 17. Ce motif interagit avec les B et y-phosphates du GTP ou le B-
phosphate du GDP. Il est suivi d'une région appelée switch I, située entre les résidus 32 et 38.
Le domaine G2 est présent dans la région switch I, ou le y-phosphate du GTP se lie a un résidu
thréonine conservé. Ce résidu thréonine est capable d'interagir avec un ion Mg2+, essentiel pour
I'nydrolyse du GTP.Le switch Il s'étend des acides aminés 59 a 67, formant un segment
hélicoidal qui comprend le domaine G3. Les deux derniers domaines, G4 et G5, participent aux
interactions et a la reconnaissance de la base guanosine. La région hypervariable contient le
motif CAAX, facilitant les modifications post-translationnelles nécessaires au bon

fonctionnement de la protéine.

G Domain HVR
A : A . (166-188/189)
I Effector (1-86) Allosteric (86-165) \ ]
.~ Switch | ; : Switchll -<_ _,,"" R =
HRAS YDPTIEDSY . Q YSAMRDQYMRTGI . ; CVLS
|[KRAS4A: EYDPTIEDSY . YJEEYSAMRDQYM A . .. CIIM

KRAS4B: YDPTIEDSY QEEYSAMRDQYMRTGE . . CVIM
NRAS: f YSAMRDQYMRTGI V% .. CVVM|
: S CAAX|

Secondary signal domain

motif!

Figure 1.6: Structure de la protéine Hras (Shu L et al., 2020).
1.8 . Réle de la protéine HRas

La protéine HRas joue un rdle crucial dans de nombreux processus cellulaires, tels que la
prolifération, la croissance, la différenciation, la transcription, la sénescence, la maotilité et la
régulation du cycle cellulaire. Elle est également impliquée dans le maintien de I'équilibre entre
la survie et I'apoptose, ainsi que dans la migration cellulaire et la métastase tumorale (Shu L et
al., 2020). De plus, la HRas est capable de transmettre des signaux de l'extéerieur vers le noyau

cellulaire, régulant ainsi la croissance et la division cellulaire.(Rodriguez-Viciana et al., 1994).
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Elle est également capable d'activer une protéine activatrice de GTPase appelée "RasGAP", qui
facilite I'nydrolyse du GTP en GDP, rendant ainsi la protéine inactive afin de maintenir
I'noméostasie cellulaire (Friedman E, 1995). Lorsque HRas est impliqué dans le cancer, il
présente une faible activité GTPase, ce qui entraine une efficacité catalytique réduite dans
I'nydrolyse du GTP. Cela conduit a une persistance de la protéine dans un état actif constant
(Rauen KA, 2007).

1.9. Implication de la protéine HRas dans I'oncogenese

La protéine HRas intervient dans les voies de signalisation impliquées dans la tumorigenese,
notamment les voies de signalisation HRas/MAPK et PI3BK/AKT/mTOR, ainsi que la voie de
signalisation Raf-Mek-Erk (Rambur, Amandine, 2018).

Lorsque la cellule est dans un état normal, elle recoit des signaux externes tels que le facteur de
croissance épidermique (EGF) qui se fixe au récepteur EGF (EGFR). Cela provoque un
changement de conformation et favorise la dimérisation du EGFR, ce qui entraine l'activation
de la tyrosine kinase par autophosphorylation des résidus tyrosine (Satish KR et T Raman,
2013). Les résidus tyrosine phosphorylés activent ensuite les protéines adaptatrices SHC, CRK
et GRB2, qui possedent un domaine SH2, et forment un complexe. Ce complexe recrute ensuite
les GDs (SOS), favorisant ainsi le remplacement du GDP lié a la protéine H-Ras par du GTP et
induisant I'activation de HRas (Kang M, Lee-YS, 2019). Cependant, dans environ un tiers des
cancers humains, ce mécanisme est altéré par une mutation produisant une forme mutée de
HRas qui a tendance a rester préférentiellement dans un état actif lié au GTP, ce qui conduit

finalement a un état oncogéne (Shu L et al.,2020) .

Des études ont démontré une surexpression de la protéine HRas, favorisant ainsi une division
cellulaire incontrolée et illimitée ainsi qu'une hyperprolifération des cellules (Wu XY et al.,
2016). Par conséquent, cette forte expression de HRas stimule et amplifie la sécrétion du facteur
de croissance endothélial vasculaire A, ce qui entraine la formation de vaisseaux sanguins et

aboutit finalement a une croissance tumorale significative (Qian CN et al., 2016).
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La HRas joue un role crucial dans I'activation de la cascade de signalisation RAF ( fibrosarcome
rapidement accéléré)-MEK(signal mitogéne extracellulaire régulé ) -ERK( kinase régulée par
un signal extracellulaire), essentielle a la croissance des cellules cancéreuses. Une fois activée,
la HRas stimule la Raf, qui a son tour active la MEK , conduisant a la phosphorylation d' ERK.
Cette derniere se transloque ensuite vers le noyau cellulaire, ou elle active des facteurs de
transcription et régule I'expression de génes impliqués dans la croissance, la prolifération et la
survie cellulaire. Des études menées par Jung J et al. en 2019, ont montré que l'activation
anormale de la cascade Raf-MEK-ERK par la protéine HRas contribue a la croissance et a la
progression des cellules cancéreuses. Ces recherches mettent en évidence le role essentiel de
HRas dans la modulation de la signalisation cellulaire et son implication dans le développement
et la progression du cancer .
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Figure 1.7 : Voies de signalisation H-Ras (Shu, L et al ,2020).Les voies de signalisation de H-Ras
sont similaires a celles des autres membres de la famille Ras. L'une des voies de signalisation clés est la

cascade de signalisation Raf(Fibrosarcome rapidement accélére )-Mek-ERK, qui transmet les
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signaux des récepteurs de croissance vers le noyau. Dans le noyau, des facteurs de transcription tels que
Myc sont activés, ce qui initie la transcription de génes impliqués dans la survie cellulaire, la
prolifération et la transition épithéliale-mésenchymateuse. En plus de cela, H-Ras est également
impliqué dans la voie de signalisation PI3BK/AKT. Cette voie transmet des signaux qui conduisent a
I'activation de mTOR, qui a son tour facilite la synthese des protéines, la migration cellulaire et la
prolifération cellulaire, entre autres processus.

I1.1. vitamine E

La vitamine E a été découverte par Evans et Bishop en 1922 en tant que facteur alimentaire
(Mustacich DJ et al., 2007). Cette vitamine est composée de 8 molécules naturelles de structure
similaire. Elles sont divisées en deux groupes : les tocophérols et les tocotriénols. Chaque

groupe comprend 4 isoformes (a, B, v, 8) (Donnelly J et al., 2022).

11.2. Structure chimique de la vitamine E

La vitamine E se présente sous huit formes naturelles, notamment I'alpha, la béta, la gamma, la
delta-tocophérol (TP) et le tocotriénol (T-3) (Rizvi S, 2014). Le tocophérol et le tocotriénol sont
composés d'un cycle chromanol et d'une chaine latérale hydrocarbonée. Ils se composent
d'homologues o-, -, y-, 8-, qui différent par la position et le nombre de groupes méthyle dans
la partie hydrophile du 6-chromanol, ce qui donne différentes formes isomeres dans la famille
de la vitamine E (Schneider C et al., 2005). Chaque tocophérol possede trois centres chiraux au
niveau des atomes de carbone C2', C4' et C8', ce qui donne une configuration R ou S et huit
stéréoisomeres possibles. Les tocophérols ont une chaine latérale de TP saturée avec 16 atomes
de carbone (Szewczyk K et al., 2021). Les TP et les T-3 different par la substitution méthyle
dans le cycle chromanol aromatique en C5, C7 et C8 (Roselt et al., 2020). La chaine latérale du

T-3 est insaturée avec des doubles liaisons en positions 3, 7 et 11 (Schneider C et al., 2005).
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Figure 1.8 : Structure des tocophérols et des tocotriénols (Colombo ML, 2010 ).

Tableau 1. Structure du delta tocophérols

Formule Masse
brute de molaire R1 R2 R3
delta-
tocophérole
C27H4602 402.,6 H H CHs

11.3 . Sources alimentaire de la vitamine E

L'a-tocophérol et le y-tocophérol sont présents dans diverses huiles alimentaires, notamment
I'huile de soja, I'huile de mais et I'huile d'arachide. En plus des huiles, I'a-tocophérol se trouve
également naturellement dans certains fruits, légumes, grains et noix. Les amandes, les
arachides et les graines de tournesol (Traber MG et al,. 2007). Le 6-tocophérol , quant a lui, est

présent dans les graines de tomates et le germe de riz . Le YT se retrouve dans des aliments tels

que les noix de pécan, les pistaches et les graines de sésame (Rizvi S ,.et al 2014) .
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Les sources alimentaires des tocotriénols comprennent I'huile de palme, I'orge, le rocou et

certaines céréales (Sen CK et al,. 2007).
1.4 . Effets anticancéreux de la vitamine E

La vitamine E joue un rdle important dans la prévention du cancer gréce a différentes actions,
notamment ses propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, antiprolifératives et anti-
angiogeniques . De plus, elle exerce des effets directs sur les activités enzymatiques et la
modulation de la transcription des génes (Manosso LM et al., 2022). Des résultats nombreux
indiquent que les isoformes y-tocotrienol et d-tocotrienol des tocotriénols présentent un
potentiel anticancéreux plus élevé que les autres isoformes (Aggarwal BB et al., 2010). Ces
études mettent en évidence I'importance de la vitamine E dans la lutte contre le cancer et

soulignent les bénéfices spécifiques des tocotriénols y et 6 dans ce domaine.
11.4.1 Effet anti-oxydant

Le stress oxydatif, causé par un déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants, est
I'une des principales causes de divers cancers (Higgins MR et al., 2020). De nombreux
chercheurs ont démontré que la vitamine E agit comme un anti-oxydant, protégeant ainsi les
cellules de I'organisme contre les effets néfastes des dérivés de I'oxygene grace a différentes
enzymes présentes dans le cytosol (Manosso LM et al., 2022). Egalement elle exerce ses
propriétés anti-oxydantes au niveau des membranes grace a sa chaine latérale isoprénoide, ce
qui lui permet de pénétrer la couche lipidique (Nadine Busi Szmrzsik, 1993). L'alpha-
tocophérol est également capable d'inhiber la peroxydation lipidique, ce qui lui permet de

protéger les membranes cellulaires (Wallert M et al., 2019).
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Figure 1.10 : Activités antioxydantes de oT et yT. (A) - oT et yT peuvent arréter la peroxydation
lipidique en donnant des électrons et en formant de la tocophérylquinone. (B) - yT récupeére
uniquement les NOx, y compris NO2, ONOO—- et SOD/H202/NO2- via la formation de 5-
NyT. (Jiang Q et al , 2022).

11.4.2 Effet anti-inflammatoire

Des études récentes sur les mécanismes d'action ont révélé que le y-tocophérol et 5-tocophérol
présentent des propriétés anti-inflammatoires plus puissantes que celles de 'a-tocophérol dans
la prévention du cancer (Yang et al., 2012) . Les isoformes de la vitamine E peuvent inhiber
les voies de signalisation pro-inflammatoires telles que le NF-kB, la signalisation JAK1-STAT3
et la phosphorylation de STAT6 , ainsi que piéger les espéces réactives de I'azote et inhiber la
cyclooxygénase-2 et la 5-lipoxygenase (5-LOX) qui sont impliquées dans la formation des
eicosanoides (Jiang Q,2014). Ils bloquent également la peroxydation lipidique, qui dans des
conditions normales entraine la libération de prostaglandines E2 (PGE2) (Jiang Q et al., 2022).
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11.4.3 Effet anti-prolifératif

La vitamine E présente un effet anti-prolifératif en induisant I'apoptose et l'arrét du cycle
cellulaire (Abraham A et al., 2019). L'apoptose est un mécanisme physiologique crucial qui
limite la croissance de la population cellulaire, que ce soit pour maintenir I'noméostasie des
tissus ou pour éliminer les cellules potentiellement nocives (Morana O et al., 2022). Elle peut
étre déclenchée par des signaux intrinseéques, tels que la perturbation mitochondriale et la
libération de cytochrome c¢ dans le cytosol, ou par des signaux extrinseques lors de la liaison de
ligands aux récepteurs de mort a la surface cellulaire (Pistritto G et al., 2016). Ces deux voies
conduisent a l'activation des caspases effectrices (Kesavardhana S et al., 2020), en particulier

la caspase-3 qui, une fois clivée, conduit a I'apoptose (Han JH et al., 2023).

Plusieurs études ont démontré I'efficacité des tocophérols, notamment le 3-tocophérol et le y-
tocophérol, dans la réduction du risque de cancer. Ces isoformes présentent une efficacité
supérieure a celle de 1'a-tocophérol en activant les caspases 9 et 3 pour induire I'apoptose dans
les cellules tumorales (Li GX et al., 2011). D'autre part, les tocotriénols ont également capables
d'induire I'apoptose et affectent de nombreuses voies de signalisation liées a la croissance et a
la survie des cellules cancéreuses, telles que les voies régulées par NF-Kb, la
phosphatidylinositol-3 kinase/phosphoinositide dépendante, Raf/Erk et c-jun N-terminal
kinase (JNKs). De plus, le y-tocotriénol inhibe la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-
kinase)/PI13K dependent kinase-1 (PDK-1)/Akt (Ju J et al., 2010).

I11. Docking moléculaire
111.1. Définition

La modélisation moléculaire est un domaine complémentaire a 1I’expérimentation qui vise a
comparer, représenter et prédire la structure des molécules ou d’un systeme moléculaire
(Wilfred F et al., 1990). La méthode principale de la modeélisation moléculaire est le docking,
également connu sous le nom d’amarrage moléculaire, qui fait partie des techniques de
conception de médicaments (drug design). Le docking explore les conformations adoptées par

les ligands dans les sites de liaison des cibles macromoléculaires (Ferreira LG et al., 2015).
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Depuis son apparition dans les années 1980, le docking est devenu I’outil le plus largement
utilisé. Il a émergé en réponse aux besoins de la biologie moléculaire structurale et de la
découverte de médicaments basée sur la structure. Le docking possede la capacité d’optimiser
les criteres structuraux et énergétiques, de réaliser un criblage virtuel sur une vaste bibliothéque
de composés (Morris and Lim-Wilby, 2008), de déterminer le mode d’interaction d’un
complexe forme par deux ou plusieurs molécules, ainsi que de rechercher le positionnement, le
mode ou les modes de liaison entre un ligand et son récepteur, les orientations dans 1’espace et
les conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur (Corbeil CR et al.,
2007).

II1.2.Types d’amarrage
I11.2.1 . Amarrage rigide

Dans ce type d’amarrage, seule la position spatiale et la posture des deux molécules changent,
tandis que la conformation du récepteur et du ligand ne subissent pas de changements (Ewing
TJetal.,2001). Ces derniers sont considérés comme fixes dans cette simulation d’amarrage en
raison de la complexité et de la charge de calculs impliqués. L’amarrage rigide est donc la
méthode la plus pratique, notamment pour les grandes structures telles que les complexes

protéine-protéine et protéine-acide nucléique (Stoddard, BL et Koshland, DE, 1992).
111.2.2 . Amarrage flexible

L’amarrage flexible permet a la conformation du ligand et du récepteur de changer librement.
Ce type est utilisé pour évaluer avec précision la reconnaissance entre deux molécules, car cette

stimulation est plus précise et se rapproche le plus de la situation réelle d’amarrage (Chen et
al., 2020) .

111.2.3 . Amarrage semi-flexible

L’amarrage semi-flexible est couramment utilisé pour étudier la reconnaissance entre les petites
molécules et les biomacromolécules, notamment les proteines, les enzymes et les acides
nucléiques, en raison de sa capacité de prédiction de modele et de calcul. Pendant ce type
d’amarrage, seule la conformation du ligand est autorisée a changer, tandis que la conformation

du récepteur reste fixe (Kitchen DB et al , 2004) .
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111.3.0utils

Le docking et le scoring sont deux étapes essentielles et complémentaires de la simulation
d’amarrage. Tout d’abord, le docking ou amarrage consiste a sélectionner et placer un ligand
dans le site actif de la protéine, en déterminant les conformations, les positions et les
orientations possibles. Ensuite, Le scoring est une méthode mathématique qui permet d'évaluer
I'affinité entre une protéine et un ligand, et de sélectionner et classer la meilleure conformation
parmi toutes les conformations proposées (Jain AN et al., 2006). Le score est utilisé pour
quantifier le degré de complexation du ligand avec son récepteur (Arrault A et al., 2007).
Fondamentalement, il s'agit d'une approximation de I'énergie libre associée a la transition de la
protéine et du ligand de I'état libre a I'état lié formant un complexe. Le principe

thermodynamique sous-jacent est le suivant :
AG=AG complexe-AG ligand-AG protéine (Kollman P.A et al., 2000).
111.3.1 . Récepteur

Le récepteur est une structure protéique capable de se lier a une molécule spécifique appelée
ligand. Les méthodes spectroscopiques biomoléculaires, telles que la cristallographie aux
rayons X et la résonance magnétique nucléaire (RMN), ont permis la résolution de plus de
100 000 structures protéiques tridimensionnelles, fournissant des informations structurelles
vitales (Ferreira LG et al., 2015). La plus grande base de données de protéines et d’acides
nucléiques est la Protein Data Bank (PDB) (Huang et al., 2018).

111.3.2. Ligand

Un ligand est une molécule capable de se lier de maniére réversible a une macromolécule telle
qu'une protéine ou un acide nucléique, et il participe a différents réles fonctionnels tels que la
transmission de signaux, la catalyse et la stabilisation structurelle (Leach A.R, 2001). Dans le
docking moléculaire, le choix du ligand est une étape cruciale, et il est sélectionné en fonction
de la spécificité du site actif et de la cible (Li J et al., 2019). Actuellement, il existe deux
méthodes pour obtenir la structure chimique d'un ligand : I'une consiste a utiliser des bases de
données commerciales qui regroupent des structures chimiques et des especes chimiques, tandis
que l'autre méthode consiste a utiliser des ligands provenant du PDB (Protein Data Bank) ou de

la littérature scientifique, avec la possibilité de les construire, de les optimiser et de les
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enregistrer dans différents formats tels que le pdb, le mol ou le mol2, en utilisant des logiciels
de construction moléculaire tels que Arguslab, ChemDraw (Mokrani E et Bensegueni A, 2012).

I111.4.Programmes (logiciels de docking)

Actuellement, il existe plus de 30 programmes de docking moléculaire (Grosdidier ,S , 2007).
Ces logiciels sont utilisés pour étudier les différentes interactions possibles entre deux entités
moléculaires. Parmi les programmes fréquemment cités, on trouve DOCK, GOLD, AutoDock,
FlexX et Molegro Virtual Docker (MVD) (Chen G et al., 2020).
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Figure 1.11: Représente nombre de citations pour certains des programmes de docking les plus

courants, analysés a partir de I'ISI Web of Science (2005) (sousa S.F et al.,2006 )




Conclusion

Ce travail s'est concentré sur la réalisation d'une simulation bio-informatique utilisant le
docking moléculaire pour étudier I'effet inhibiteur du delta-tocophérol sur le domaine G2 de la
protéine HRas, plus précisément sur le switch | ou les protéines effectrices RAF se lient lors du

cancer.

Dans un premier temps, nous avons évalué la performance du logiciel Arguslab en utilisant le
test RMSD pour modéliser les interactions entre le domaine de liaison des protéines effectrices
RAF dans le switch | de HRas et le delta-tocophérol. Les résultats ont confirmé la fiabilité du
logiciel et nous avons pu avancer dans nos analyses. Ensuite, nous avons évalué l'affinité du
ligand delta-tocophérol avec le domaine G2 de liaison des protéines effectrices RAF dans la
protéine HRas, en utilisant le docking moléculaire avec Arguslab. Le score obtenu (AG = -
9.6347 kcal/mol) indique une forte interaction entre le delta-tocophérol et le domaine de liaison
des proteines effectrices RAF. Nous avons également visualisé les interactions entre le domaine
de liaison des protéines effectrices RAF de HRas et le delta-tocophérol a I'aide de Discovery
Studio. Ces interactions comprennent des liaisons hydrogéne avec l'acide aminé GLN25, ainsi
que des interactions hydrophobes alkyliques et mixtes Pi/Alkyl avec plusieurs autres acides

aminés.

Nos résultats suggerent que le delta-tocophérol pourrait étre utilisé comme agent thérapeutique
anticancéreux, en ciblant le switch | du domaine G2 de la protéine HRas. Cependant, il est
important de noter que ces résultats sont basés sur des simulations informatiques et nécessitent
des études supplémentaires pour confirmer I'efficacité du delta-tocophérol en tant qu'agent
thérapeutique et son potentiel dans le traitement du cancer. Des expériences in vitro et in vivo
sont nécessaires pour valider ces résultats et explorer davantage les possibilités d'utilisation du

delta-tocophérol dans le domaine médical.
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