République Algérienne Democratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université ABOU BEKR BELKAID-Tlemcen
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de ’Univers
Département de Biologie

Mémoire en vue de [’obtention
Du dipldome de Master en Biologie
Option Biologie Moléculaire et cellulaire

Théme

Inhibition du transporteur de cholestérol intracellulaire

ORP1-ORD dans la thérapie anticancéreuse

Présente par :
= Mé® ABED BERRACHED Aya
= Mé BELKENADIL Saliha
Soutenu le : 05/ 06 /2024

Soutenu devant le jury :

Présidente Mme. BENMANSOUR Meriem MCA Université de Tlemcen
Examinatrice Mme. BERRAHOUI Samira MCB Université de Tlemcen
Encadreur Mme. MEDJATI Nouria Pr. Université de Tlemcen

Année universitaire : 2023/2024




Dédicaces

Je nemencée déen, la fornce qui guide mes pas, la lumiene guc éclaine mon
chemin, et la dounce de tout ce guc est bon dans ma vie.

A e panents, les héoe de mon bistoine, dout (amoan inéthantalle ot lee
sacrdfces ont faconnd mon étre et m'out donnd les bases foar granden et
longue vie inchallat. 1] espéne avon exaucé voe vaeur.
%mmfwze mon compaguon d'aventure, dont la présence et le douticn
cnconditionnel ont &é un noc dun lequel Je peux toujount m'afppuyen, guelles gue
A mee collogues et leo amis préciear, dout {'énengéc et le déuouement
enrnichiosent mes journnées de travall ef nendent chaque defc sunmontable.

Belkenadil Saliha



____,.--"'
= 3}
w
g S
e il 5 Al § Al graall (o S Leilida 8 Claa ) gl Caaly Al )3 3 jaie dmy
daall @ll a5 ¢ 28 JSy e ad 5 et el il s Ai die e (il o gl U
138 ala) Ao iy GlY liajll aay daal) @l Canay 13 2l @lly i i o J
el (3283 5 Janll
() o) 138 sl
O ale (a5 el Dy ldae i g 3 5aa By e Ga o iV Jaaly e (35 )
s aely AN a e ag ) (8 e (e () A jrall g alall LeaDlu y 7S Lall
Vs el y A8 )L ey Dy Sy iy (S mea A
S Loy diladll Il s Ly (8 Ll a5 Lgaladl st L) i) Jea (0 )
(s Sl s
ey ) 5lS0 agy saae C0lE e ealad agle el el sl pala )
Sl e 8 ) Lshea s alil 3 s ) Leie (55 )
3 yads Slady) 13 Sl @kl 1 8 Tain s Lise S (e S
Loy iy () Mad il e A 43l a8 31 Craadl ) BT W 4 Lalldal (53 oalas

xf“
~

2 Lile



Remerciements

Vous remencions Diew le tout puissant gui wous a downé duraunt toutes cee amnées. la
sante, le cournage et la foi en nous méme pour frouvoin avancer et mener nod études 4 leare
tevmes. Tout d'abord, wous ouhactond evprimen wod Sincéned rnemenciements & wolre
encadnant, Wme *Medjati Nowia'', poar avor nempli parfactement son rile et pour
le¢ orientations priceceuses dout elle wous a fact pant. Tous lui ommes grandement
redevallles pour la confiance gu'dlle nous a accordée, aindi gue poun ses encouragements
Tous souhaitons également adnesser wos remencioments lee plus diucéres & Wme.
Bewmansour Mencem, foar avocn gracicusement accepté de présider le jury.

oo nemenciements ¢'adnessent également 6 Mme. Beviatioui Samira, membre du jury,
qguti wous a fact ('lhounear d'examiner ce mémoire.

Tows soutiactons expriimer toute notre gratitude a. Melle Mlkhelfc Vram. poar son aimable
adsdistance et oa contribution inedtimalle 4 la priparation de ce mémaoine, Tous luc
frofessionnel,

oas exprimons également wotre frofonde gratitude ewmvers tous woe ewseignants du
depuis nothe fremicne année univendctaine. Lean expentive, lean dévouement et leans effonte
out

Tlous we pouvons oublien de mentionner wos ames:  Hdellbader et Jomaca.,

Un derncen nemenciement & adnesse encone d. toutes led autred pendonncs gui noud out
encounagés et gu i seract top long d énaméner ic.



Résumé :

Objectif : le transporteur de cholestérol ORP1 agit en tant que capteur de cholestérol ancré dans un
endosome/lysosome tardif qui peut également déplacer le mouvement bidirectionnel du cholestérol a l'interface
entre le réticulum endoplasmique et ’endosome /lysosome tardif. Les protéines de transport du cholestérol sont
souvent fortement exprimées dans les cancers, d’ou la nécessité d’inhiber ces transporteurs. Des antifongiques de
la famille des azolés ont montré une efficacité dans la thérapie de certains types de cancer, sans que leurs
mécanismes d’action soient clairement définis. Dans ce travail, on s’est proposé d’inhiber le transport du
cholestérol en liant ces antifongiques a I’ORPI1-ORD, en utilisant la méthode d'amarrage moléculaire.

Méthode : La structure cristallographique tridimensionnelle d'ORP1-ORD a été teléchargée a partir du site Web
PDB (Protein Data Bank). L'amarrage moléculaire a été réalisé a I'aide du programme AUTODOCK VINA, intégré
dans le logiciel UCSF Chimera pour étudier in silico ['interaction du kétoconazole, fluconazole et de [’itraconazole
avec la protéine cible ; les résultats de I'énergie de liaison ont été exprimés en(kcal/mol).

Résultats : Notre étude a démontré que le kétoconazole est le meilleur candidat en tant qu'inhibiteur potentiellement
actif de la protéine ORP1-ORD pour le traitement anticancéreux par rapport au fluconazole et a I'itraconazole.
Motsclés: ORP1-ORD, I’amarrage moléculaire, itraconazole, fluconazole, kétconazole,cancer.

Abstract:

Obijective: The ORP1 cholesterol transporter acts as a cholesterol sensor anchored in a late endosome/lysosome
that can also move cholesterol bi directionally at the interface between the endoplasmic reticulum and the late
endosome / lysosome. Cholesterol transport proteins are often highly expressed in cancers, hence the need to inhibit
these transporters. Antifungal agents of the azole family have shown efficacy in the therapy of certain types of
cancer, without their mechanisms of action being clearly defined. In this work, we proposed to inhibit cholesterol
transport by binding these antifungals to ORP1-ORD, using the molecular docking method.

Method: The three-dimensional crystal ographic structure of ORP1-ORD was downloaded from the PDB (Protein
Data Bank) website. Molecular docking was performed using the AUTODOCK VINA programme, integrated into
the UCSF Chimera software to study in silico the interaction of three antifungal drugs (ketoconazole, fluconazole
and itraconazole) with the target protein; binding energy results were expressed in (kcal/mol).

Results: Our study demonstrates that ketoconazole is the best candidate as a potentially active inhibitor of the
ORP1-ORD protein for cancer treatment compared with fluconazole and itraconazole.

Key words: ORP1-ORD, molecular docking; itraconazole; fluconazole; ketconazole; cancer.
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Chapitre I Introduction

Le cancer se caractérise par la prolifération de cellules qui parviennent a échapper aux
mécanismes centraux de contrble endogéne. Les cancers sont regroupés en fonction de
I'organe ou du tissu dont ils proviennent, mais de plus en plus également en fonction des
caractéristiques moléculaires des cellules cancéreuses respectives. Grace aux progres
technologiques rapides de ces derniéres années, il est désormais possible d’analyser en détail
la composition moléculaire de différents types de cancer dans un court laps de temps. Les
connaissances accumulées sur ’initiation et la progression du cancer peuvent étre utilisées
pour développer des diagnostics plus précis et des thérapies anticancéreuses plus efficaces
et/ou moins toxiques. A long terme, 1’objectif des chercheurs est d’offrir a chaque patient

atteint d’un cancer une option thérapeutique la mieux adaptée a sa maladie et a sa situation

[1].

Le cancer est souvent causé par des modifications de la séquence d’ADN génomique
des cellules cancéreuses. Au cours du dernier quart de siécle, on a appris beaucoup de choses
sur ces mutations et ces génes anormaux responsables du cancer humain. Des séquences
compléetes d'ADN d'un grand nombre de genes impliqués dans le cancer sont actuellement
disponibles [2].

Différents types de traitement ont été développés en fonction de la nature de la tumeur.
La chimiothérapie est un traitement bien connu et efficace pour différents cancers [3]. Elle
a été inventée par le chimiste allemand Paul Ehrlich qui a étudié I’utilisation de médicaments
pour traiter les maladies infectieuses [4]. Le but de la chimiothérapie est d’inhiber la
prolifération cellulaire et la multiplication tumorale, évitant ainsi I’invasion et les métastases
[5]. Ce traitement n’a pas été aussi efficace que prévu dans 1’éradication de toutes les cellules

cancéreuses [3].

Les effets secondaires (ES) provoqués par la chimiothérapie sont nombreux. Les plus

courants sont les vomissements, la perte de cheveux, la bouche séche et les troubles digestifs

[6]

La chimiothérapie peut étre suivie d'une radiotherapie (RT), une modalité clinique qui
utilise des rayonnements ionisants pour traiter les néoplasies malignes (et parfois les
maladies bénignes). Depuis sa création, I'objectif de la RT est de guérir le cancer localement

sans effets secondaires excessifs [7]. Les ES sont classés comme précoces ou tardifs, les
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premiers survenant pendant ou dans les semaines qui suivent la fin de la radiothérapie et les
seconds se manifestant des mois, voire des années plus tard [8]. Les ES psychologiques

comprennent la détresse, I'anxiété et la dépression et ne doivent pas étre négligés [9].

Les ES physiques comprennent la fatigue liée au cancer, les ES cutanés, les ES de la

téte et du cou, ainsi que les ES cardiaques, pulmonaires et gastro-intestinaux [9].

L'immunothérapie anticancéreuse est une approche différente. Elle consiste a modifier
le systéme immunitaire et/ou l'utilisation de composants du systéme immunitaire, comme
traitement du cancer. Au cours des 25 derniéres années, 17 produits immunologiques ont
recu une autorisation légale basée sur leur activité anticancéreuse en tant qu'agents uniques
et/ou en association avec une chimiothérapie. Entre autres : les cytokines interféron-a et

interleukine-2, les anticorps monoclonaux [10].

L’inconvénient de I’immunothérapie est le risque d’événements indésirables d’origine
immunitaire (EIOI). La réponse immunitaire accrue déclenchée par I’'immunothérapie, qui
peut commencer des semaines apres le début du traitement ou se présenter des mois apres la
fin de la thérapie, peut amener I'organisme a attaquer ses propres tissus sains. Ces réponses
immunitaires « hors cible » peuvent entrainer des événements indésirables d’origine
immunitaire comme 1’hépatite, la pneumonie, la colite, I’hypophysite, 1a dermatite, la

néphrite, la pancréatite ou I’inflammation d’autres tissus [11, 12].

Dans les cancers hormono-dépendants, la thérapie repose sur des molécules qui
s’opposent aux hormones surexprimées a 1’origine du cancer. Les cestrogenes et/ou la
progestérone peuvent promouvoir la croissance tumorale au niveau de la glande mammaire

par I’intermédiaire de récepteurs. C’est pourquoi il faut empécher leur action [13].

L'hormonothérapie ne convient gu'aux patients dont les tumeurs sont porteuses de
récepteurs d'cestrogenes et/ou de progestérone. Ce sont des tumeurs dites hormono-
dépendantes [13]. Les effets indésirables symptomatiques associés a I’utilisation de cette
thérapie sont divers : sueurs, bouffées de chaleur sont principalement liées a un déficit
important des taux d’cestrogeénes, et I’une des limitations les plus fréquemment rencontrées

dans la poursuite de I’hormonothérapie est I’acquisition de résistances au traitement [14].

Pour réduire les effets secondaires des différents traitements sus-cités, Une thérapie
ciblée est essentielle pour ameliorer la survie globale tout en réduisant les effets indésirables

du traitement du cancer [15]. Les deux types de thérapies ciblées les plus courantes sont les
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anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de petites molécules [16]. La thérapie par anticorps

monoclonaux est devenue une modalité de traitement importante du cancer [17].

Les effets secondaires des thérapies ciblées sont moins importants que les thérapies
plus générales, cependant la recherche de nouvelles molécules ayant moins d’effet sur les
cellules saines est toujours en cours. Parmi ces molécules, les inhibiteurs des transporteurs

du cholestérol constituent une voie de recherche prometteuse.

En effet, La transformation maligne se caractérise par la perte du mécanisme de rétro-
inhibition du cholestérol qui contréle la production de cholestérol. Le cholestérol est
essentiel pour les cellules cancéreuses afin de répondre a leurs besoins en nutriments élevés
et de soutenir leur croissance incontrdlée, ce qui favorise le développement et la progression
des tumeurs [18]. Ainsi, une hypothese plausible consiste a prévenir la croissance des
cellules tumorales en restreignant soit la disponibilité du cholestérol, soit la production de
cholestérol [19].

Au niveau intracellulaire, le cholestérol et sa distribution correcte a travers les
différentes membranes sont cruciaux pour maintenir les gradients de cholestérol [20]. Les
différentes voies de transport du cholestérol et méme les mécanismes contrdlant leur
régulation restent mal connus. Cette difficulté résulte des interconnexions entre les différents
pools de cholestérol intracellulaire et de la variabilité des mécanismes qui transportent
simultanément le cholestérol. Cependant, plusieurs études ont démontré le réle concomitant
de deux processus : le transport vésiculaire et le transport non vésiculaire. Dans les deux cas,
le cholestérol est absorbé par les transporteurs car il ne peut pas diffuser librement dans le
cytoplasme [20].

Le transport vésiculaire du cholestérol reste le processus le plus étudié. Ce mode de
transport permet au cholestérol d'étre transporté au sein des vésicules et nécessite l'intégrité
du cytosquelette, le long duquel les vésicules se déplacent grace a I'énergie fournie par les
moteurs moléculaires et I'ATP [21]. Le transport vésiculaire est impliqué dans la voie
endocytaire mais également dans la voie sécrétoire. Concernant le transport non veésiculaire,
il s'agit du transfert direct du cholestérol entre deux membranes en contact proche. Pour
réaliser ce transport, le cholestérol a besoin de transporteurs intracellulaires de nature

protéique [20].

Il existe deux grandes familles de protéines transporteuses diffusibles :
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* Les ORP (OSBP relatedproteins) qui regroupent I’OSBP (oxysterol-binding protein)
et ses apparentées .

* Les protéines de la famille START (StAR-relatedlipidtransfer) [20].

En raison du réle important du cholestérol au niveau cellulaire, des agonistes et
antagonistes du cholestérol sont proposés en thérapie ciblée, particulierement ses

transporteurs intracellulaires.

Il existe 12 transporteurs de cholestérol dans le corps humain [22]. Le point commun
de ces protéines est qu’elles peuvent se lier aux stérols, permettant ainsi leur transport dans
le cytoplasme [23]. Leur role est de controler le ciblage de différentes régions cibles [23].
Les oxystérols sont les stérols dont le transport a été le mieux étudié. Ce sont des dérivés du
cholestérol qui peuvent étre produits par des réactions enzymatiques et non enzymatiques,
bien que leur teneur dans les cellules soit généralement trés faible [24]. Les premiéres études
sur la rétro-inhibition de la biosynthese du cholestérol par les stérols ont montré que les
oxystérols sont 50 fois plus puissants que le cholestérol [25]. Ces découvertes et d'autres ont
conduit a la recherche de protéines liant I'oxystérol, conduisant a I'identification de I'OSBP
(oxysterol-binding protein) [26]. La protéine a ensuite été purifiée et 'ADNCc de lapin et
humain cloné [27, 28].

Les ORP sont impliqués dans divers processus cellulaires tels que la signalisation
cellulaire, le transport vésiculaire, le métabolisme lipidique et le transport lipidique non
veésiculaire. Quatre types de mécanismes de transport sont proposés (Figure 1). Ils pourraient
transférer des lipides entre les membranes cellulaires via des cycles d'extraction et de
délivrance de lipides (Figure.1a). Cela se produit probablement principalement au niveau
des MCS (sites de contact membranaire). lls peuvent également aider a établir des
changements transitoires dans la distribution des lipides membranaires en ajoutant ou en
supprimant des lipides d'une région de la membrane (Figure.1b). De cette maniére, les ORP
peuvent contribuer a des processus tels que la courbure ou la signalisation de la membrane,
qui peuvent étre provoqués par le regroupement temporaire ou l'exclusion de lipides
spéecifiques dans les regions membranaires [29-32]. D’un autre c6té, Ils peuvent servir de
capteurs lipidiques, modifiant leurs interactions avec d’autres partenaires protéiques en
fonction de la liaison ou de la libération de ligands lipidiques. La détection des lipides peut
étre utilisée pour signaler des événements ou moduler les interactions proteiques ou

membranaires. La détection des lipides par ORP se produit principalement au niveau des

4
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sites de contact des organelles (Figure. 1c). Enfin, les ORP peuvent réguler I'entrée d'autres
protéines liant les lipides en présentant le lipide a une deuxiéme protéine liant les lipides

(Figure. 1d) ou en empéchant la protéine liant les lipides de pénétrer dans la membrane

(Figure.le).
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Figure01: Mécanismes possibles des ORP. (a) Transfert lipidique par un ORP entre
deux membranes. (b) Modifications transitoires de la distribution des lipides dans une
membrane induites par la liaison ORP et/ou le transfert de lipides. (c) Les ORP pourraient
fonctionner comme des capteurs lipidiques qui modifient la signalisation et/ou leurs
partenaires d'interaction proteique en réponse a la liaison du ligand. (d) Les ORP pourraient
également présenter un lipide a une deuxieme protéine liant les lipides ou (e) empécher une
protéine liant les lipides d'accéder a un lipide dans une membrane. VAP (protéines associées

aux protéines membranaires associées aux veésicules), PH (homologie pleckstrine)
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Ces transporteurs selon leur nature, interagissent avec différents types de lipides.
L'ORP1-ORD interagit avec le cholestérol, les oxystérols, ainsi qu'une gamme de
phosphoinositides [33]. Deux variantes de la protéine liee a I'OSBP (ORP) 1 ont été
identifiées : l'isoforme longue ORP1L (résidus 1 a 950) qui contient le domaine ANK
(répétition d'ankyrine), le domaine PH (homologie de Pleckstrin), le motif FFAT (di
phénylalanine dans un tractus acide) et le motif ORD, et une courte isoforme ORP1S (résidus
514 a 950) qui ne contient que I'ORD [34].

ORPL1L agit en tant que capteur de cholestérol ancré dans un endosome/lysosome tardif
(LEL) qui peut également déplacer le mouvement bidirectionnel du cholestérol a I'interface
entre le réticulum endoplasmique (RE) et I’endosome /lysosome tardif (LEL) [33]. Ce
transfert requiert la liaison de phosphatidylinositol-4-phosphate (P14P) a ORP1L. Par
ailleurs, lorsque le niveau de cholestérol dans la LEL est bas, ORP1L favorise le transfert de
cholestérol du RE vers les MVB (Multivesicular Bodies) afin de favoriser la formation de
vésicules intraluminales. 1l semble que ORP1 est un capteur unique de Pl-bisphosphates
lysosomal et que phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI (4,5) P2) /phosphatidylinositol
3,4 bisphosphate (PI (3,4) P2) régule de maniére allostérique le transport du cholestérol par
ORP1 [34].

A la surface des endosomes tardifs, la conformation d'ORP1L (oxysterol-binding
protein-relatedprotein 1L) varie en fonction du taux de cholestérol, ce qui contréle sa liaison
a VAP-A (Vesicle-associated membrane protein-associatedprotein A) ou a la protéine RILP
(Rab-interacting lysosomal protein), qui permet le déplacement des endosomes par des
moteurs moléculaires. Ainsi, ORP1L se présente comme un senseur de cholestérol qui
permet de positionner des organelles dans la cellule en fonction de leur richesse en
cholesteérol [35].

La fonction moléculaire d'ORP1S est moins bien comprise par rapport a ORP1L. On
ignore si ORP1S agit au niveau des sites de contact membranaire, car il manque de motifs
de ciblage et est une distribution relativement cytosolique [36]. Cependant, une interaction
transitoire avec les phosphoinositides Pl (3,4) P2 et Pl (4,5) P2 grace a des patchs basiques

présents sur sa surface pourrait favoriser son association avec les membranes [34].

Les protéines de transport du cholestérol sont souvent fortement exprimées dans les
cancers, d’ou la nécessité d’inhiber ces transporteurs [37]. Pour cela, elles sont visées en tant

que cible attractive pour la strategie anticancéreuse [38]. L'ORP s’est révélé étre un récepteur
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cellulaire de haute affinité d’un groupe de produits naturels potentiellement inhibiteurs de
croissance de lignées cellulaires cancéreuses humaines. Ces produits naturels sont constitués
de céphalostatinel, OSW-1, retrazine B, stelletin E, et schweinfortine A, schweinfortine B,
ou encore I’ORPphilines [39].

Dans les années 1970, une découverte majeure a montré que les médicaments
antifongiques présentaient des effets synergiques avec certains agents chimio
thérapeutiques. Cette synergie résultait de la capacité de ces antifongiques a altérer la

composition lipidique membranaire des cellules cancéreuses [40].

Des études expérimentales ont mis en lumiere les mécanismes anticancéreux sous-
jacents de l'itraconazole, démontrant sa capacité a réguler a la baisse de différentes voies de
signalisation présentes dans les cellules cancéreuses ainsi que dans les cellules stromales
environnantes. Les découvertes de ces recherches ont été corroborées par douze études
cliniques portant sur divers types de cancer, lesquelles ont rapporté des résultats prometteurs

quant a I'efficacité de I'itraconazole en tant qu'agent anticancéreux [40].

L'itraconazole est un triazole a large spectre antifongique. On peut le trouver sous
forme orale et intraveineuse, avec des profils pharmacodynamiques et pharmacocinétiques
avantageux [41]. La synthése de I'ergostérol est inhibée par I'itraconazole. Le lanostérol doit
subir une réaction de 14 alpha-déméthylation pour aboutir a de I'ergostérol. Cette étape est
catalysée par la 14 alpha-déméthylase fongique, une enzyme du cytochrome P-450 [42].
L'itraconazole bloque cette réaction en interagissant -au lieu du substrat- avec le site de

liaison de la 14 alpha-déméthylase [43].

D’autres azolés a 1’exemple du kétaconazole et du fluconazole présentent la

capacitéd’agir efficacement contre la production de cholestérol tant in vivo qu'in vitro.

Le fluconazole est un composé de la famille des triazoles, I'un des agents
antifongiques les plus couramment employés [44]. Il interagit lui aussi avec la 14-
déméthylase. Puisque l'ergostérol est un composant important des membranes cellulaires
fongiques, le fluconazole inhibe la synthése de I'ergostérol pour augmenter la perméabilité
cellulaire. Il convient également de rappeler que la perte de stérols est étroitement liée a
I'accumulation de 14-méthylstérols présents dans les champignons et constitue la principale

raison de l'activité fongicide du fluconazole[45].
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Des recherches menées sur des fibroblastes humains normaux en culture ont démontré
que le kétoconazole a un effet inhibiteur sur la production de cholestérol en bloquant la
conversion du lanostérol en cholestérol [46]. Le kétoconazole est un produit pharmaceutique
de la catégorie des antifongiques a base d'imidazole [47]. Il agit comme un agent
antifongique en inhibant le cytochrome P450 14a-déméthylase. Des doses élevees de
kétoconazole peuvent se lier de maniére compétitive aux récepteurs androgénes, tels que
ceux de la testostérone et de la dihydrotestostérone, ce qui peut réduire l'activité de la

testostérone et de la dihydrotestostérone dans le cancer de la prostate [48].

Le présent travail a pour objectif de tester le potentiel des agents antifongiques a
inhiber le transporteur de cholestérol ORP1-ORD dans la thérapie anticancéreuse. En ayant
recours a une approche computationnelle a savoir I’amarrage moléculaire, nous avions
évaluée l'interaction entre ces agents antifongiques et ORP1-ORD, obtenue a partir de la base

de données des protéines (Protein Data Bank PDB).

L'objectif de I'amarrage moléculaire est de déterminer si ces agents antifongiques
peuvent entraver la prolifération des cellules cancéreuses en étant des antagonistes du
cholestérol, au niveau de ORP1-ORD.
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.1 Préparation de la protéine :

La structure cristallographique tridimensionnelle d'ORP1-ORD (PDB structure ID :
5ZM5) a été téléchargée du site web PDB (Protein Data Bank) du RCSB
https://www.rcsb.org/ avec une tres haute résolution de 2,60 A° et ne présente aucune

mutation.

Par conséquent, cette structure 3D doit étre préparée avant d'entamer le processus
d'ancrage moléculaire. Pour ce faire, on utilise le programme ChimeraUCSF [49] (ver 1.17),
qui supprime non seulement le ligand original lié a la cible, mais aussi les molécules d'eau.
Enfin, la structure 3D préparée du 5ZM5 a été sauvegardée en tant que fichier PDB (figure
2).
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Figure 2 : Structure de la cible 5ZM5
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.2 Téléchargement des ligands « inhibiteurs » :

La structure tridimensionnelle de itraconazole kétoconazole,fluconazole ont été

extraites de la base de données PubChem en format sdf https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.
.3 L’amarrage moléculaire :

Pour réaliser I'ancrage moléculaire, la structure ORP1-ORD 5ZMb5 a été préparée a
I'aide de I'outil Dock Prep du programme Chimera UCSF [49]. Cet outil permet d'ajouter des
atomes d'hydrogeéne et des charges, ainsi que d'appliquer une énergie minimale AG, car la

cible extraite de la PDB du RCSB est dépourvue de charge.

Par ailleurs, les trois ligands ont été ajoutés I'un apres I'autre afin de préparer I'amarrage
moléculaire, qui consiste a déterminer le degré d'affinité de liaison des différents ligands
avec ORP1-ORD.

Pour vérifier I'effet inhibiteur de ces molécules sur ORP1-ORD, l'interaction de liaison
réelle a été validée par I'amarrage moléculaire a I'aide du logiciel Auto Dock Vina [50]. Les
conformeres les plus optimaux ont été identifiés sur la base de leur énergie de liaison

(kcal/mol) au niveau du site actif.
4 ldentification des interactions :

Les trois ligands complexés a ORP1-ORD ont été chargés directement I'un apres l'autre
dans le logiciel de visualisation Discovery Studio [51, 52], qui permet de visualiser en 2D
les différents diagrammes d'interaction existant entre le site actif du transporteur et les
ligands, ainsi qu’il permet de connaitre les liaisons hydrogene et les liaisons hydrophobes

contractualisées par les acides aminés du site actif de la cible 5ZM5 et les trois ligands.
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.1 Etudes d’amarrage :

Les détails des trois ligands sont répertoriés dans le tableau 01. L'amarrage de ces
ligands, réalisé sur le site de liaison du transporteur ORP1-ORD, a permis d'identifier
plusieurs configurations retenues pour définir des modes de liaison énergétiqguement

favorables.

Plus I’énergie de liaison est faible, plus I’affinité du ligand avec le transporteur est

élevée. Par conséquent, ceci suggere que le transport du cholestérol peut étre inhibé.

Il s'avére que le kétoconazole a présenté la meilleure conformation de liaison en plus
d’une meilleure affinité avec I’ORP1-ORD (5ZMb5), et une énergie de liaison de -10,6
kcal/mol qui est considérée comme une faible énergie. Il est suivi par le fluconazole avec
une énergie de liaison de -7,2 kcal/mol. A noter que ces valeurs sont supérieures a celle

obtenue pour I’itraconazole avec une énergie de liaison de -5,9 kcal/mol.

TableauO1l : Coordonnées et énergies de liaison des trois ligands amarrés a I’ORP1-ORD

Nom CID Formule Masse AG (la variation de
(Identifiant moléculaire Moléculaire I’énergie libre de Gibbs)
COmMposé) (G/mol) (-kcal /mol)
Kétoconazole | 47576 C26H28CI2N404 | 531,4 g/mole -10,6 kcal/mol
Fluconazole | 3365 C13H12F2N60O | 306,27 g/mole | -7,2 kcal/mol
Itraconazole | 55283 C35H38CI2N804 | 705,6 g/mole -5,9 kcal/mol
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.2Interaction des ligands et modes de liaisons au transporteur :

Nous avons réalisé le processus d'amarrage moléculaire de ces ligands avec ’ORP1-
ORD (5ZM5), cela nous a permis d’identifier toutes les interactions et modes de liaison
permettant d’obtenir une bonne affinité, puisque plus 1’énergie de liaison est faible, plus

P’efficacité de liaison est élevée.

Le logiciel Discovery Studio visualizer a été utilisé pour identifier les liaisons
contractées entre d'une part, les acides aminés du site de liaison de la cible 5ZMD5 et d'autre

part, les trois ligands.

Les interactions des trois ligands obtenus lors des expériences de docking sont

présentées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau.02 : Interactions des 3 ligands ancrés au site de liaison de ’ORP1-ORD

Les acides
Aminés de 5ZM5
Les ligands qui interviennent Types AG kcal/mol

amarrés dans les d'interaction
interactions des

COMposés

Kétoconazole Val 712
Leu 720
Phe 570

lle 557
Lys 623
Ala 686 -10,6
Pro 688
Met 566
Cys 710
Thr 621
Gly 622
Val 614
Arg 579 ConventionalHydrogenBond,
Gln 617

ConventionalHydrogen Bond

Fluconazole Ala 686
Pro 675
Pro 688 -7,2
Met 559
Cys 710
Gln 617
Itraconazole Pro 688
Pro 675
Met 559
Lys 623
Val 712
lle 715 -5,9
lle 557
Leu 720
Leu 553
Ala 686
Gly 622
Met 566
Cys 710
Arg 579
Phe 570 Pi-Sigma,Pi-Pi Stacked

GIn 617 Conventional Hydrogen Bond
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Le kétoconazole appartient a la classe des médicaments antifongiques imidazole [53].
Dans le cadre de cette étude le kétoconazole fournit la meilleure énergie de liaison. Le
complexe a établi sept liaisons Pi-alkyl avec les acides aminés Val 712, Leu 720, Phe 570,
lle 557, Lys 623, Ala 686 et Pro 688, deux liaisons Pi-sulfur avec les acides aminés Met 566,
Cys 710, trois liaisons van der waals avec les acides aminés Thr 621, Gly 622 et Val 614,
une Liaison hydrogene conventionnelle et une liaison Pi-cation avec I’acide aminé Arg 579
et une Liaison hydrogéne conventionnelle avec I’acide aminé Gln 617 (figure 04, Tableau

2).

PRO
. A%.yf A%73 PRO
GLY AZ08

ASN
ILE MET PHE A7

AT6

G
AT24

; e , il TVR
( N / / Am3
AW / -
4 M~ -
4 | - VAL
N k. (113 E A4
ILE W\ A2 A oS
A3T \) 4506 A710 Gu
By A543
THR 4
A%21 ‘ PRO
Ls ' ARG 4588
A%23 £$20
o e s
MET 4779
A:%6 GLY AS24
A$22
Interactions

|:| Pi-Sulfur
l:] Alkyl
[:] Pi-Alkyl

|:] van der Waals
Conventional Hydrogen Bond

:] Carbon Hydrogen Bond

D Pi-Cation

Figure 04 : Interaction 2D du kétoconazole avec I’ORPI-ORD (-10,6 kcal/mol)
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Le fluconazole est un agent antifongique bis-triazole substitué par le fluor [54]. Il a
présenté un score de liaison de -7,2 kcal/mol avec la création de trois liaisons Pi-alkyl avec
les acides aminés Ala 686, Pro 675 et Pro 688, deux liaisons Pi-sulfur avec les acides aminés

Met 559 et Cys 710, et une Liaison carbone-hydrogene avec 1’acide aminé Gln 617(figure

05, Tableau 2).

ILE
A:673
MET
GLY LEU A:559
A:558 A:677 PRO
A:675 LEU
A:580 :57?7
PRO PHE :
A:624 E PRO
GLY P oo & . A:688
A:622 ¥, :
ALA A\
A:k86 A\ N, TYR
2 \ A:583
LYS / / .
&3 ARG N ~—: )
A:579 I N .
- am— VAL
ARG A:614
A:620 THR
A:621
CYS GLN
A:710 GLN A:724
A|°L7E22 A:617
VAL .
A:712
Interactions
l:] van der Waals [:I Pi-Sulfur
|:] Carbon Hydrogen Bond :] Pi-Alkyl

Figure 05 : Interaction 2D du fluconazole avec I’ORPI1-ORD (-7,2 kcal/mol)
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L'itraconazole est un agent antifongique triazole.ll a présenté un score de liaison de -
5,9 kcal/mol. Différentes liaisons ont été observées. Neuf liaisons Pi-alkyl avec les acides
aminés Pro 688, Pro 675, Met 559, Lys623, Val712, lle 715, lle 557, Leu 720 et Leu 553.
Deux liaisons carbone hydrogene avec les acides aminés Ala 686 et Gly 622. Deux Liaisons
Pi-sulfur avec les acides aminés Met 566 et Cys 710, une liaison Pi-cation avec I’acide aminé
Arg 579, une liaison Pi-Sigma et Pi-PiStacked avec ’acide aminé Phe 570 et une liaison

hydrogéne conventionnelle avec 1’acide aminé Gln 617 (figure 06, Tableau 2).

PRO
4524
GLY
ARG A$22
AFS
G
L5407 le
- >
“ \\\ A :o y
PHE , //' '\‘-‘ / /{' \ fe ) ‘0
AT6 Je(: > < ’
[111) (/ \\ // / \ / \ " ‘.'ﬂ[
< A:30
/>“\ N
TYR < | Y MET
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Figure 06 : Interaction 2D de litraconazole avec I’ORP1-ORD (-5.9 kcal/mol)
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.3 Discussion :

Dans cette étude, nous avons effectué un docking moléculaire qui nous a permis de
prédire comment trois médicaments antifongiques (kétoconazole, fluconazole et
itraconazole) interagissent avec le transporteur de cholestérol ORP1-ORD. En effet, certains
travaux ont démontré que des antifongiques azolés peuvent avoir une activité inhibitrice sur
la croissance des cellules tumorales. L’itraconazole a été proposé par Isono et al (2021)
comme un potentiel inhibiteur du transport de cholestérol intracellulaire, au niveau des
lignées humaines en culture de cellules squameuses (CaSki) du carcinome du col du I’utérus
[40]. Dans ces cultures, il est constaté que les cellules cultivées en présence d’itraconazole
présentent une accumulation cytoplasmique du cholestérol, contrairement aux cultures
témoins. D’ou I’hypothése que cet antifongique est un agoniste des transporteurs de

cholestérol intracellulaires. 1l en est de méme pour les autres antifongiques testés.

Parmi les nombreux transporteurs intracellulaires de cholestérol nous avons ciblee
I’ORP1-ORD qui permet de déplacer le cholestérol entre le réticulum endoplasmique (RE)

et ’endosome /lysosome tardif etvice versa.

Nous avons obtenu une bonne inhibition de ORP1-ORD avec le kétoconazole car
I'énergie de liaison est plus faible. Le kétoconazole a donc des effets anticancéreux car il
inhibe le transporteur de cholestérol qui est essentiel pour les cellules cancéreuses. Sur la
base des rapports récents et des découvertes actuelles, ce médicament semble avoir un grand

potentiel dans le traitement du cancer [55,56].

Le deuxiéeme antifongique a avoir montré une énergie de liaison intéressante est
lefluconazole. Il a une affinité plus forte pour ORP1-ORD que I'itraconazole et a des effets
antitumoraux en raison de sa capacité a bloquer le transporteur de cholestérol. Plusieurs
essais cliniques ont démontre I'efficacité du fluconazole comme traitement antifongique

empirique chez les patients atteints de cancer présentant de la fievre et neutropénie [57].

Dans notre étude, nous avons constaté que I'itraconazole a une faible affinité pour
ORP1-ORD, ce qui exclut I’inhibition de ce transporteur par cet antifongique au niveau des
cellules CaSki. D’autres mécanismes antitumoraux ont été proposes pour l'itraconazole,

notamment 1’inhibition de multiples voies de I'angiogenése [58].
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Nous avons remarqué qu’il existe une similitude entre les trois ligands au niveau de 4
acides aminés (Pro 688, Ala 686, Cys 710 et GIn 617), cela nous a permis de suggérer que

ces acides aminés appartiennent au site de fixation de la protéine 5ZM5.

Les résultats de I'amarrage moléculaire présentés dans les figures (04,05 et 06) ont
confirmé que diverses interactions non covalentes telles que les liaisons hydrophobes et
hydrogénes, les forces de VVan-der-Waals, Pi-alkyl et Pi-sulfur avec notre cible apportent une

contribution fondamentale aux structures de liaison et aux énergies libres de liaison.

En effet, les interactions Pi-alkyle contribuent a la stabilisation des structures de liaison
[59]. 1l a été constaté que les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogene peuvent
former des liaisons fortes et puissantes entre les atomes des ligands et les molécules de
protéines [60]. De méme que les liaisons Pi-sulfur jouent un réle important dans la structure
et la fonction des protéines, en contribuant de maniére significative & la stabilité, au
repliement et a l'activité biologique de la protéine [61]. Les forces de Van der Waals

influencent la structure, la stabilité, la dynamique et la fonction des molécules [62].

Les résultats de 1'étude seront utiles pour améliorer 1’activité anticancéreuse existante
du kétoconazole, du fluconazole et de I’itraconazole ou a étudier la synergie de ces trois

médicaments antifongiques avec d’autres médicaments anticancéreux.
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Conclusion

Trois agents antifongiques potentiels inhibiteurs de la prolifération de cellules
cancéreuses ont été étudiés, en utilisant avec succes 1’outil de docking moléculaire. Les
résultats indiquent que le kétoconazole et le fluconazole ont une énergie de liaison plus
faible que celle de I’itraconazole (-10,6kcal/mol ; -7,2kcal/mol ; -5,9kcal/mol,
respectivement). Le kétoconazole présent donc la meilleure affinité avec la protéine 5ZM5.
Sur la base de ces résultats, le kétoconazole peut étre utilisé pour la thérapie anti-
cancéreuse, mais pour cela d’autres essais in Vivo et in vitro devraient étre réalisés pour

valider les résultats obtenus in silico.
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Résumé:

Obijectif: le transporteur de cholestérol ORP1 agit en tant que capteur de cholestérol ancré dans un
endosome/lysosome tardif qui peut également déplacer le mouvement bidirectionnel du cholestérol a l'interface
entre le réticulum endoplasmique et ’endosome /lysosome tardif. Les protéines de transport du cholestérol sont
souvent fortement exprimées dans les cancers, d’ou la nécessité d’inhiber ces transporteurs. Des antifongiques de
la famille des azolés ont montré une efficacité dans la thérapie de certains types de cancer, sans que leurs
mécanismes d’action soient clairement définis. Dans ce travail, on s’est proposé d’inhiber le transport du
cholestérol en liant ces antifongiques a I’ORPI1-ORD, en utilisant la méthode d'amarrage moléculaire.

Méthode: La structure cristallographigue tridimensionnelle d'ORP1-ORD a été téléchargée a partir du site Web
PDB (Protein Data Bank). L'amarrage moléculaire a été réalisé a I'aide du programme AUTODOCK VINA, intégré
dans le logiciel UCSF Chimera pour étudier in silico ['interaction du kétoconazole, fluconazole et de [’itraconazole
avec la protéine cible; les résultats de I'énergie de liaison ont été exprimés en(kcal/mol).

Résultats: Notre étude a démontré que le kétoconazole est le meilleur candidat en tant qu'inhibiteur potentiellement
actif de la protéine ORP1-ORD pour le traitement anticancéreux par rapport au fluconazole et a I'itraconazole.
Motsclés: ORP1-ORD, I’amarrage moléculaire, itraconazole, fluconazole, kétconazole,cancer.

Abstract:

Obijective: The ORP1 cholesterol transporter acts as a cholesterol sensor anchored in a late endosome/lysosome
that can also move cholesterol bi directionally at the interface between the endoplasmic reticulum and the late
endosome / lysosome. Cholesterol transport proteins are often highly expressed in cancers, hence the need to inhibit
these transporters. Antifungal agents of the azole family have shown efficacy in the therapy of certain types of
cancer, without their mechanisms of action being clearly defined. In this work, we proposed to inhibit cholesterol
transport by binding these antifungals to ORP1-ORD, using the molecular docking method.

Method: The three-dimensional crystal ographic structure of ORP1-ORD was downloaded from the PDB (Protein
Data Bank) website. Molecular docking was performed using the AUTODOCK VINA programme, integrated into
the UCSF Chimera software to study in silico the interaction of three antifungal drugs (ketoconazole, fluconazole
and itraconazole) with the target protein; binding energy results were expressed in (kcal/mol).

Results: Our study demonstrates that ketoconazole is the best candidate as a potentially active inhibitor of the
ORP1-ORD protein for cancer treatment compared with fluconazole and itraconazole.

Key words: ORP1-ORD, moleculardocking; itraconazole; fluconazole; ketconazole; cancer.
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