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RESUME

Les ADN topoisomérases de type 1 (topol) sont des protéines universelles et essentielles a la
vie cellulaire. Elles ont pour fonction de réguler de maniére fine 1’équilibre topologique de
I’ADN. Chez I’'Homme les ADN topoisomérasesl humaine sont des cibles de plusieurs
médicaments utilisés en chimiothérapie cancéreuse. Ces médicaments forment des complexes
ternaires « topol-ADN-médicament » entrainant la mort des cellules cancéreuses. La
camptothécine est le premier médicament inhibiteur de la topol isolé du camptotheca acuming,
il est également I'un des principaux composés importants pour le développement du médicament
anticancéreux. Dans ce travail, nous avons étudié par docking moléculaire I'activité inhibitrice
de deux séries de molécules : des similaires de la camptothécine et des molécules extraites de
plantes médicinales d’Afrique du Nord afin de contribuer au développement de nouveaux
inhibiteurs de cette classe. L'analyse des résultats du docking moléculaire nous a conduits a la
sélection de composés intéressants possédant théoriqguement une bonne affinité pour la Topol-
ADN.

MOTS CLES

Topoisomérase |, cancer, camptothécine, docking moléculaire.




ABSTRACT

Type 1 DNA topoisomerases (topol) are universal proteins essential for cell life. Their function
is to finely regulate the topological balance of DNA. In humans, DNA topoisomerasesl are
targets of several drugs used in cancer chemotherapy. These drugs form ternary "topol-DNA-
drug" complexes leading to the death of cancer cells. Camptothecin is the first topol inhibitor
drug isolated from camptotheca acuminate, it is also one of the main compounds important for
the development of the anti-cancer drug. In this work, we studied by molecular docking the
inhibitory activity of two datasets of molecules: Camptothecin similars and Northern African
Natural Products databases in order to contribute to the development of new inhibitors of this
class. The analysis of the results of the molecular docking led us to the selection of interesting

compounds theoretically possessing a good affinity for Topol-DNA.

KEYWORDS

Topoisomerasel, cancer, camptothecin, molecular docking.
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Introduction Générale

Le cancer est une pathologie métabolique qui pose un grand probléme de santé publique.
Durant I’année 2020, 19.3 millions de cas de cancer ont été diagnostiqués et prés de 10 millions
de déces ont été enregistrés dans le monde. A I’échelle nationale, cette maladie du siecle se
transforme en épidémie. En Algérie, plus particulierement, 65.000 nouveaux cas de cancer et
pas moins de 20.000 déces ont été enregistrés (Ferlay, 2021). Malgré les nombreux progres (tels
que la chimiothérapie et la radiothérapie par exemple) qui ont été réalisés dans le domaine de la
recherche contre le cancer, cette maladie reste encore une des premieres causes de mortalité
dans les pays développés. De plus, méme si la chimiothérapie et la radiothérapie constituent des
traitements de choix, les nombreux effets secondaires qu’elles induisent rendent la recherche de
nouvelles approches thérapeutiques toujours indispensable. Parmi ces nouvelles approches en
développement, on trouve celles qui s’intéressent au contréle du cycle cellulaire et qui semblent

prometteuses (Justine, 2018).

Les ADN-Topoisomérases sont des enzymes impliquées dans la réplication cellulaire, leur
réle dans la croissance des tumeurs en fait des cibles intérressentes pour les médicaments. Ces
enzymes assurent la séparation des brins d’ADN au cours de la transcription, la réplication, la
ségrégation chromosomique en supprimant les contraintes de torsion présentes au cours de ces
processus biologiques fondamentaux (Champoux, 2013; Pommier 2010-2016 ; Wang, 2002).
L’activité des topoisomérases est liée a leur capacité de produire au sein de I’ADN des coupures
transitoires. Ces enzymes sont séparées en deux groupes en fonction du type de coupures

induites : les topoisomérases de type | et les topoisomérases de type Il.

Dans notre étude nous nous sommes intéressés a I’ADN topoisomérasel humaine (Topol)
qui est une protéine nucléaire monomérique qui catalyse le passage d’un topoisomeére de
I’ADN a un autre par coupure d’un des brins de ’ADN. Ce phénoméne permet de relaxer
I’ADN en torsion excessive en modifiant d’une unité le nombre d’enlacement de ses brins. Un
grand nombre d’inhibiteurs de topoisomérases stabilisent le complexe ADN-topoisoméraselet
empéchent la religation du brin de ’ADN. Ce complexe topoisomérase I-ADN-inhibiteur,
appelé complexe ternaire, est stabilisé par un ensemble de liaisons hydrogéne entre I’inhibiteur
et I’ADN d’une part et I’inhibiteur et la topoisomérasel de I’autre part ce qui entraine un retard
de la religation. Parmi ces inhibiteurs connus on peut notamment citer la camptothécine (CPT)
qui est d’origine naturel (Staker, 2002-2005).




Dans les années 1970, la camptothécine a été identifiée comme un agent cytotoxique
particulierement puissant dans I’activité clinique. Son développement a été arrété en raison de
probléme de la faible solubilité dans I'eau qui a été résolu par I’administration du sel sodique
hydrosoluble de la CPT (Wall, 1995; Hsiang, 1985-1988). Un autre probleme majeur réside
dans la toxicité sévéere de la CPT qui a fait que les essais cliniques ont été suspendus jusqu’au
1985. A partir de cette année, la découverte de la topoisomérasel comme cible intracellulaire de
la CPT a eu lieu (Hsiang, 1985-1988; Mattern, 1987;Croce, 2004 ; Martino , 2017). Cette
découverte a permis d’identifier et de développer avec succés des agents antitumoraux dérivés
de la CPT plus hydrosolubles comme le Topotécan (TTC) et I'Irinotécan (Irino) utilisés
respectivement pour le traitement du cancer ovarien et du cancer colorectale (Sawada, 1996 ;
Garcia, 2002 ; Diaz, 2009).

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action de cette enzyme et de contribuer au
développement de nouveaux inhibiteurs pour lutter contre la maladie du cancer, nous avons opté
pour une approche in silico afin de modéliser les interactions enzyme-inhibiteur, appelée la
méthode de docking moléculaire, qui a récemment gagné beaucoup d’intérét dans des

nombreuses stratégies de développement de médicaments (Khemnar, 2021 ; Keval, 2022).

Notre these est présentée sous forme de deux parties. Une revue bibliographique sera
rapportée dans deux chapitres. Nous abordons dans le premier chapitre des rappels généraux sur
le cancer, la structure et le fonctionnement de 1’ADN-Topoisomérasel, et sur ses inhibiteurs.
Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons le principe de fonctionnement et le processus de

score du programme de docking moléculaire.

Dans la partie expérimentale, nous décrirons le matériel utilisé pour 1’obtention des
structures des cibles étudiées et celles des ligands nécessaires au processus du docking
moléculaire effectué par le logiciel Molegro Virtuel Docker (MVD) tout en détaillant le

protocole de docking ainsi que les résultats obtenus et la discussion.

Enfin une conclusion générale résume 1’ensemble du travail réalisé et présente les

perspectives d’études que nous envisageons pour I’avenir.
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Chapitre 1 : Généralités sur le cancer et les ADN topoisomérases

1.1 Introduction

La maladie du cancer se caractérise principalement par la prolifération incontrélée ainsi que
par I’échappement a la mort programmée (apoptose) des cellules malignes. Actuellement, son
traitement vise a 1’éradication compléte de ces cellules, a travers leur ablation, en inhibant leur
prolifération et en induisant leur mort. Cette stratégie fait appel a plusieurs moyens, utilisés
seuls ou en combinaison : la chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicamenteux. Parmi
ces derniers nous trouvons la chimiothérapie cytotoxique, I’immunothérapie, I’hormonothérapie

et les thérapies ciblées.

La chimiothérapie anticancéreuse fait appel a des médicaments qui interféerent avec le
fonctionnement cellulaire aboutissant a la mort cellulaire ou a I’arrét de la prolifération
cellulaire. De nombreux médicaments ciblent I’ADN notamment en bloquant la réplication et
empéchant la transcription Ces dernieres années, les inhibiteurs de la topoisomérase sont

devenus des cibles populaires pour les traitements de chimiothérapie contre le cancer.

Dans ce chapitre, nous présenterons des généralités sur le cancer, en decrivant les
différents traitements. Dans une deuxiéme partie de ce chapitre, nous presenterons les ADN
topoisomeérases, en détaillant la description de la topoisomérase humaine (topol), sa structure,
son role et mode de fonctionnement. Un état de 1’art sur les types d’inhibiteurs de cette enzyme

et leurs limites dans le traitement du cancer sera présenté a la fin de ce chapitre.

1.2 Geénéralités sur le cancer

1.2.1 Définition du cancer

Le cancer décrit un ensemble de maladies caractérisées par la prolifération anarchique et
incontrolée de certaines cellules de 1’organisme ayant échappé aux mécanismes normaux de
contrdle de leur régulation et de leur différenciation. Ces cellules anormales dérivent toutes
d’une cellule initiatrice, provenant d’un tissu normal de 1’organisme, ayant subi une mutation et
ayant acquis les caractéristiques nécessaires pour se multiplier indéfiniment, envahir les tissus
avoisinants et diffuser vers d’autres organes formant ainsi des métastases (Alison, 2007 ;

Tubiana, 2008 ; Avendano 2008 ; Lowenser, 2009 ; George, 2010)
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1.2.2 Evolution d’un cancer au sein de ’organisme

La transformation des cellules normales en cellules cancéreuses dans le corps est un

processus lent comportant de nombreuses étapes. Il y a généralement quatre étapes principales

Initiation : il s’agit d’une étape ponctuelle correspondant a la modification de 1’ ADN,
la plus fréquente est la mutation d’une ou de plusieurs bases de la double hélice apres
exposition & des carcinogénes ou a certains déclencheurs. Ces bases sont soit
remplacées par d’autres bases, soit supprimées. Les cellules avec des changements de
bases ne peuvent pas initier I’apoptose (mort cellulaire programmée) et ne répondent
plus aux signaux qui déclenchent la mort cellulaire, perdant ainsi la fonction de
maintenir 1’équilibre entre la division dépendante de la taille de 1’organe et la mort

cellulaire (Colin, 1998; Hanahan, 2000 ; Santella, 2005).

Promotion : la phase de promotion est relativement longue, durant laquelle les cellules
initiales vont proliférer et conduire progressivement au développement de cellules
mutantes. Divers facteurs endogénes ou exogenes, du fait de leurs effets répétés, vont

alléger certains des mécanismes qui contrdlent la multiplication cellulaire

Progression : cette étape est caractérisée par I’apparition de lésions malignes qui
peuvent se propager dans tout le corps. L’accumulation d’anomalies génétiques confére
aux cellules les caractéristiques des cellules cancéreuses leur permettant de se multiplier
dans un état anarchique et de perdre leur identité liée au tissu auxquels elles
appartiennent. Les cellules cancéreuses permettent a de nouveaux vaisseaux sanguins

de se former, ce qui aidera a nourrir la tumeur et a la maintenir en croissance

Dissémination métastasique : La propagation métastasique est un processus qui
provoque la migration, I’implantation et la prolifération des cellules tumorales présentes
dans une tumeur primaire dans des organes distants pour former des tumeurs

secondaires ou des métastases (Thurston, 2007 ; Hanahan, 2000).

1.2.3 Caractéristiques d’une cellule cancéreuse

Les cellules susceptibles de conduire a la formation d’un cancer présentent plusieurs

particularités (Thurston 2007 ; D.Hanahan, 2000- 2011- 2012):

indépendant des signaux de prolifération qui régulent normalement sa croissance et sa
division

capacité a echapper du processus de mort cellulaire programmée.
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- capacité a se diviser indéfiniment sans entrer dans le vieillissement.

- insensibilité aux signaux antiprolifératifs.

- acquisition d’un pouvoir invasif et de production de métastases.

- capacité a développer des réseaux vasculaires pour leur fournir de 1’oxygeéne, de
I’énergie et des facteurs de croissance (angiogénése), transférant ainsi des ressources
locales pour les soutenir.

- Capacité d’empécher les défenses immunitaires de 1’organisme de les attaquer.

1.2.4 Traitement médicamenteux anticancéreux

La plupart des médicaments anticancéreux actuellement disponibles ont pour but de tuer
les cellules tumorales et de provoquer une réduction totale ou partielle de la tumeur, par des
voies distinctes. lls atteignent les capacités prolifératives des cellules cancéreuses mais
également celle des cellules normales de 1’organisme, ou leur toxicité hématologique et
digestive, c’est sur la base de ces capacités antiprolifératives que la plupart ont été découverts

ou sélectionnés.

Les principaux types de thérapies anticancéreuses sont les médicaments cytotoxiques, la

chimiothérapie, la thérapie ciblée, I’hormonothérapie et les immunomodulateurs.

Le traitement des maladies cancéreuses fait généralement intervenir plusieurs types de

médicaments, utilisés successivement ou simultanément.

o Chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement de référence dans la prise en charge des cancers, elle
peut étre utilisée seule ou en association avec d’autres approches thérapeutiques (chirurgie,
radiothérapie, thérapie ciblée...). En cas d’association avec une chirurgie ou une radiothérapie,
la chimiothérapie peut étre réalisé au préalable afin d’obtenir une réduction du volume de la
tumeur et de faciliter la chirurgie ou la radiothérapie, cette thérapie est appelée chimiothérapie
néoadjuvante. La chimiothérapie peut étre aussi prescrite aprés une chirurgie ou une
radiothérapie c’est la chimiothérapie adjuvante, cette stratégie permet d’éliminer des

micrométastases ou de diminuer le taux de récidive et d’améliorer la survie.

11 existe plusieurs familles de médicaments de chimiothérapie ayant des modes d’actions
différents, ils sont des molécules dites « cytotoxiques » qui conduisent a la mort cellulaire par
action directe ou indirecte sur I’acide désoxyribonucléique (ADN), I’acide ribonucléique (ARN)

ou les protéines essentielles & la division cellulaire .
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= Hormonothérapie

Le principe de I’hormonothérapie consiste & moduler ou supprimer 1’action des hormones
susceptibles de favoriser le développement du cancer. Elle n’est applicable que pour quelques
cancers : les cancers du sein, de la prostate, de la thyroide, mais @ moindre degré pour les
cancers du testicule, de I’ovaire et du rein. Les médicaments appartenant a cette famille peuvent
agir de deux maniéres, soit en bloquant la production des hormones, tels que 1’anastrozole et
I’exmestaire, soit en s’opposant a I’action des hormones, tels que le fulvestrant et le tamoxifene

(Figurel.1).
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Figure 1.1 : Structures chimiques de 1’anastrozole, le tamoxiféne et le fulvestrant

= Immunothérapie

L’immunothérapie a pour objectif de stimuler le systéme immunitaire pour accroitre
I’élimination de cellules cancéreuses. Elle utilise des cytokines (interférons alpha-2a et alpha-
2b) qui ont trois actions principales, une action immuno-modulatrice, une action prolifératrice et

une action antivirale.

10
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. Thérapies ciblées

Cette thérapie qui vise a inhiber spécifiquement la croissance ou la prolifération des
cellules cancéreuses a moins d’effets secondaires que la chimiothérapie. Leur fonction est
d’empécher la transmission de certaines informations au sein des cellules qui conduisent a se
diviser et a proliférer de facon anarchique. Les thérapies ciblées peuvent agir a différents
niveaux de la cellule, sur les facteurs de croissance en déclenchant la diffusion d’informations
au sein d’une cellule, sur leurs récepteurs en permettent la transmission d’informations a
I’intérieur de la cellule, ou sur des éléments a I’intérieur des cellules. Il existe deux types de
thérapie ciblée : les inhibiteurs enzymatiques (inhibiteurs intracellulaires) tels que I’inratinib, le
sorafénib, la sunitinib ,I’erlotinib etc...(Figurel.2) ; les anticorps monoclonaux ( inhibiteurs

extracellulaires) tels que le transtuzumab, le bevacizumab , le cetuximab etc....
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Figure 1.2 : Structures chimiques de I’inratinib, le sorafenib et la sunitinib

1.2.5 Récepteurs des anticancéreux

Les récepteurs des anticancéreux se divisent en :

11
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. Inhibiteurs de topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes impliquées dans la régulation du degré de
superenroulement de I'ADN. Cette régulation est essentielle dans les processus de transcription
et de réplication cellulaire. On distingue :

- Les topoisomérases de type 1 : Elles réduisent le degré de super-enroulement en créant
des cassures monobrins, pour les relier ensuite. L’inhibiteur de ces topoisomérases 1
disponible, appartenant a la famille des camptothécines est le topotécan (Hycamtin®)
(Figurel.3).

Figure 1.3: Structures chimiques de la camptothécine et le topotécan

- Les topoisomérases de type 2 : Elles créent des cassures bicaténaires. ; parmi les
inhibiteurs de ces topoisomérases de type 2 utilisés en chimiothérapie: l'idarubicine
(Zavedos®) appartenant a la famille des anthracyclines et I'étoposide (Celltop®) de la

famille des epipodophyllotoxines (Figurel.4).

idarubicine étoposide

Figure 1.4: Structures chimiques de I’idarubicine et ’étoposide
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) Inhibiteurs de tyrosine kinase

Les tyrosines kinases sont des protéines des voies de signalisation impliquées dans des
processus fondamentaux tels que la prolifération et la différenciation cellulaire ou encore
I’apoptose. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) sont des molécules qui diffusent a travers la
membrane cellulaire et ciblent le processus de transduction du signal au niveau des récepteurs
des facteurs de croissance et de protéines cytoplasmiques dotées d’une activité tyrosine kinase.
Les ITK sont actuellement en plein essor en cancérologie et ont une activité cliniqguement
importante quand la tyrosine kinase ciblée est activée par mutation et se comporte en géne-
maitre de la transformation et de la progression tumorale et leurs indications s’étendent
rapidement dans ce cadre. Les ITK occupent dorénavant une place majeure dans le dispositif

thérapeutique contre le cancer.

Certains inhibiteurs de tyrosine kinase sont assez spécifiques du récepteur de ’'EGFR
(facteur de croissance épidermique) comme le géfitinib et I’erlotinib, d’autres sont surtout actifs
sur le récepteur PDGFR (facteur de croissance dérivé des plaquettes) et le récepteur KIT,
comme I’imatinib ou le nilotinib, d’autre encore sur les récepteurs du VEGF (facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire) impliqué dans 1’angiogenése, comme le sunitinib et le
sorafénib (Druker,1996 ; Moyer, 1997 ; Mendel, 2000 ; Ranson, 2004 ; Strumberg, 2005)

(Figurel.5).
N
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Figure 1.5: Structures chimiques de I’erlotinib, le nilotinib et le géfitinib.
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° Anti-aromatases

L’aromatase est un complexe enzymatique essentiel dans la catalyse des androgénes en
cestrogénes. Elle se situe au niveau du réticulum endoplasmique des cellules et est constituée de
deux protéines. L'aromatase peut étre trouvée dans de nombreux tissus comme le cerveau,
le tissu adipeux, le placenta, les vaisseaux sanguins, la peau, les os, la muqueuse utérine ainsi

que dans les tissus de I'endométriose, du Iéiomyome utérin et les testicules.

Les inhibiteurs de I’aromatase sont des médicaments qui interrompent la production
d’aromatase ou qui en bloquent I’action, ce qui réduit le taux d’cestrogéne. Il existe deux types
d’inhibiteurs de I’aromatase utilisés dans le traitement des cancers notamment du cancer du
sein : des inhibiteurs stéroidiens irréversibles, comme 1’exémestane (Aromasine®) qui forme
une liaison covalente avec I’aromatase en 1’inhibant de fagon irréversible et des inhibiteurs non-
stéroidiens, qui inhibent la synthése d’cestrogénes via une compétition réversible avec les autres

substrats de I’aromatase tel que la létrozole (Figurel.6).

N
N=
<\NT\N O O

létrozole exemestane

Figure 1.6: Structures chimiques de I’exémestane et la létrozole

o Anti-estrogénes

Les estrogeénes ou les cestrogeénes composent une famille d’hormones stéroidiennes
comprenant principalement 1’cestrone (E1), D’cestradiol (E2) et I’oestriol (E3) sécrétée par
I’ovaire, assurant la formation, le maintien et le fonctionnement des organes génitaux et des
seins chez la femme. Certains cestrogenes sont également produits en petites quantités par
d'autres tissus tels le foie, la surrénale, les seins et le tissu adipeux. Ces sources secondaires
d'cestrogénes sont particulierement importantes chez les femmes lors de la post-ménopause. Les
aestrogenes jouent un role central dans la reproduction, féminine mais aussi masculine. Ils sont
également impliqués dans le développement du systéme nerveux central et du systeme

cardiovasculaire (Kuiper, 1997). lls ont également des effets sur le foie et le tissu adipeux. Les

14
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principaux récepteurs des cestrogénes sont des protéines intracellulaires appartenant a la famille
des récepteurs nucléaires : il s'agit des récepteurs alpha (ERa) et béta (ERB) des cestrogénes
(Jensen, 1962 ; Heldring, 2007 ). Un troisiéme récepteur potentiel, appartenant a une autre
famille (récepteur couplé aux protéines G), appelé GPER a récemment été décrit (Filardo,
2000 ; Prossnitz, 2011).

Les anti-cestrogénes sont des inhibiteurs compétitifs des cestrogenes (Figurel.7). lls ne
suppriment pas la sécrétion des cestrogénes, mais ils prennent leur place au niveau des
récepteurs présents a la surface des cellules et bloquent ainsi leurs effets de stimulation sur les

cellules cancéreuses (Cremoux, 2011).

o]
- j toremifene
|

Figure 1.7: Structure chimique de la toremifene

o Anti-androgénes

Les androgenes sont des hormones stéroidiennes sécrétées par les testicules, les ovaires
ou les glandes surrénales, qui stimulent ou contréle le développement et le maintient des
caractéres physiques masculins en se liant aux récepteurs androgénes. Les androgénes
comportent également les stéroides anabolisants d’origine (Dohle, 2003). lls sont aussi les
précurseurs de tous les cestrogénes, les hormones sexuelles femelles et permettent notamment
une croissance folliculaire ainsi que I'apparition des récepteurs a I'normone lutéinisante chez la
femme. Les deux androgénes les plus actifs sont la testostérone et la dihydrotestostérone (DHT)
(Deslypere, 1992).

Il existe deux types d’anti-androgeénes : les anti-androgenes stéroidiens comme 1’acétate de
cyprotérone (Androcur®) qui ont un double effet en diminuant le taux de testostérone et en
bloquant les récepteurs androgenes ; les anti-androgénes non-stéroidiens comme le Nilutamide

(Anandron®), le Flutamide (Eulexine®) ou le Bicalutamide (Casodex®) qui inhibent la
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translocation du récepteur protéique, du cytoplasme vers le noyau aprés fixation de I’hormone
androgene (Figurel.8) .

F
F——F
N
~C
NH
A2
O
bicalutamide
F F
OF F OF F
+ Kl + Kj
O// O O’/
N NH NH
nilutamide o flutamide o

Figure 1.8: Structures chimiques de la cyprotérone, le flutamide, le nilutamide et le

bicalutamide

1.3 ADN topoisomérases

1.3.1 Définition des ADN topoisomérases

L’existence des topoisomérases est directement liée a la structure de I’ADN qui se trouve
sous la forme d’une entité fortement compliquée présentant un grand nombre de contraintes
topologiques (entrecroisement, surenroulement, nceuds ...) lors de la réplication, les deux brins
de la double hélice d’ADN ont besoin d’étre séparés pour faire apparaitre la fourche de
réplication, ce qui entraine ’augmentation de leur enroulement 1’un autour de 1’autre plus loin
dans la molécule, cela provoque une résistance dans la molécule jusqu'a empécher la
progression de la fourche de réplication. De ce fait il apparait que la régulation topologique de
I’ADN est indispensable a la survie de la cellule et qu’elle nécessite la présence d’un systéme
enzymatique permettant de résoudre les contraintes existantes sur I’ADN au cours de son
métabolisme. Cette action de contréle topologique est effectuée par des enzymes nucléaires :
Les ADN topoisomérases ou topoisomérases, qui jouent un réle essentiel dans le processus de

croissance et de division cellulaire tels que : la transcription, la réplication, la recombinaison,
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I’assemblage de la chromatine et la séparation des chromosomes (Pommier, 1998-1999-2016 ;
Schoeffler, 2008 ;Wang, 1985-1991-1996-2002 ; Gatto, 1999 ; Wu, 1988). Elles effectuent des

coupures transitoires et temporaires dans I'ADN pour y faire passer des segments d'’ADN a

travers ces coupures avant de les refermer (Champoux, 2001 — 2013 ; Wang, 1985).

1.3.2 Classification des ADN topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes retrouvées chez I’ensemble des étres vivants : les

eucaryotes, les archaebactéries et les eubactéries (Champoux, 2001 ; Pommier, 2010). Elles sont

classées en deux grandes familles, selon leur mécanisme d’action et de leur structure, les

topoisomérases de type 1 et les topoisomérases de type 2 (tableaul).

Tableau 1-1: Classification des topoisomérases selon I’origine et le mécanisme d’action

Superfamille Topoisomérase

DNA Topoisomérase |
bactérienne

DNA Topoisomérase 11
bactérienne

DNA Topoisomérase Il des

levures

DNA Topoisomérase Illa

DNA Topoisomérase 111§

DNA Gyrase inverse
bactérienne et archéale

DNA Gyrase inverse
bactérienne

DNA Topoisomérase |
eucaryote
DNA Topoisomérase
IB poxvirus
DNA Topoisomérase V
bactérienne

DNA Topoisomérase V
archéale

Especes

Esherichia coli

Esherichia coli

Saccharomyces cerevisiae
Humaine
Humaine

Sulfolobus acidocaldarius

Methanopyrus kandleri

Humaine
Vaccinia

Methanopyrus Kandleri

Methanopyrus Kandleri

Mécanisme
d’action

Création de rupture
simple brin
(passage de brin)

Création de rupture
simple brin
(‘rotation)

Création de rupture
simple brin
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DNA Gyrase bactérienne Esherichia coli
DNA Topoisomérase IV Esherichia coli
bactérienne -
. ) . Création de rupture
DNA Topoisomérase Il de Saccharomyces cerevisiae double brinps
1A levure
. (passage de
DNA Topoisomérase lla Humaine brin/ATPase)
Humaine
DNA Topoisomérase 113
1B DNA Topoisomérase IV Sulfolobus shibatae Création de rupture
archéale double brins

Les topoisomérases de type 1 produisent des coupures simple-brin et diminuent le
surenroulement d’un tour par cycle de réaction catalytique (Champoux, 1978 ; Liu, 1989), alors
que les topoisomérases de type 2 coupent simultanément les deux brins de I'ADN et enlévent
deux tours de surenroulement par cycle de réaction (Gellert, 1981 ; Sander, 1983 ; Wang, 1985)
(Figurel.9).

Topoisomérase de type 1 Topoisomérase de type 2

5 o

H 3° 5° ,
LTIy TTITII0IIT ,IT1 il NN
= 0OH =

Figure 1.9: Mode de coupure de ’ADN par les différents types d’ADN Topoisomérases

1.3.3 Caractéristiques de I’ADN topoisomérase 1 humaine

La topoisomérase 1 humaine est une protéine nucléaire monomérique, d’un poids
moléculaire d’environ 110 kDa, composée de 765 acides aminés et encodée par un géne
localisé sur le chromosome 20012-13.2 (Stewart, 1996 ; Redinbo, 1998 ; Champoux, 2005).

Elle est constituée de quatre régions majeures (Figurel.10) :

- Le domaine N-terminale contient 215 d’aminoacides, qui ne sont pas essentiels a

I'activité de I'enzyme, mais contribuent a sa régulation par la présence de plusieurs sites
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phosphorylés et de sites d'interaction avec d'autres nucléoprotéines (Stewart, 1997 ;
Cretaio, 2007 ; Palle, 2008 ; Girstun, 2008).

- La région centrale se compose de 421 acides aminés, tres conservée et indispensable a
l'activité enzymatique. Cette région est sous-divisée en trois sous-régions impliquées

dans la liaison de la topol a I’ADN.

- La région de liaison de longueur variable relie le domaine catalytique a la région
centrale, n’est pas nécessaire pour l'activité enzymatique, mais elle joue un réle
important dans la détection de la structure de 'ADN en aval du site de coupure par la
topol (Stewart, 1999 ; Ireton, 2000 ; Fiorani, 2003 ; Chillemi, 2004).

- Le domaine C-terminal, également appelé domaine catalytique, est constitué de 53
acides aminés, trés conservé et contient la tyrosine catalytique de I’enzyme (Tyr273),
qui est nécessaire au processus de clivage de I'ADN. (Champoux, 1981 ; Redinbo, 1998
; Stewart, 1998).

A

Nucleic acid

B N-term core domain linker domain C-term
(res 1-214) (res 215-635) (res 636:712)  (res 713-765)
7N T e 74
> \, - . \ ! A
/ N 5 N RN yavi
s \ Pg Lys532.._His632 \  / /
S \‘\ /_r \\\\\ \'v' /
N-- I --C

Arg488 Arg590 Tyr723

Tyrosine catalvtique

SUB1 SuB2 SUB3

Figure 1.10: Schéma des domaines et structure 3D de la Topol humaine (A)Structure
cristallographique du complexe Topol-ADN (D'apres Capranico, 2017). (B) Organisation

des quatre domaines de la Topol
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1.3.4 Cycle catalytique de ’ADN topoisomérase 1 humaine

La topol humaine catalyse la relaxation de I’ADN par une succession de réactions de
coupure et de religation de I’ADN superenroulé. Le cycle catalytique de I’enzyme est divisé en

quatre étapes (Figurel.11) :

- Etape de liaison de ’enzyme a I’ADN : dans cette étape 1’enzyme se lie de maniére non
covalente a I’ADN double brin surenroulé positivement ou négativement (Been, 1984 ;
Muller, 1985 ; Camilloni, 1988-1989 ; Krogh, 1991). Au moment de la liaison, la topol
s’enveloppe autour de I’ADN en formant une pince (Redinbo, 1998).

- Etape de clivage de ’ADN : un brin de la double hélice est coupé par I’enzyme par une
réaction de transestérification dans laquelle 1’oxygéne du groupement tyrosine 723 de
I’enzyme est 1ié a D’extrémité 3’-phosphoryle de I’ADN et libére I’extrémité
5’hydroxyle pour générer la cassure du brin. Cette étape se fait sans hydrolyser I’ATP
et forme un complexe covalent ADN-Topol, appelé complexe de clivage (Champoux,
1981).

- Relaxation de ’ADN : le brin coupé effectue une rotation contrélée (Stewart, 1998)

autour du brin non coupé, ce qui permet la déspiralisation de I’ADN surenroulé.

- Religation et libération de Topol : la religation se fait par une deuxiéme réaction de
transestérification dans laquelle le groupement hydroxy du brin d’ADN clivé attaque le
groupement phosphotyrosine et rejoint ’ADN clivé. Cette réaction permet de restaurer

la continuité du brin d’ADN et de libérer I’enzyme de son substrat (Champoux, 1981).
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Figure 1.11: (A) cycle catalytique des topoisomérases de typelB (B) Réaction de trans-
estérification entre la tyrosine 723 de la Topol humaine et I’extrémité 3’phosphorylé de

I’ADN

1.3.5 Inhibiteurs de ’ADN Topoisomérsel humaine

Les inhibiteurs de la Topol sont divisés en deux principaux groupes : les inhibiteurs

catalytiques (les suppresseurs) et les poisons, ils inhibent tous les deux ’activité catalytique de

I’enzyme, mais selon des modes d’actions différents.

= Les inhibiteurs catalytiques peuvent interagir avec I’enzyme libre ou avec I’ADN en
empéchant la formation des complexes de clivage ADN-Topol (Figurel.12 (A)). lls
peuvent aussi inhiber la réaction de coupure de I’ADN (Boothman, 1989 ; Li, 1993).

Actuellement ces inhibiteurs ne sont pas développés cliniqguement.
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= Les poisons agissent une fois que I’enzyme a coupé le brin d’ADN en stabilisant les
complexes de clivage ADN-Topol, en inhibant la religation des brins coupés et la
libération de Topol (Figurel.12 (B)) (Staker, 2002-2005).

A
+ ‘ Liaison * Coupure
Dissociation Religation Complexe de clivage
ADHN-topo
B
o} I Liaison Coupure
- .
JED_4RED 4NED NN )( DC&D:D(DI

Complexe de clivage
ADN-topo

Dissociation Religation

Figure 1.12: Mode d’action des deux types d’inhibiteurs de Topol. (A) Les inhibiteurs
catalytiques agissent en se fixant a I’enzyme et/ou a ’ADN et empéchent la fixation et/ou la
coupure de ’ADN par la topol. (B) Les poisons inhibent spécifiquement la religation de
I’ADN.

1.3.5.1 Les inhibiteurs catalytiques

Les composeés de ce groupe appartiennent a divers familles chimiques, 1’exemple le plus
connu est celui de la B- lapachone (Figurel.13) qui est un composé naturel d’ortho-
naphtoquinone, a été isolé de 1’écorce de I’arbre lapacho en Amérique du Sud. Il inhibe
I’activité catalytique de la Topol sans engendrer de complexes de clivage ADN-Topol. La -
lapachone a une large gamme d’applications contre le cancer du sein, le cancer de la prostate, le
cancer du poumon, le cancer du pancréas, et aussi dans la leucémie. De plus la B- lapachone est

souvent utilisée comme agent analgésique, anti-inflammatoire, antimicrobien et diurétique.

O O
Wt

CH
CHy °

Figure 1.13: Structure chimique du p-lapachone
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D’autres composés sont classés parmi ces inhibiteurs catalytique de Topol, comme la
corilagine, I’acide chebulagique, lavelutine, ’analogue de la tyrphostineAG-555, certains
dérivés de la quercétine ou de dérivés de naphtoguinones comme la shiconine et quelques agents
intercalants comme la doxorubicine (Wassermann, 1990), I’aclarubicine, les dérivés TAN-1518
A et B, ou le Hoechst 33258(Beerman, 1992) (Figurel.14).

HO

HO

HO

OH NH;

corilagine
doxorubicine

OH
OH O O OH
CH, HO 0
= O
CHs OH
OH

OH © OH O

shiconine quercétine

Figure 1.14: Structures chimiques de la corilagine, la doxorubicine, la shiconine et la

quercétine

1.3.5.2 Les poisons

Deux grandes familles chimiques constituent les poisons de la Topol, il s’agit des dérivés

de la camptothécine et des indolocarbazoles de type rébeccamycine (pommier, 1998)
1.3.6 Camptothécine et ses dérivés

La camptothécine (CPT) est le premier poison de la Topl, isolé pour la premiére fois des
feuilles et de I’écorce de la plante chinoise Camptotheca accuminata de la famille des
Nyssaceae par Wall et ses collaborateurs en 1966 (Wall et al 1966) (Figurel.15). Cette
découverte résultait d’un vaste programme de criblage de produits naturels et leurs extraits
alcooliques dans le but d’évaluer leur activité cancéreuse a I’Institut Nationale du Cancer (NCI).
La CPT s’était révélée trés efficace contre certaines tumeurs solides et antileucimiques. Ces

résultats remarquables ont mené a des essais préliminaires sur des souris et encourage le
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lancement rapide des essais cliniques (Creaven, 1972; Gottlieb1970-1972; Moertel, 1972;
Muggia, 1972).

Camptotheca acuminata

Figure 11.15: Camptotheca acuminata

Cependant, la faible solubilité de la CPT ne permet pas son utilisation directe, c’est
pourquoi une étude clinique a €té menée sur la forme carboxylate correspondante, un dérivé
plus soluble. Mais les tests ont été insatisfaisants et arrété en raison d’importants effets
secondaires séveres et imprévisibles parmi lesquels des phénoménes de myélosuppression, des
cystites hémorragiques, des vomissements et des diarrhées ( Kehrer, 2001). En raison de ces
résultats décourageants, la CPT n’a suscité qu’un intérét marginal pendant une dizaine
d’années. Mais dans les années 80, deux événements importants ont produit un regain
d’attention pour cette famille de composés. En 1980, Wall et ses collaborateurs ont démontré
que Pactivité de la CPT était fortement dépendante du motif lactonique et que le carboxylate de
sodium correspondant était dix fois moins actif. En 1985, 1’équipe de Liu a découvert que la
CPT agissait comme inhibiteur de la topoisomérasel et que sa cytotoxicité était liée a la
formation de cassures de I’ADN (Hsiang, 1985 ; Eng, 1988).

Depuis, un grand nombre d’études ont permis d’identifier de nouveaux dérivés de la CPT
plus actifs. Deux stratégies caractérisent des générations distinctes de ces dérivés. La premiére
est développée au cours des années 90. Les substitutions des molécules sont effectuées aux
niveaux des cycles A a D de la CPT et aboutissent a la mise sur le marché de I’irinotécan et le
topotécan Cette stratégie se poursuit activement et des molécules caractérisées par une fonction

lactone préservée sont encore synthétisées. La seconde stratégie, initiée en 1996 sous
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I’impulsion d’équipes francaises, concerne les molécules modifiées au niveau du cycle lactone

E comme le gimatecan, le belotécan, I’exatecan, le luritecan et les homocamptothécines.

1.3.6.1 Structure chimique de la CPT

La CPT est une molécule plane composée de cing cycles (A-E), constitué de trois éléments
structuraux de base: un motif pyrrolo [3°4-b]quinoléine (cycles A, B et C), un motif
indolizine (cycles C, D) et un cycle e-lactonique (E) avec un carbone asymétrique en position
20 dont la configuration est cruciale pour I’activité de la molécule. Seul I’énantiomere 20S est

actif (Figurel.16) (Mcphail, 1968).

indolizine
9 7
(DODN|
Bl C ~<
1 “ D
N \ e\
I 20\(’
pyrrolo[3'4-b]quinoléine HO /, Y
HsC
G-lactonique

Figure 1.16: Structure chimique de la camptothécine

La CPT est insoluble dans 1’eau et presque insoluble dans tous les solvants organiques,

mais le diméthylsulfoxyde présente une solubilité modérée.

D’autre part, en raison de I’existence d’une forte liaison hydrogeéne entre 1’oxygéne du
carbonyle de la lactone et I’hydrogéne de 1’hydroxyle tertiaire en C-20, le carbonyle du cycle E
a une électrophilie élevée. Ainsi, en présence d’hydroxyde de sodium a température ambiante,
la CPT est facilement hydrolysée pour conduire au carboxylate de sodium correspondant
(Figurel.17) (Wall, 1966) .
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Lactone

carboxylate

Figure 1.17: Ouverture du cycle lactonique en milieu basique

1.3.6.2 Quelques dérivés de la camptothécine

e Topotécan

Le topotécan, ou TPT est un dérivé semi-synthétique de la CPT, synthétisé pour la
premiére fois par Kingsbury et al en 1991(Kingsbury, 1991). La présence du groupement N,N-
diéthylaminométhyle basique sur le carbone C-9 le rend plus soluble. 1l stabilise le complexe
ADN-topol a une concentration quatre fois supérieure a celle de la CPT et il est deux fois moins
cytotoxique. Le topotécan est commercialisé sous le nom Hycamtin® et est utilisé pour traiter le
cancer de I’ovaire métastatique, le cancer du poumon et le cancer du col de I'utérus (Garcia,

2002).

Figure 1.18: Structure chimique du topotécan

e |rinotécan

L’irinotécan, ou CPT-11 est un autre dérivé semi-synthétique de la CPT, synthétisé par
yokokura en 1981 (yokokura, 1981). Ce composé est une prodrogue qui est transformé dans le
foie en sa forme métabolique active (SN-38), par hydrolyse sous I’action de carboxylestérases

(CES) et qui est de 250 a 1000 plus puissant in vitro que I’irinotécan. Il est administré sous le
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nom Campto®dans le traitement des cancers colorectaux et le cancer de la prostate (Kaneda,
1990 ; Kawato, 1991 ; Satoh,1994).

action des
carboxylestérases

SN-38

Irinotécan ~, O

Figure 1.19: Conversion de ’irinotécan en SN-38 par estérification

e Bélotécan

Le bélotécan, ou CKD-602 est un analogue semi-synthétique de la CPT, synthétisé pour la
premiére fois en 1996 par Jew et al (Jew,1996). Il comporte un groupement
isopropylaminoéthyle sur le carbone en position 7 qui lui confére une meilleure hydrosolubilité
(Kim, 2002). Cette molécule a une activité trois fois plus puissante que le topotécan et elle est
entrée en usage clinique en 2005. Le bélotécan est commercialisé sous le nom Camtobell®

pour traiter le cancer du poumon, le cancer de 1’ovaire et le cancer de I’utérus (Zamboni, 2009).

Figure 1.20: Structure chimique du belotécan

e Lurtotécan

Le lurtotécan est un analogue hydrosoluble semi- synthétique de la CPT, synthétisé pour la

premiére fois en 1995 par Luzzio et al (Luzzio, 1995). Il comporte un groupe 4-
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méthylpiperazinométhyléne sur le carbone en 7 et une entité dioxolane sur les deux carbones
en 10-11 et posséde une puissance similaire a celle du Topotécan (Emerson, 1995). Des études
précliniques ont démontré que la forme liposomale NX-211 du lurtotécan a un index
thérapeutique supérieur a ceux du lurtotécan et du topotécan et elle est active dans plusieurs
types de tumeurs dont le cancer de I’ovaire, le cancer du poumon et son profil de toxicité est

semblable a celui du topotécan (Emerson, 2000 ;Loos, 2000).

J

P

Figure 1.21: Structure chimique du lurtotécan

e Exatécan

L’exatécan est un analogue hexacyclique hydrosoluble de la CPT, synthétisé pour la
premiére fois en 1995 par Mitsui et al (Mitsui, 1995) et développé par Daiichi Sankyo. Il a
montré une activité plus forte que le TPT, SN-38 et la CPT elle-méme (Mitsui, 1995 ; van
Hattum, 2002). Des études cliniques de phase Il sur une variété de tumeurs, incluant le cancer
du colon, du sein, de ’estomac, des poumons et des ovaires, ont montré des effets toxiques

secondaires ; la neutropénie étant la toxicité la plus fréguente (Mitsui, 1995 ; Takiguchi, 1997 )

wNH;

/
H3C

Figure 1.22: Structure chimique d’exatécan
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e Rubitécan

Le Rubitécan, ou 9-nitroCPT est un autre dérivé de la CPT, préparé en 1986 par Wall et al
(Wani, 1986). Des études précliniques ont montré la puissance de cette molécule sur une large
gamme de tumeurs humaines telles que les tumeurs pulmonaires, colorectales, du sein, du
pancréas, des ovaires, de la prostate, de 1’estomac, du mélanome et de la leucémie (Stehlin,
1999 ;Giovanella, 2002). Cependant, ce succes précliniqgue prometteur n’a pas été suivi de
résultats probants dans de petits essais de phase I/Il contre un certain nombre de tumeurs
solides (Baka, 2005 ; Patel, 2006 ; Chedid, 2006) a l'exception du cancer du pancréas (Burris,
2005).

Figure 1.23: Structure chimique du rubitécan

e Homocamptothécines

L’homocamptothécine (hCPT ou BN80765) est un homologue de la CPT, synthétisé en
1997. Il a été développé par ajout d’un groupement méthyléne entre le carbonyle et la fonction
alcool du cycle E. Ce groupement renforce la stabilité en réduisant ainsi considérablement sa
transformation en une forme carboxylate inactive. L’hCPT posséde une activité biologique et
présente une cytotoxicité supérieure a celle observée pour la CPT a l'encontre des cellules
cancéreuses de sein, prostate, ovaire, c6lon et leucémiques (Lavergne, 1998-1999-2000 ;
Lesueur-Ginot, 1999;Demarquay, 2001).

Des essais cliniques qui ont été réalisés avec un dérivé bifluoré de cette famille, le
diflomotécan ou BN80915 ont montré que I’efficacité de cet agent, était supérieure a celle du
SN-38, I’irinotécan et le topotécan dans le traitement du cancer prostatique, du mélanome et du
pancréas. Malheureusement, les essais cliniques de phase I et phase Il n’ont pas permis a ’heure
actuelle de trouver une indication pour cette molécule. L’élomotécan ou BN80927 est un
deuxiéme dérivé de 'hCPT qui inhibe la Topol et la Topo2. Son efficacité a été montrée sur

certaines tumeurs humaines mais elle est inférieure a celle du SN38 (Kroep, 2009).
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homoCPT HO difomotécan  HO

élomotécan HO

Figure 1.24: Structures chimiques de quelques dérivés de ’homocamptothécine

1.3.6.3 Mécanisme d’action de la camptothécine

La CPT est un inhibiteur non-compétitif de la topol, son mécanisme d’action est divisé en

trois étapes : (Figurel.25)

(a) Formation et stabilisation d’un complexe ternaire « ADN-topol-CPT » qui va empécher
ainsi le déplacement de la topol le long de la chaine d’ADN (Hertzberg, 1989 ; Fan,
1998).

(b) Les ADN polymérases se déplacent le long de la fourche de réplication et viennent
ensuite percuter ce complexe en provoquant des dommages mortels a I’ADN (Hsiang,
1989 ; Tsao, 1992)

(c) Le mécanisme de division est perturbé, ce qui conduit a la mort de la cellule (Liu,
2000).
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Figure 1.25: Mécanisme d’action de la camptothécine

1.3.6.4 Structure du complexe ternaire

La structure du complexe « ADN-topol-CPT » a été largement étudiée par de différents
modeles par docking: le modele de de Redinbo et al., 1998 puis le modéle proposé par Fan et
al., en 1998 et enfin , celui de Laco et al., soumis au début de 2002 (Fan, 1998 ; Redinbo, 1998 ;
Laco, 2002) . Ensuite, Staker et ses collaborateurs ont proposé une structure cristalline d’un
analogue de la camptothécine : topotécan (TPT) avec le complexe binaire ADN-enzyme par
diffraction des rayons X. Deux structures cristallines ont été étudiées : une possédant la forme
lactonique du TPT et I’autre dans sa forme ouverte. D’apres la structure cristalline, I’insertion
du TPT dans le site de clivage de I’ADN ne forme qu’une seule liaison hydrogéne avec le résidu
Asp533 de la protéine dans le cas de la forme lactone tandis que dans la forme ouverte, deux
liaisons hydrogéne sont formées avec les deux résidus Asn722 et Tyr723. De plus la liaison
phosphodiester formée entre I’ADN et I’enzyme est stabilisée par des liaisons hydrogéne entre
Arg364 et Gly 363 (Figurel.26) (Staker, 2002).
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Figure 1.26: Interactions de TPT avec le complexe ADN-enzyme (TPT dans sa forme
lactonique est représentée en bleu(A) alors que la forme ouverte est représentée en

jaune(B))

La structure des rayons X de cristaux du complexe ternaire avec la CPT a été rapportée
(Staker, 2005). L’étude révele que la CPT s’intercale au niveau du site de clivage de I’ADN,
ses interactions avec le complexe binaire sont similaires a celle réalisées par le TPT et forme

deux liaisons hydrogéne avec les deux résidus Asp533 et Arg364 (Figurel.27).

Figure 1.27: interactions de CPT avec le complexe ADN-enzyme ((A) montre les
interactions de CPT avec le complexe ADN-enzyme, (B) montre les interactions de CPT
avec le complexe ADN-enzyme, d’une part et entre I’ADN et TPT dans le complexe

ternaire, d’autre part.
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1.4 Conclusion

Le développement des anticancéreux est 1'une des préoccupations des chercheurs
puisqu’il s’agit de la lutte contre une maladie mortelle. L’objectif du traitement par ces
médicaments est de s'opposer a la prolifération des cellules cancéreuses par la destruction des
cellules malignes dont la croissance spontanée ne connait pas de limites, ou stopper cette
croissance. Parmi les divers agents thérapeutiques cités précédemment, les inhibiteurs des
topoisomérases attire davantage notre attention. En effet, les nombreux réles exécutés par les
topoisomérases en font des cibles privilégiées de certains médicaments qui ont été utilisés
comme anticancéreux et qui agissent en inhibant I’activité de ces enzymes. Ceci révele
I’importance d’approfondir la recherche sur ces topoisomérases en passant par une meilleure
connaissance de leur mécanisme d’action afin de contribuer a la conception in silico de

nouveaux inhibiteurs de cette enzyme.
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2.1 Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les résidus
mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur I'affinité
entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvaux médicaments activant ou inhibant
I'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est
dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées sous le nom de
"amarrage" ou "Docking” moléculaire ont été développées. Le docking moléculaire vise a
prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir d’une combinaison de plusieurs
molécules, ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide
que l'utilisation des méthodes expérimentales. Le docking moléculaire est trés utile en biologie,
pharmacie et médecine, ou la plupart des principes actifs sont de petites molécules appelées
ligands qui interagissent avec une cible biologique macromoléculaire d'intérét thérapeutique,

généralement un acide nucléique ou une protéique désigné par le terme récepteur.

Dans ce chapitre, nous abordons la définition du docking moléculaire en mentionnant son
principe et ses types ainsi que les algorithmes et les fonctions de score misent en ceuvre. Nous

presenterons le logiciel Molegro Virtual Docker utilisé dans notre étude, avec plus de détails.

2.2 Definition du docking moléculaire

Le docking ou amarrage moléculaire est une simulation informatique d'un ligand candidat
se liant a un récepteur. Cette méthode prédit l'orientation, la conformation et la position d'une
molécule vers une autre molécule lorsqu'elle est liée I'une a l'autre pour former un complexe
stable (Lengauer,1996 ;Yu, 2010). Les résultats obtenus a partir de cette technique peuvent étre
utilisés pour analyser la force d'association ou l'affinité de liaison entre deux molécules. Le plus
souvent, le récepteur est une protéine qui posséde un ou plusieurs sites actifs spécifiques, plus
ou moins accessibles selon les cas. Le ligand est généralement une molécule flexible de petite
taille. (Corbeil, 2007).

2.3 Types de docking

Il existe trois types de docking moléculaire
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2.3.1 Le docking rigide

Il consiste a obtenir I’orientation et la conformation privilégiée d’un systéme en
considérant que la protéine et le ligand sont une entité complétement rigide. Par conséquent,
seuls les degrés de liberté translationnels et rotationnels du ligand par rapport au récepteur sont
examinés. Le docking rigide est souvent utilisé pour I’amarrage entre deux macromolécules
(docking protéine-protéine ou protéine/acide nucléique) pour lesquelles les degrés de liberté
sont importants pour réaliser un échantillonnage conformationnel efficace dans un temps de

calcul raisonnable (Friesner, 2004 ; Nicklaus, 1995)
2.3.2 Le docking semi-flexible

Il est généralement utilisé pour ’amarrage protéine-ligand, le ligand est considéré comme
flexible et le récepteur reste rigide. Ainsi, 1’échantillonnage des degrés de liberté du ligand
s’ajoutent aux explorations translationnelles et rotationnelles. Ce type de docking repose sur
I’hypothése de base que la conformation du récepteur utilisée est capable de reconnaitre le
ligand. De nombreuses études utilisant le docking semi-flexible ont montré que cette stratégie

conduit a des résultats plus précis (Kuntz, 1982 ; Miller, 1994).
2.3.3 Le docking flexible

Il traite a la fois la flexibilit¢ du ligand et du récepteur. Les degrés de liberté
conformationnels de ce dernier peuvent étre limités a certaines chaines latérales ou des
mouvements plus larges peuvent également étre envisagés, impliquant par exemple les
différents arrangements possibles d’une protéine. Ce type de docking représente une approche
plus réaliste en considérant des modeles de liaison du ligand au récepteur de type "ajustement
induit" et/ou “sélection conformationnelle”. D’autre part, I’exploration de I’ensemble des degrés
de liberté du ligand et du récepteur implique des difficultés importantes liées a 1’utilisation
efficace du temps de calcul nécessaire pour le docking flexible (Ewing, 2001 ; Rarey, 1996 ;
Welch, 1996 ; Sousa, 2006 ; Yuriev, 20011 )

2.4 Principe du docking moléculaire

La plupart des logiciels de docking développés a I’heure actuelle se décomposent en trois
étapes principales: la premiére consiste a présenter le systeme moléculaire, la seconde consiste a

procéder un algorithme de recherche, grace auquel I’espace conformationnel de chacune des
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molécules est exploré et la troisiéme permet d’évaluer 1’énergie de formation du complexe par

la fonction de score (HUANG, 2010).
2.4.1 Représentation du systéme

Le choix de la représentation du systéme correspond a la fagon d’engendrer un ensemble
de poses d’un ligand dans le site actif de la protéine. Il existe trois fagons de représenter le
systeme moléculaire par exemple les représentations par atomes, par surface ou par grille (
Halperin, 2002).

- La représentation atomique est trés complexe, elle utilise a une fonction d’énergie
potentielle classique de la mécanique moléculaire (Halperin, 2002) et n’intervient que
dans le stade final du processus de recherche pour affiner et calculer 1’énergie du
systeme sans trop de dépense informatique (Burnett, 2000). Il existe plusieurs
programmes de docking qui utilisent cette représentation comme exemple logiciel
DARWIN (DARWIN, 2000) et le logiciel de dynamique moléculaire CHARMM
(Brooks, 1983)

- La deuxiéme représentation est trés répandue dans les logiciels de docking. Elle
représente les molécules par une surface qui prend en compte différentes
caractéristiques géométriques. La surface proposée par Conolly en 1983 est composée
des rayons de van der Waals des atomes exposés reliés par un réseau de surfaces
concaves ou convexes (Connolly, 1985 ; Shoichet, 1992) (Figure 2.1). Une recherche
conformationnelle par complémentarité de surface est alors effectuée jusqu'a trouver les
affinités min et max (Norel, 1994 ; 1999).

vmder\(

Figure 2.1: Tllustration d’une surface de Connolly. La surface de Connolly est représentée
en noir et la surface accessible au solvant, en rouge. En bleu, la balle d’eau virtuelle.

Couleur orange, les différents atomes de la molécule. (Dréo, 2003)
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- La représentation du systéme par une grille est également une approche largement
utilisée. Elle a été présentée par Goodford en 1985 et est basée sur le choix d’une grille
tridimensionnelle, représentant les interactions électrostatiques, Van der Waals et

hydrophobes, qui ne doivent étre évaluées que durant 1’étape de score. (Dréo, 2003)

Figure 2.2: Project ion d’une molécule dans une grille tridimensionnelle

2.4.2 Les algorithmes de recherche

Les algorithmes de recherche sont employés pour trouver et sélectionner les géométries
possibles pour le complexe en placant le ligand dans le site actif de la protéine. lls peuvent
également étre utilisés pour échantillonner les conformations, positions et orientations (appelés
poses), en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables au
sein du site actif d’une cible enzymatique avec une énergie libre totale acceptable. Les ligands
flexibles subissent plusieurs opérations de symétrie (translation, rotation et torsion) afin de

trouver leur emplacement idéal dans le site actif d'une protéine que I'on considére rigide.
Il existe deux approches pour le traitement de la flexibilité du ligand (Brooijmans, 2003)
- Larecherche et le test de toutes les conformations possibles de 1’espace du ligand.
- Une recherche supplémentaire dans 1’espace conformationnel.

La premiére regroupe toutes les méthodes de recherche systématiques qui cherchent

I’investigation de tous les degrés de liberté d’un ligand, on trouve a titre d’exemple :

46



Chapitre 2 : Modélisation des interactions protéine-ligand par Docking moléculaire

2.4.2.1 Les méthodes de recherche conformationnelle

Les liaisons covalentes du ligand regoivent une rotation de 0 & 360° avec un incrément
fixe, jusqu’a ce que toutes les combinaisons d’angles (conformations) autorisées soient
échantillonnées. L’inconvénient de cette méthode est le risque d’avoir une explosion de calcul a

cause de I’augmentation du nombre de combinaisons avec le nombre de liaisons.

2.4.2.2 Les méthodes par fragmentation

Au départ le ligand est décomposé en fragments rigides et flexibles. Ensuite une
premiére partie rigide est placée au sein du site actif et mise en interaction avec le récepteur puis
les parties flexibles sont attachées d’une fagon consécutive en exploitant les angles de torsion et
de maniére a prévenir une explosion combinatoire (Figure 2.3). Cette méthode est la plus
étendue dans les logiciels de docking comme :FlexX, Surflex, ADAM, LUDI et Dock (Kuntz,
1982 ; Miteva, 2005).

HN® NH N Ny / BN NH

Figure 2.3: Construction par fragmentation d’un ligand au sein d’un récepteur

2.4.2.3 Les méthodes des bases de données

Plusieurs programmes procedent la recherche conformationnelle par un appel a une base
de données de conformations par molécule qui sont ensuite amarrées de maniére rigide pour

éviter le probléme d’explosion combinatoire. Le logiciel FLOG utilise cette méthode.

La seconde approche comprend deux types de méthodes :
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2.4.2.4 Les méthodes aléatoires

Ces méthodes consistent a effectuer des changements aléatoires dans la structure

tridimensionnelle du ligand, généralement il s’agit de modifier le degré de liberté du ligand.

On distingue trois principales classes de méthodes aléatoires : les méthodes de Monte Carlo, les
méthodes évolutionnaires basées sur des algorithmes génétiques et les méthodes de recherche de
tabou (Huang, 2010).

e Les algorithmes de Monte Carlo

Les algorithmes de Monte Carlo entrainent aléatoirement des changements sur le ligand,
qui peuvent étre la perturbation d’une longueur de liaison, d’un angle, d’un angle diedre ou
alors le changement des coordonnées cartésiennes d’un atome ou d’un groupe d’atomes. La
pose obtenue par ces transformations est testée avec un critére de Métropolis permettant
d’accepter ou rejeter cette pose qui est associée a une fonction de probabilité. Le principe
général de la méthode de Monte Carlo-Métropolis (Metropolis , 1949) peut étre décrit de la

maniére suivante :

- Des changements sont appliqués a une pose initiale d’énergie Eq de maniére a obtenir une

nouvelle pose d’énergie E1.
- Si Ei< Eo, la nouvelle pose est alors acceptée et une nouvelle itération peut déclencher
- Si Ez> Eo, donc une probabilité d’acceptation P est calculée par cette équation :

El_EO

_ kKT
P=e eq(1)

Ou k représente la constante de Boltzman et T la température.

- Si P est supérieure a une valeur tirée aléatoirement et comprise entre 0 et 1, alors la
nouvelle pose est acceptée, sinon elle est rejetée et 1’ancienne pose est gardée. Ensuite le

programme engendrera les prochaines poses jusqu’a ce que la quantité prédéterminée de

poses soit collectée (Abagyan , 1994 ; Liu, 1999 ; Zauhar, 2003).
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Les méthodes évolutionnaires

les algorithmes génétiques sont les plus courants des approches évolutionnaires, leur but
est d’obtenir une approximation de résolution de problémes par un mécanisme d’optimisation
(Mitchell, 1996). Les algorithmes génétiques utilisent des techniques dérivées de la science
génétique et de I’évolution naturelle de Charles Darwin : la sélection, la mutation et le
croisement tout en cherchant a améliorer une fonction objective. Dans le programme de docking
une population initiale aléatoire de poses (solutions) d’un seul ligand est définie et les degrés de
liberté a explorer sont assimilés a un ensemble de génes. L’échantillonnage de 1’espace se fait
ensuite par les opérations génétiques sur la population soit de maniére ponctuelle (mutation),
soit en échangeant deux groupes de variables (croisement), formant une nouvelle génération de
poses. La sélection des individus générés est basée sur leur capacité d’adaptation a

I’environnement, ils sont évalués par une fonction de score et les meilleures sont conservées.

Bien que d’une grande efficacité, les algorithmes génétiques appliqués au docking ont
parfois tendance a sélectionner des minima locaux. Pour pallier ce probléme, une solution
consiste a répéter un méme calcul plusieurs fois afin de maximiser les chances d'obtenir au
moins un résultat satisfaisant (structure proche du minimum global) en fin de processus. Les
programmes de docking les plus connus adaptant un algorithme génétique sont AutoDock
(Morris, 1998), GOLD (Jones ,1997) et DARWIN (Taylor , 2000).

e Les méthodes de Tabou

Ces méthodes sont parmi les méthodes méta-heuristiques générales développées dans le
domaine de l'optimisation combinatoire. Elles consistent en effet en un ensemble de régles et de
mécanismes généraux qui ont comme fonction de contrdler et de guider une heuristique interne,
dans lesquels de nouveaux états sont aléatoirement générés a partir d'un état premier désigné
sous le nom de « la solution courante ». Ces nouvelles solutions sont alors scorées et classées
dans un ordre croissant. La meilleure solution est choisie en tant que nouvelle solution courante,

puis le méme traitement est répété.

Ces méthodes exploitent la notion de mémoire. Elles consistent a garder la trace du
cheminement passé du processus de recherche dans une ou des mémoires et a se servir de cette
information afin d'en orienter le déroulement futur. L’exemple de logiciels de docking
moléculaire qui utilisent la recherche Tabou est le PRO LEADS (Soriano, 1997 ; Glover, 1997 ;
Baxter, 1998 ).
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2.4.2.5 Les méthodes de simulation

Les méthodes de simulation reposent sur la dynamique moléculaire et la minimisation
d’¢énergie. La minimisation d’énergie est essentiellement utilisée pour optimiser la géométrie
d’un systéme en I’amenant dans un minimum d’énergie. Elle est fréquemment utilisée dans les
programmes de docking moléculaire en combinaison avec d’autres méthodes de recherche car

elle ne permet d’atteindre que de minima locaux.

La dynamique moléculaire permet de simuler I’évolution d’un systéme moléculaire au cours du
temps dans des conditions thermodynamiques (température, pression et volume). Cette
approche admet donc une modélisation plus réaliste, elle peut traiter les molécules d’eau ainsi
que I’ensemble des degrés de liberté du systéme, aussi bien ceux du ligand, de la protéine et du
solvant. Les temps de calculs sont plus codteux et ils sont réalisés sur une durée suffisamment
longue pour dépasser des barriéres énergétiques trés élevées, en réduisant I’exploration de
I’espace possible des poses. La dynamique moléculaire est en conséquence, comme la
minimisation, la plus souvent utilisée avec d’autres approches de docking, particuliérement pour

évaluer la stabilité de poses et/ou les affiner (Brooijmans,2003; Yu , 2018 ; Rastelli, 2009).
2.4.3 Processus de score
2.4.3.1 Principe

Les fonctions de score sont des formules mathématiques utilisées pour évaluer une
énergie d’interaction entre un récepteur et un ligand. Dans une approche de docking réalisée
pour prédire leur mode d’interaction, les fonctions de score doivent étre capables de distinguer,
parmi un ensemble vari¢ de poses, celles qui sont adéquates. D’autre part, elles doivent aussi
étre capables d’identifier quels sont ceux qui peuvent réellement s’y lier et les classer selon leur
affinité respective et elles doivent étre calculées rapidement pour pouvoir cribler des bases de

données de grande taille (Dias, 2008).

2.4.3.2 Famille de fonctions de score

Les fonctions de score peuvent étre classées en quatre grandes catégories : les fonctions
de score basées sur un champ de force, les fonctions empiriques, les fonctions reposant sur des
potentiels statistiques et les fonctions basées sur des techniques d’apprentissage automatique

(Kitchen, 2004).
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- Fonctions de score basées sur un champ de force

Les fonctions d’un champ de force correspondent & des formalismes mathématiques qui sont
assimilés a des parametres puis utilisés pour calculer plusieurs types d’énergie potentielle.
Parmi ces parameétres : la masse des atomes, leur charge, leur rayon de van der Waals ainsi que
les longueurs de liaisons interatomiques (liaisons hydrogéne) et d’angles plans et diédres. Ces
parameétres sont souvent dérivés d’expériences ou de simulations quantiques généralement
effectuées sur de petites molécules organiques. Les fonctions de score du programme de

docking DOCK, Autodock, GOLD et G-Score (Weiner, 1986 ; Brooks, 1983 ; Kuntz, 1982)

sont des exemples de ce type de fonction de score.
- Fonctions de score empiriques

Les fonctions de score empiriques estiment 1’affinité des complexes protéine-ligand en fonction
du nombre d’interactions dans le systéme récepteur-ligand, tels que le nombre de liaisons
hydrogene, les contacts hydrophobes, les contacts hydrophiles, et parfois les contributions
entropiques. La plupart des programmes de Docking utilisent ce type de fonction de score
témoignant de leur efficacité de point de vue rapidité et précision. Cependant, le principal
inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées pour
les calibrer. Elles sont utilisées dans la plupart des algorithmes de docking notamment FlexX
(Stahl, 2001), Chemscore (Eldridge, 1997) et LUDI (Rarey, 1996 ; Muegge , 2001 ; Bohm,
1992 ; Meng, 2011).

- Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based »

Ces fonctions dérivent de données statistiques obtenues par ’analyse expérimentale des
fréquences d’interaction entre atomes au sein de complexes protéine-ligand. (Sousa, 2006 ;
Holloway, 1995). Elles ne peuvent modéliser que les interactions qui existent dans leurs bases
de données expérimentales. Le PLP (Piecewise Linear Potential) est ’'un des potentiels les plus
simples, basé sur quatre types d’atomes et prend en compte les interactions stériques, les
liaisons hydrogénes et les distances interatomigues sont prises en compte en dessous de 5 A
(Boehm, 1994). Les fonctions de score type knowledge-based ont été utilisées avec succes dans
des études de docking de différentes cibles protéiques et ont montré une certaine amélioration
dans la prédiction des modes de liaison et le classement des complexes protéine-ligand par

rapport aux fonctions de score empiriques et celles basées sur le champ de force (Perez, 1998).
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- Fonctions de score consensus

Les fonctions de score consensus combinent les informations obtenues a partir des autres
différentes fonctions de scores (Charifson, 1999). Plusieurs stratégies ont été employées et ont
montré une amélioration dans la prédiction du mode de liaison, de I’affinité et méme dans
I’identification de ligands qui peuvent se lier au récepteur lors des criblages virtuels (Bissantz,
2000; Chaput, 2017; Ericksen, 2017; Kaserer, 2015). MultiScore (Terp, 2001) et XCscore
(Wang, 2002 ; Schneider,2002) sont deux exemples de fonctions de score consensus.

2.5 Molegro Virtual Docker (logiciel de docking moléculaire utilisé

dans I’étude)

Le nombre de programme de docking actuellement disponibles est élevé et n'a cessé
d'augmenter au cours des derniéres décennies. Dans le cadre de notre travail de thése, nous

avons utilisé le programme Molegro Virtuel Docker V.06.

Le Molegro Virtuel Docker (MVD) est un logiciel performant qui permet la prévision des
interactions enzyme-ligand. Il réalise automatiquement toutes les étapes du processus et offre un
amarrage de haute qualité. Il utilise une technique d’optimisation basée sur la rentabilité et la

productivité.
2.5.1 L’algorithme de recherche implé mentée dans MVD

Le programme Molegro Virtuel Docker (MVD) dispose de trois algorithmes de
recherche. Ces algorithmes sont : MolDock optimizer, MolDock SE (MSE), et Iterated Simplex
(Simplex).

2.5.1.1 MolDock Optimizer

L’algorithme de recherche Moldock Optimizer intégré dans le logiciel Molegro Virtuel
Docker est basé sur la famille des algorithmes évolutionnaires (Michalewicz 1992 ; 2000). Ces
algorithmes sont des techniques d’optimisation inspirés de la théorie de 1’évolution Darwinienne

(Figure 2.4).
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Figure 2.4: Principe de I'algorithme évolutionnaire différentiel de MVVD

Les algorithmes évolutionnaires sont simplifiés et composés des étapes suivantes :

1- Création de la population des solutions (représente dans le docking moléculaire les

poses du complexe Ligand-Protéine)

2- Génération des nouvelles solutions a partir de la population initiale a travers les
opérations de croisement et mutation entre les solutions de la population initiale. Les

solutions nouvellement crées sont appelés des enfants (Offspring).

3- A chaque itération, I’ensemble de solutions est évalué a 1’aide d’une fonction

d’évaluation.

L’algorithme de recherche Moldcok Optimizer est basé sur une variante des algorithmes
évolutionnaires connue sous le nom algorithme évolutionnaire différentiel (AED) introduit par
Storn et Price en 1995 (Storn, 1995). La principale idée innovante dans 1’algorithme AED est de
générer Offspring a partir d’une différence pondérée de solutions parentes et fonctionne comme

suit :

1- Initialisation de la population des solutions leur évaluation par la fonction de score

(fonction d’évaluation).

2- Pour chaque individu (solution=pose), un enfant est généré par 1’addition d’une

différence pondérée des solutions parentes aléatoirement sélectionnées.
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3- L’enfant remplace la solution (la pose) parent si et seulement si plus adéquat, sinon, la

solution parent maintient et passe a la génération suivante (itération).

De plus, ’algorithme AED exploit les résultats de I’algorithme de prédiction de cavité (utilisé
par MVD) pour la construction des poses (conformations) durant le processus de recherche.

La représentation des ligands: chaque solution candidate est encodée par un vecteur

englobant la position, la conformation et 1’orientation.

Initialisation : chaque individu dans la population initiale est créé aléatoirement dans 1’espace

de recherche défini par I’utilisateur.

L’initialisation de 1’orientation se fait par I’affectation aux axes d’orientation des valeurs
limitées entre -1 a +1; I’angle de rotation et ’angle de torsion flexible sont alors générées

aléatoirement entre -180° et +180°.
Parametres d’ajustement de I’algorithme Moldock Optimizer :
L’algorithme Moldock Optimizer contient les paramétres d’ajustement (par défault) suivants :

- Lataille de la population : 50
- Le taux de croisement : 0.9

- Facteur de calibrage : 0.5

Ces valeurs représentent un meilleur ajustement lors d’une étude de docking moléculaire

effectuée sur un ensemble de 77 complexes (PDB) (Thomsen, 2006 ; Venkatachalam, 2003).
2.5.1.2 L'algorithme MolDock SE (Simplex Evolution)

L’algorithme MolDock SE (Simplex Evolution) est une méthode de recherche heuristique
qui utilise la fonction de score MolDock. Cet algorithme a présenté une supériorité sur quelques
complexes et il est recommandé notamment lorsque le ligand a de nombreux degrés de liberté

internes et d’angles de torsion (Thomsen, 2006).
L’algorithme passe par les étapes suivantes :

1- Génération des poses : Création d’une population de poses, dont la taille de la population est

définie par ’utilisateur.
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2- L’¢volution : I’algorithme de 1’évolution simplex (SE algorithm) fonctionne avec une
recherche locale et globale sur les poses générées par le Pose Generator. La recherche locale
est effectuée en utilisant 1’algorithme de recherche local Nedler-Mead (Nelder, 1965).

2.5.1.3 L'algorithme Simplex Itéré

L’algorithme Simplex Itéré est un algorithme de recherche heuristique qu’on peut utiliser
avec les deux fonctions de score : Moldock et Plants. Son mode de fonctionnement commence
par la création des poses (le nombre est défini par I'utilisateur). Chaque individu de la
population est affiné en utilisant 1’algorithme de recherche local simplex (également connu sous
le nom Nelder-Mead). Ce dernier parcourt un maximum d’étapes jusqu’ a atteindre les
conditions de terminaison. Quand tous les individus de la population sont affinés, le meilleur (la
meilleur solution dans cette itération) sera affiné en utilisant le méme algorithme une autre fois
mais avec une tolérance faible. Lorsque le maximum d’itérations est atteint par le programme,

les meilleures solutions sont regroupées et affichées (Thomsen, 2006).
2.5.2 Fonction Score

Lors de la simulation du docking plusieurs poses candidates peuvent étre obtenues pour
chaque ligand. Le choix du score est de sélectionner les meilleures poses avec les énergies les
plus basses. Deux fonctions de score sont examinées par le programme Molegro Virtuel Docker
(MVD), MolDock Score et PLANTS Score.

2.5.2.1 Moldock Score

La fonction MolDock Score employée par MVD est une dérivée de la fonction de score
PLP initialement proposée par Gehlhaar et al. (Gehlhaar 1995 ; 1998), développée ensuite par
Yang et al. (Yang 2004). Cette fonction contient des termes additifs des énergies des liaisons

hydrogéne, des interactions électrostatiques, et des interactions hydrophobiques.

La fonction de score de docking Escore, est définie par les termes énergétiques suivants :

E = E + E.

score inter intra eq (2)
D’ou Einer - Energie d’interaction protéine-ligand.

Einra : Energie interne de ligand.
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L'énergie d'interaction ligand-protéine est donnée par I'équation suivante:

a:9;
Einter = Z Z EPLP (r”) +332.0 4 2J
ieligand jeprotein ij

eq(3)

Cette équation prend en compte tous les atomes lourds du ligand (i) et les atomes lourds de la

protéine (j) ainsi que les atomes des cofacteurs et des molécules d'eau dans le cas échéant.

Avec :

- EPLP: Ie potentiel linéaire PLP

a9,
2
ij

- 332.0 : décrit les interactions électrostatiques entre les atomes chargés.

La valeur numérique 332.0 est donnée pour fixer l'unité de I'énergie électrostatique en Kcal.mol-

1

- D(r) = 4rj; : constante diélectrique

- Qi et gj : représentent respectivement les charges des atomes du ligand et de la protéine.

Des exemples de charges des atomes sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau 2-1: Exemples de charges d’atomes. Modéle de charges prises en compte par

MolDock Score pour différents ligands et protéines.

Atomes de ligand Atomes de protéines Charge
Les atomes de I’azote (N) dans
—C(NH>), His (atomes N); Arg (atomes N) 0.5
Les atomes de I’azote (N) dans
—N(CHjs), et -(NHs3) lys (atomes N) 1.0
Les atomes de I’oxygene (O) dans
—COO0. -S0q4; -PO; Asp (atomes O) ; Glu (atomes O) -0.5
Les atomes de I’oxygene (O) dans
—PO; -0.66
Les atomes de ’oxygéne (O) dans —SO3 -0.33
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Les atomes de I’azote (N) dans

-SO:NH -0.1
lons métalliques tel que Na* +1.0
lons métalliques tels que Ca’* et Fe®* +2.0

Le potentiel Ep,p est un potentiel linéaire qui utilise principalement deux ensembles de

parameétres différents :

- Le premier concerne 1’optimisation des interactions stériques (Van der Waals) entre les

atomes.
- Le second correspond a I’optimisation des potentiels des liaisons hydrogénes.

Les types d'atomes qui peuvent contribuer a la formation de liaisons hydrogéne sont classés

selon le tableau 2-2.

Tableau 2-2: Type d'atomes contribuant a la formation d'une liaison hydrogene.

Atomes Types
N et O sans H liés Accepteur
N et S avec un ou plusieurs H liés Donneur
O avec H attachés Accepteur et donneur
Tous les autres atomes Apolaire

L'équation suivante représente I'énergie d'interaction intramoléculaire du ligand :

Eint ra Z Z EPLP (ru) + Z A[l_ COS(m.H - 00)] + Eclash

icligand jeprotein flexible  bonds
=lgand Jep eq (4)
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Le premier terme de cette équation correspond a la somme d'énergies d'interaction entre toutes
les paires d'atomes du ligand. Le second terme représente I'énergie de torsion, cette énergie
dépend essentiellement de I'hybridation des atomes liés (Tableau 2-3). 6 est I'angle de torsion de
la liaison, cet angle ne correspond pas nécessairement a une seule torsion, une moyenne est
définie dans le cas ou plusieurs torsions sont déterminées. Le dernier terme, Eclash correspond a
une constante de pénalité attribuée a I'équation afin d'éliminer les conformations irréalisables du
ligand; la valeur de cette constante est de 1000 si la distance entre deux atomes lourds est
inférieure & 2,0 A. Si un atome lourd du ligand est situé en dehors de la région du site

d'interaction (I'espace de recherche) une constante de pénalité Eclash de 10000 est attribuée.

Tableau 2-3: Les parametres correspondant a I'énergie de torsion.

Liaison 6, m A
sp? —sp® 0.0 6 1.5
sp® —sp® T 3 3.0
*sp? —sp° 0.0 2 3.0
2.5.2.2 Plant Score

La fonction de score, PlantScore, est définie par les termes d'énergie suivants

E — 20

= f + f
PLP eq(5)

plantscore clash site

Le potentiel PLP est similaire & celui utilisé par MolDock Score, sauf qu’il prend en compte
plusieurs types d'interactions (répulsifs, enterrés, non polaires, liaisons hydrogéne et métaux).
Le choc de ligand et les potentiels de torsion, fclash et ftors prennent en compte les conflits des
ligands internes et les contributions de torsion pour les liaisons flexibles dans le ligand. Le
terme fsite spécifie une pénalité qui est calculée dans le cas d’une conformation (pose) de
ligand qui est située a l'extérieur du site de liaison. Le décalage énergétique de -20 est
initialement requis pour l'algorithme de recherche PLANTS. Ce décalage énergétique est inclus
ici afin que les scores PLANTS soient comparables a celle standard (MolegroVirtual Docker,
User manual 2011, 273).
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2.6 Les principales classes d'interaction

De nombreux types d’interactions non covalentes, ont été mis en évidence dans les
complexes protéine- ligand. Parmi les interactions qui peuvent exister celles de type polaire
comme les liaisons hydrogéne et celles de type hydrophobe qui résultent d’un contact entre des
groupements hydrophobes.

2.6.1 Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques peuvent étre de type ion-ion, ion-dipdle ou dipdle-dipdle
ou les dipdles peuvent étre permanents ou induits. Les interactions électrostatiques ion-ion ont
une plus grande portée que les autres types d’interactions électrostatiques (Prausnitz, 1999).

Les interactions ioniques sont des interactions fortes, attractives entre charges de signe
opposé (fig 2.5) et de distance inférieure a 4.5 A°. L’énergie de ces liaisons reste trés importante
de I’ordre de 10 K.cal.mol™ et elles stabilisent fortement les structures tridimensionnelles au
cceur des protéines (Israelachvili, 1997 ; Lahana, 1997; Bosshard, 2004) .

A\
[ Distance, . <4,5 A ] °llllllll° —NHE - ;}

Figure 2.5: Interactions électrostatiques ioniques

2.6.2 Liaison hydrogéne

La liaison hydrogéne est une force attractive qui s’effectue entre deux groupes d’atomes
contenant un atome d’hydrogéne. C’est une liaison physique qui se situe entre la liaison
covalente et I’interaction électrostatique, mais la force d’interaction dominante reste
électrostatique (Isaacs, 1999). Cette liaison ne s’opére pas avec n’importe quel atome. Il faut un

donneur et un accepteur :

— Le donneur est I’atome d’hydrogéne lié de maniére covalente a un atome électronégatif ;

généralement un azote, un oxygéne, ou un fluor.

— L’accepteur est un autre atome électronégatif ; comme ’azote, 1I’oxygene ou le fluor.
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Par conséquent la liaison hydrogeéne est le résultat d’une interaction dipdle-dipble, comme le

montre la figure 2.6.

Distance,, <3,5A 5

. &+
Distance,,., <2,5A (\) \H‘_,(/&\\ >\'_H"" ‘0
~ ) "

135° < Angle 0 < 180° 0 -

Figure 2.6: Liaison hydrogene

Les liaisons hydrogene sont généralement présentées par deux parametres : la longueur de la
liaison et I’angle formé par les trois atomes. Les valeurs des angles et des distances varient

respectivement de 90 & 180 degrés et de 1.2 3 4.0 A.

Ces parameétres caractéristiques vont apprécier la force des liaisons hydrogéenes. On distingue

trois catégories classées dans le tableau 2.4.

Tableau 2-4: Les trois catégories de liaison hydrogene.

Longueur () = Angle (°) Energie (kcal/mol) Description

22a4.0 90 a 150 0.24a1 Faible intensité, comparable & Van der

Waals, liaison de type électrostatique.

15a3.2 1302180 1a4 Liaisons modérées, situées entre les deux
extrémes
12a25 1754180 4410 Liaison forte de type covalente

Ces interactions qui s’établissent entre deux groupes d’atomes, peuvent s’effectuer entre deux

molécules différentes (intermoléculaires), ou d’une méme molécule (intramoléculaires).

Elles sont importantes pour le repliement protéique, les changements conformationnels et la
reconnaissance protéine/ligand. De plus, elles affectent les propriétés physico-chimiques des
molécules, telles que la solubilité et la perméabilité membranaire qui sont des éléments cruciaux

dans le développement d’un médicament (Pauling, 1951 ; Berman, 2000).
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2.6.3 Les interactions de VVan Der Waals

Ce sont des interactions entre atomes, ou molécules neutres, elles résultent des
interactions attractives multipolaires, d'induction et de dispersion qui sont équilibrées a courte
distance par les forces répulsives. Ces interactions s’appliquent a tres courte distance et ne
concernent donc que les atomes de surface. Elles sont nombreuses et contribuent
essentiellement dans la recherche de la corrélation stérique entre le ligand et la protéine
réceptrice (Karp,2004 ; . Voet 2005). On distingue trois types d’interactions :

- Interaction dip6le permanent — dipole permanent ou effet d’orientation de Keesom : Ce type

d’interaction se développe entre deux molécules polaires.

Figure 2.7: Les forces de Keesom : dip6le permanent/permanent

- Interaction dip6le permanent — dipdle instantané ou effet d’induction de Debye : Ce type
d’interaction se développe entre une molécule polaire et une molécule quelconque (polaire ou

apolaire).

molécule polaire molécule apolaire
S+ &~ y
\__:/ Rapprochement { J
&+ o— S+ &—

Déformation du nuage électronique

Création d’un dipéle induit

Figure 2.8 : Les forces de Debye : dip6le permanent/induit

- Interaction dip6le instantané — dipble instantané ou dispersion de London : Ce type

d‘interaction se développe entre deux molécules quelconques (polaires ou apolaires).

Ces interactions sont trés faibles mais dans le cas des macromolécules, leur nombre élevé va

produire au totale une force importante.
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Figure 2.9: Les forces de London : dip6le induit/induit

2.6.4 Interactions hydrophobes

Les substances hydrophobes sont des molécules ou un groupe d’atomes non polaires qui
ne sont pas capables de former des liaisons hydrogénes et ne peuvent pas s’hydrater. Elles ont
la tendance a se rassembler de facon a minimiser les contacts avec I’eau. Les molécules d’eau
se réorganisent alors autour de ces substances hydrophobes de maniére a minimiser 1’énergie de
’ordre 7 Kcal mol™® (Schulz, 1978). Cet effet hydrophobique a d’importantes influences sur la
conformation et la stabilité des molécules (Lin, 2008; Eriksson, 1992). Il existe plusieurs type
d’interactions hydrophobiques ; on peut citer celles qui se forment entre un cycle aromatique et
les atomes d’un autre cycle, d’un amide ou des groupements méthyle. Des études sur

I’interaction protéine-ligand ont montré que ce type d’interaction est le plus fréquent.

Pasde Ilalsnn hydrogéne Cunl:il:ls Liaisons
entre Feau et les solutés (L et R} hydrophobes L-R hydrogéne
BEau-eau

Figure 2.10: Interaction hydrophobe
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2.7 Conclusion

Le processus de docking est l'une des premiéres étapes dans la conception de
médicaments. 1l consiste a faire interagir un ligand avec un récepteur, généralement de nature
protéique. En conséquent, le plus grand avantage des méthodes de docking protéine-ligand est
qu'ils peuvent proposer des hypotheses structurelles sur la fagon dont une petite molécule peut
interagir avec sa cible macromolécule. Des études ont montré que certains algorithmes de
docking sont plus fiables que d'autres pour reproduire le mode de fixation expérimentale de
ligand. La contrepartie de ces techniques est généralement une hausse des temps de calcul et des
ressources. Le nombre de programmes de docking actuellement disponibles est élevé et n'a

cessé d'augmenter au cours des dernieres décennies.

Apres avoir présenté dans ce chapitre les éléments bibliographiques essentiels relatifs a la
compréhension de la méthodologie du docking moléculaire nous présenterons dans les
chapitres suivants , ’application de cette méthodologie dans 1’étude des interactions Enzyme-
Ligand : cas des inhibiteurs de la topoisomérasel dans le but de caractériser les mécanismes
d’interaction mis en jeu et principalement de développer de nouveaux inhibiteurs en faisant
appel aux approches in silico de modélisation des interactions enzyme-inhibiteur par docking

moléculaire en utilisant le programme Molegro Virtuel Docker (MVD).
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3.1 Introduction

La découverte de nouvelles molécules anticancéreuses, plus efficaces et moins toxiques, a
base de plantes et dérivées de la camptothécine, constitue un défi pour les chercheurs jusqu’a
nos jours. Plusieurs travaux ont été réalisés sur le plant de ’extraction et I’ identification de
nouvelles structures derivees de la camptothécine, ou bien la synthése organique des similaires
de ce principe actif. Le régne végétal est toujours I'une des ressources naturelles, offrant aux
chercheurs plus d'opportunités d'obtenir de nouvelles structures de base et une plus grande
diversité structurelle. Dans ce chapitre, nous utiliserons une base de données virtuelle des
similaires de la camptothécine et une seconde base de données de produits naturels d'Afrique du
Nord.

L'objectif de ce travail est de cribler des molécules par amarrage moléculaire a l'aide du

logiciel Molegro Virtual Docker V.06.

3.2 Matériels utilisés

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé les matériels suivants :

3.2.1 Microordinateurs

Station de travail HP Z230 Tawer équipée de :

e Processeur : quadricoeur Intel® Xeon® E3 1225 V3 3.20 GHz ;
e Mémoire installée (RAM) : 8.00 Go ;
e Carte graphigue NVIDIA GeForce GTX 1050Ti ;

e Systéme d’exploitation : Windows 7 pro 64 bits.
Station de travail HP Z230 Tawer équipée de :

e Processeur : Intel® Xeon® E5- 2620 V3 2.4 GHz (double processeurs);
e Mémoire installée (RAM) : 32.00 Go ;
e Carte graphique TESLA K40 CARD 12 GB DDR5 ;

e Systeme d’exploitation : Windows 7 pro 64 bits.
Ordinateur équipé de :

e Processeur : Intel® core™i5-4300 CPU 2.50 GHz ;
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e Mémoire installée (RAM) : 8.00 Go ;

e Carte graphique VGA Standart ;

e Disque dur : 500 Gb;

e Systéme d’exploitation : Windows 7 pro 64 bits.

3.2.2 Programmes (logiciels)

Plusieurs logiciels ont été utilisés pour la réalisation de ce travail :
e Logiciel de docking moléculaire : MVD 6.0 sous licence développé par Molegro Aps-
Danemark ;
e Logiciel openbabel ;
e Microsoft Excel 2010.

3.2.3 Banques de données (chimiothéques)

e PDB (Protein Data Bank) :

La banque de données protéiques (Protein Data Banc ou PDB) est une collection
mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (Structure 3D) de macromolécules
biologiques : protéines essentielles et acides nucléiques. Ces structures sont déterminées par
cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN. Cette base de données est accessible

gratuitement a l'adresse (http://www.rcsb.org/pdb/ ).
e ZINC database :

La base de données ZINC est une collection organisée de composés chimiques
disponibles, commercialisés et destinés au criblage virtuel. Cette base de données est disponible
en téléchargement gratuit (http://zinc.docking.org) dans plusieurs formats de fichiers courants,
notamment les formats SMILES, mol2, 3D SDF et DOCK.

e ANPDB:

La base de données (ANPDB) produits naturels africains est une fusion de bases de
données NP de diverses régions d'Afrique. Actuellement, 'ANPDB comprend la base de
données sur les produits naturels d'Afrique du Nord (NANPDB) et la base de données sur les
produits naturels d'Afrique de 1'Est (EANPDB). L’ANPDB est la plus grande base de données
de NP isolées d'organismes indigenes du continent africain. Elle couvre 6 515 composés isolés

principalement & partir de 1 042 organismes sources ; principalement des plantes, avec des
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contributions de micro-organismes, d'animaux et de sources marines. Cette base de données est

disponible en téléchargement gratuit (http://african-compounds.org/).

3.3 Méthodes

3.3.1 Docking moléculaire

Le docking moléculaire est l'une des stratégies les plus fondamentales et les plus
importantes pour la découverte de médicaments. Il permet de prédire la position et 1’orientation
d’une petite molécule par rapport a une autre comme cible macromoléculaire pour avoir le
complexe le plus stable, dans lequel différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre ces deux molécules. Ce travail consiste a étudier les interactions entre
deux séries de molécules avec I’enzyme ou la cible choisis comme inhibiteurs de I’ADN Topol

humaine par le docking moléculaire en utilisant le logiciel MVD.
3.3.2 Reproduction de la structure cristalline

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (Root-Mean-
Square-Derivation) de la pose du ligand calculée par le logiciel par rapport au ligand de
référence. La valeur admise est une différence maximale de 2 angstréms, au-dela de laquelle la

prédiction est considérée non adéquate.

Afin de nous assurer que le programme MVD peut étre utilisé sans trop d’erreurs, dans ce
travail nous avons appliqué le test RMSD sur six structures cristallines des protéines
Toplhumaines-ADN téléchargées a partir de la banque de données de protéines, dans lesquelles
les codes PDB sont 1T8l, 1K4T, 1RR8, 1SC7, 1TL8 et 1SEU qui sont respectivement
complexés avec six inhibiteurs différents EHD, TTC, TTG, M38, Al3, et SA3.

3.3.3 Le choix du complexe 1K4Tpdb

La Topoisomérsel humaine est la cible thérapeutique que nous avons étudiée dans notre
travail, sa structure tridimensionnelle est disponible sous format pdb via la banque de données
Protein Data Bank. Parmi les six complexes "Topol humaine-ADN-inhibiteur" proposés par
cette banque (Tableau 3.1), nous avons choisi le complexe Topol-ADN- Topotecan ayant pour

code : 1K4T. Le choix de ce complexe est dicté par sa faible valeur de résolution 2.10 A.
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Tableau 3-1: Les codes PDB des complexes *"Topol humaine -ADN-inhibiteur' avec Leur

résolution.

Code PDB Code PDB Résolution Poids moléculaire

du complexe du ligand (A) (kDa)
178l EHD 3.00 70
1KAT TTC 2.10 84.97
1RR8 TTG 2.60 70
1SC7 M38 3.00 70
1TL8 Al3 3.10 70
1SEU SA3 3.00 70

3.3.4 Choix du logiciel de docking moléculaire

Le logiciel « Molegro Virtual Docker » (MVD) a été sélectionné pour les calculs de
docking moléculaire en raison de sa disponibilité au laboratoire, sa grande modularité des
paramétres (contraintes, docking, scoring, clustering) et sa précision de docking. Il permet
également d’avoir une évaluation différenciée (composantes de la fonction de scores accessibles

a I'utilisateur) de I’affinité vers le cofacteur et vers le ligand.

3.3.5 Préparation des molécules au docking moléculaire
3.3.5.1 Préparation du récepteur (protéine)

Dans notre étude nous avons utilis€é un complexe ternaire constitué de 1I’ADN
topoisomérasel humaine et le ligand « topotecan » qui a été publié en 2001 par staker et coll
sous le nom «1KA4T pdb», et qui a été extrait de la banque de données (RCSB)
(http://www.rcsb.org/pdb). Sa structure cristalline 3D a une résolution de 2,10 A, un poids
structurel de 84,97 kDa , une longueur d'acides aminés de 592 et ne contient qu'une seule chaine
(chaine A) (Figure3.1) (McDonald, 1994 ; Neelam, 2019).

Avant le docking, les atomes d’hydrogéne sont rajoutés aux protéines et tous les hétéroatomes
non récepteurs tels que I'eau et les ions ont été supprimés pour avoir un modele simplifié de la

protéine.
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Figure 3.1: Structure cristalline du complexe ADN-topol (A) Structure cristalline du
complexe ADN-topol- Topotecan (B)

3.3.5.2 Préparation de ligands
Dans ce travail, nous avons utilisé deux chimiothéques :

Une chimiothéque tirée ou téléchargée a partir de la base de données
(http://zinc15.docking.org/) avec I’extension « sdf» et déclarées comme similaires de la

Camptothécine avec un coefficient de similarité de Tanimoto égal ou supérieur a 50%.

Au total, 738 structures de ligands ont été collectées et enregistrées sous format « mol2 » a l'aide

du logiciel OpenBabel ensuite préparées a l'aide du programme MVD.

Une deuxiéme chimiothéque regroupe plus de 5790 molécules extraites de plantes médicinales
d’Afrique du Nord, représentant plusieurs familles, telles que les flavonoides, les terpénes, les
alcaloides. Les molécules de cette chimiothéque ont été déterminées par les chercheurs des pays
de cet espace géographique en utilisant plusieurs techniques et méthodes expérimentales. Les
molécules possedent un poids moléculaire varie de 94.112 a 1108.78 dalton et constituées de
plusieurs fonctions chimiques telles que la fonction hydroxyle, acide carboxylique, noyaux
aromatiques, aldéhyde et esters. Cette chimiothéque est téléchargée sous I’extension « sdf » a
partir du site web www.african.compounds.org. Les molécules sont ensuite enregistrées sous
format « mol2 » a l'aide du logiciel OpenBabel en gardant les numéros les identifiant avec

I’¢élimination des noms connus accompagnant chaque structure.
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3.3.6 Criblage de la chimiothéque

Le criblage débute par l'importation de tous les ligands de notre chimiothéque dans le
«work space» du MVD. Le «score» des poses obtenues pour chaque ligand meéne a un

classement des meilleures poses basées sur leurs énergies d'interaction «Moldock score».
3.3.7 Protocole du docking moléculaire
Le docking moléculaire a été réalisé a l'aide du logiciel Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD)

e Paramétres de la grille de calculs

Le programme MVD utilise dans les calculs de docking moléculaire une grille
tridimensionnelle, permettant d’augmenter la vitesse d’évaluation de I’énergie d’interaction
ligand/récepteur. Cette grille englobe largement le site actif de la protéine étudiée et permet la
libre rotation du ligand dans ce site (Puspaningtyas, 2014; Yang, 2004). Le centre de cette boite
est déterminé par les coordonnées X et Y et Z avec les dimensions 21.24 A, — 3.97 A, 28.12 A,
respectivement. La boite est alors centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a
la taille de tous les ligands étudiés. Les parametres par défaut ont été utilisés pour tous les
calculs (Wang, 1999; Korb, 2009). Le docking moléculaire qui a été effectué avec une regle de
grille de 0,3 A contient 50 exécutions indépendantes avec un nombre maximum de 20 itérations
exécutées sur une seule population de 100 individus. Le site de liaison actif était considéré
comme une molécule rigide, tandis que les liaisons rotatives des ligands étaient libres et les

brins de ’ADN convertis en cofacteur avant de lancer les calculs du docking moléculaire.
e L’algorithme de recherche

Nous avons choisi Moldock Optimizer, algorithme de recherche basé sur les algorithmes

génétiques (voir chapitre 02).
e Fonction de score

Lors de la simulation du docking plusieurs poses candidates peuvent étre obtenues pour
chaque ligand, nous avons sélectionné les meilleures poses avec les énergies les plus basses
selon la fonction de score basée sur une grille «MolDock Score »( voir chapitre 02). Toutes ces
énergies sont stockées et regroupées dans un fichier destiné a étre inspecté dans le «work space»
du MVD.
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4.1 Redocking du programme MVD

Les résultats obtenus du Redocking des ligands de référence contre les complexes topol-
ADN sont rassemblés dans le tableau 4.1 Nous remarquons que le RMSD de tous les atomes
entre deux conformations est inférieur & 2 A pour toutes les protéines, indiquant que les
parametres pour la simulation d'amarrage est bonne pour reproduire les structures cristallines
De plus, la structure cristalline (1K4T) a la plus petite valeur de RMSD (0.57 A) ; par

conséquent, son ligand cocristallisé a été sélectionné et validé pour le reste de cette étude.

Tableau 4-1: Redocking des ligands de référence dans plusieurs PDB

Code PDB Code PDB RMSD (A°)
du complexe du ligand

178l EHD 0.673119
1K4T TTC 0.576747
1RR8 TG 0.831694
1SC7 M38 1.51331
1TL8 Al3 1.23254
1SEU SA3 0.873734

Ces résultats sont fortement cofirmés par 1’analyse visuelle qui montre a chaque fois une
superposition maximale de la meilleure pose du ligand calculée par MVD avec la géométrie du
méme ligand donnée par diffraction des rayons-X (Figure 4.1- 4.6). Le programme choisi peut

donc étre considéré comme adéquat pour traiter ce probléme.

Figure 4.1 : Superposition de la géométrie du ligand EHD obtenu par rayon-X (coloré en

jaune) et celle calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré en rouge).
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Figure 4.2: Superposition de la géométrie du ligand TTC obtenu par rayon-X (coloré en

jaune) et celle calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré en rouge).

Figure 4.3: Superposition de la géométrie du ligand TTG obtenu par rayon-X (coloré en

jaune) et celle calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré en rouge).

Figure 4.4: Comparaison de la conformation expérimentale du ligand M38 (coloré en
jaune) avec sa conformation optimale calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré

en rouge).

80



Chapitre 4: Résultats et discussion

Figure 4.5: Comparaison de la conformation expérimentale du ligand Al3 (coloré en
jaune) avec sa conformation optimale calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré

en rouge).

Figure 4.6: Superposition de la géométrie du ligand SA3 obtenu par rayon-X (coloré en

jaune) et celle calculée par docking moléculaire avec MVD (coloré en rouge).

4.2 Docking moléculaire de la premiére série de chimiotheques

Afin d'améliorer l'activité inhibitrice de la CPT, nous avons utilisé la méthode de
criblage virtuel d'une premiere série de chimiothéques pour étudier son mode d'inhibition contre
la protéine cible. La base de données propose 738 similaires de la CPT. La technique de
simulation d'amarrage a été réalisée en utilisant Molegro Virtual Docker (MVD) avec des
similaires de la CPT et qui ont été amarrés avec I'ADN-topol humaine comme cible protéique.
Les calculs ont été terminés aprés sept jours, et nous avons obtenu 506 poses, qui représentent

10% du nombre totale des poses sélectionnées.

Les dix meilleures poses ont été classées en fonction de leur Moldock score, de la liaison
hydrogene, de I'interaction protéine-ligand et de l'interaction ligand-ADN. Les résultats selon

I'énergie du Moldock score sont rassemblés dans le Tableau 4.2, ceux obtenus selon I'énergie de
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la liaison hydrogéne sont rassemblés dans le tableau 4.3. Les résultats selon I'énergie du ligand-

ADN et I'énergie des interactions ligand-protéine sont résumes dans les tableaux 4.4 et 4.5,

respectivement, générés a partir de ces quatre descripteurs.

Les structures des 34 meilleurs ligands sélectionnés sur la base du criblage virtuel sont illustrées

dans la figure 4.7.

Tableau 4-2: Classification des dix premiéeres poses suivant I'énergie du Moldock score

Molécule ID/pose E.Moldock L’EL.H N°de Interactions
Score (k L.H des résidus
(kcal/mol)  cal/mol)
1(Irrinotecan) 1612996/00 -265.15 -2.536 5 Arg364, Asp533, Thr718
2 21882279/00 -229.993 -5.442 7 Arg364
3 96316309/00 -227.305 -2.077 4 Asp533, Thr718
4 40407694/00 -227.077 -1.902 10 Arg364
) 95911711/00 -225.539 -9.747 13 Arg364,Asn352,Glu365,
Tyr426
6 96399379/00 -224.825 -0.035 4 Arg364
7 72329717/00 -224.473 -0.562 13 Arg364,Thr718
8 601814/00 -224.349 -1.928 10 Arg364
9 27884431/00 -224.348 -2.289 6 Asp533, Thr718
10 27981817/00 -224.298 -2.192 8 Asp533, Thr718
Topotecan 1611274/00 -213.925 -2.479 6 Arg364, Asp533, Thr718
Camptothecin 105309/00 -189.818 -2.104 4 Asp533, Thr718

Tableau 4-3: Classification des dix premiéres poses suivant I'énergie de la liaison

hydrogéene (H) dans I'interaction Ligand — Topl

Molécule ID/pose E.Moldock Score L’E L.H (K. N°de Interactions
(K.cal/mol) cal/mol) L.H des résidus
1 95911711/00 -225.539 -9.747 13 Arg364, Asn352,
Tyr426, Glu365
2 9407486/00 -206.022 -7.443 10 Arg364, Arg488,

82



Chapitre 4: Résultats et discussion

Asp533, Thr718

3 18968484/00 -209.558 -7.136 11 Arg364, Arg488

4 13728929/00 -196.368 -5.858 8 Arg364, Asn722,
Lys532

5 80332264/00 -182.288 -5.775 6 Arg364, Arg488

6 9405527/00 -194.408 -5.447 9 Arg364, Asn722

7 21882279/00 -229.993 -5.442 7 Arg364

8 12303514/00 -216.735 -5.416 9 Arg488, Lysb32,
Thr718

9 33010359/00 -200.517 -5.221 10 Arg364, Thr718,
Lys532

10 270395407/00 -195.684 -5.156 9 Arg364, Asn722,
Thr718

Irrinotecan 1612996/00 -265.150 -2.536 5 Arg364, Asp533,
Thr718

Topotecan 1611274/00 -213.925 -2.479 6 Arg364, Asp533,
Thr718

Camptothecin  105309/00 -189.818 -2.104 4 Asp533, Thr718

Tableau 4-4: Classification des dix premiéres poses suivant I'énergie d'interaction ligand-

ADN
Molécule ID/pose E.Moldock  L’énergieL.LH  N°de Interactions
Score (K. Cal/mol) L.H des résidus
(K.cal/mol)
1(Irrinotecan)  1612996/00 -265.15 -2.536 5 Arg364, Asp533, Thr718
2 36369738/00 -208.625 -2.500 4 Arg364
3 34922052/00 -199.681 -2.305 6 Arg364
4 12789672/00 -220.626 -3.057 10 Arg364
5 40407694/00 -227.077 -1.902 10 Arg364
6 8603572/00 -212.594 -0.613 4 Arg364
7 96399379/00 -224.825 -0.035 4 Arg364
8 58541838/00 -209.362 -1.512 5 Asn722, Thr718
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9 72329717/00
10 13690303/00
Topotecan 1611274/00

Camptothecin ~ 105309/00

-224.473

-221.125

-213.925

-189.818

-0.562

-3.606

-2.479

-2.104

13

Arg364, Thr718
Arg364, Thr718
Arg364, Asp533, Thr718

Asp533, Thr718

Tableau 4-5: Classification des dix premiéres poses suivant I'énergie d'interaction ligand-

protéine
Molécule ID/pose E Moldock L’E L.H (K. N° de Interactions
Score Cal/mol) L.H des résidus
(K.cal/mol)
1 21868250/00 -206.689 -4.932 5 Arg364
2 12325713/00 -199.374 -3.360 5 Arg364, Lys374
3 22935752/00 -198.55 -3.227 7 Arg364, Tyr426
4 18968484/00 -209.558 -7.136 11 Arg364,Arg488
5 9407486/00 -206.022 -7.443 10 Arg364, Arg488, Asp533,
Thr718
6 12303514/00 -217.497 -4.306 9 Arg488, Lysb32, Thr718
7 8931715/00 -200.449 -2.35317 7 Arg364
8 33260536/00 -197.137 -0.726 11 Arg364, Thr718, Lys532
9 13693741/00 -201.814 -4.371 8 Arg364, Arg488, Lys532,
Asn722
10 34912206/00 -195.247 0.000 0 No residues
Irrinotecan 1612996/00 -265.15 -2.536 5 Arg364, Asp533, Thr718
Topotecan 1611274/00 -213.925 -2.479 6 Arg364, Asp533, Thr718
Camptothecin ~ 105309/00 -189.818 -2.104 4 Asp533, Thr718
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Figure 4.7: structures des 34 meilleurs ligands sélectionnés sur la base du criblage virtuel

4.2.1 Analyse des résultats

D’aprés les résultats obtenus, selon le vecteur d'énergie protéine-ligand les dix meilleures
poses présentent huit structures similaires a la CPT, dautre part, nous avons trouvé neuf
composés similaires par rapport au vecteur d'énergie de liaison hydrogéne, huit composés
similaires par rapport au vecteur interaction ligand-ADN et trois composés similaires selon le

vecteur énergétique de Moldock score.

L’analyse du mode d’interaction du complexe Topol-TTC-ADN en tant que référence

montre que I’effet inhibiteur de TTC est du essentiellement & :
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Une stabilisation du TTC dans le site actif avec une énergie totale de -213,925 kcal/mol.

La formation de six liaisons hydrogéne avec les résidus Arg364, Asp533 et Thr718 avec

une énergie totale de -2,47 kcal/mol.

Les résultats ressortant du docking des dix meilleurs poses de chaque vecteur de notre

chimiotheque, en comparaison avec le ligand de référence, sont résumés comme suit :

Les énergies de score totale des composés similaires sont comparables a celle de la
TTC, variant entre -182,288 et -229,993 kcal/mol. Il est & noter que les composés ayant
les meilleures énergies de score total sont 21882279, 96399379, 72329717 et 12303514.

Les énergies de score total de tous les composés similaires sont meilleures que celle de

la CPT, qui a une valeur énergétique de -189,818 kcal/mol.

La majorité des composés similaires montre une meilleure énergie de liaison
hydrogene, en comparaison avec la référence, variant entre -0,03 et -7,44 kcal/mol.
Selon le nombre de liaison hydrogene formeée entre le ligand et la cible, vingt et une
molécules forment de quatre a treize liaisons hydrogenes, parmi lesquelles les
composés : 21882279, 96399379, 72329717, 33010359, 9407486, 18968484,
13728929....interagissent avec le résidu Arg364. En revanche, les deux molécules
12303514 et 58541838 ne forment aucune liaison hydrogéne avec ce résidu et la

molécule 34912206 ne forme aucune liaison hydrogéne.

L'irinotécan a la pose la mieux classée, sur la base des deux vecteurs d'interactions

étudiés Topol — ligand et ADN - ligand, avec une énergie de -265,15 kcal/mol.

Les énergies de score totale de tous les dérivés de la CPT sont meilleurs que celles de
la TTC et de la CPT a I’exception de la molécule 18968484, qui a une valeur
énergétique de -209,558 kcal/mol.

La majorité des dérivés de la CPT montre une meilleure énergie de liaison hydrogéne,

en comparaison avec la référence, variant entre -1,90 et -9,74 kcal/mol.

Nos résultats sont complétés par une analyse visuelle des interactions de chaque molécule
avec Topo I-ADN.

Le composé 1612996 (Irinotécan) est classé en premier pour les deux vecteurs (ADN-ligand et

score de Moldock), qui fournit un complexe enzyme-inhibiteur hautement stabilisé, ainsi qu'une
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énergie de -265,15 kcal/mol. La molécule est bien centrée dans la région du site actif de
I’enzyme et forme des interactions de liaison hydrogénes. La premiere liaison H établie avec
I'atome d'azote du cycle pyridinique (cycle B) et I'atome d'azote de résidu Arg364 (=N...H-N
(Arg364)) d'une longueur de 3,4880 A°, une seconde liaison hydrogéne avec le groupement
hydroxyle en position 20 et le carbonyle du résidu Asp533 (O-H....O=C (Asp533)) avec une
longueur de 2.60496 A°. L’oxygene du cycle pyranonique (cycle E) forme une troisieme liaison
hydrogene avec le groupement hydroxyle du résidu Thr718 (O...HO(Thr718)). De plus, deux
liaisons hydrogéne sont identifiées séparément ; une liaison est entre I'ADN et le groupe
carbonyle du cycle de la pyridinonique (cycle D), et l'autre est établie entre I'ADN et I'atome
d'azote du cycle B. Enfin, I'lrinotécan est stabilisé par les interactions de Van Der Waals (Figure
4.8).

Figure 4.8: Interactions entre I'lrinotécan et le complexe ADN-topol

Le composé 21882279 est une molécule similaire au CPT, bien centralisée dans le site actif de
I'enzyme et classée dans la seconde pose selon le vecteur MolDock Score avec une valeur
énergétique de -229,993 kcal/mol. Ainsi, le résidu Arg364 semble étre le résidu interagissant
significativement dans le site actif, dans lequel on a remarqué qu'il y a une formation de deux
liaisons hydrogene entre les acides aminés et les atomes d'azote du cycle triazole (=N... H-N
(Arg364)). Leurs longueurs de liaisons correspondantes sont respectivement de 2,59 et 2,89A.
De plus, la stabilité de ce composé est renforcée par quatre interactions de liaison H formées
entre la base de I'ADN et les atomes d'azote du cycle triazole et le groupe carbonyle du cycle
pyridazinone (Figure 4.9). Par conséquent, l'inhibition du composé 21882279 pourrait étre

attribuée aux interactions stériques qui ont lieu dans le complexe formé.
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Figure 4.9: Interactions entre le composé 21882279 et le complexe ADN-topol

Les composés : 96316309 (Figure 4.10 (A)), 40407694 (Figure 4.10 (B)) et 95911711 (Figure
4.10 (C)), dérivés de la CPT sont également bien centrés dans la région du site actif de
I’enzyme. Ces molécules présentent des liaisons hydrogenes avec les résidus : Asp533, Thr718,
Arg364, Asn352, Glu365 et Tyrd26, rendant les complexes formés plus stables et ils sont
stabilisés aussi par des interactions de Van der Waals avec la base d'/ADN et les résidus

enzymatiques.
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Figure 4.10: interactions entre le composé 96316309 et le complexe ADN-topol, (B)
interactions entre le composé 40407694 et le complexe ADN-topol, (C) interactions entre

compose 95911711 et le complexe ADN-topol.

D'autre part, les deux composés 9407486 et 18968484 sont des molécules similaires au CPT,
classées respectivement dans les deuxiéme et troisieme poses comme prédit par les résultats du
vecteur de liaison H. Ces molécules sont bien centralisées dans le site actif de I'enzyme,
montrant six liaisons hydrogéne avec des résidus d'acides aminés (Arg488, Thr718, Arg364 et
Asp533) pour le composé 9407486 (Figure 4.11 (D)), et quatre liaisons hydrogéne avec des
résidus (Arg364 , Arg488 et Thr718) pour le composé 18968484 (Figure 4.11 (E)). En outre, les

deux composés présentent des liaisons hydrogéne avec I'ADN et des interactions stériques.
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Figure 4.11: (D) interactions entre le composé 9407486 et le complexe ADN-topol, (E)

interactions entre le composé 18968484 et le complexe ADN-topol.

Par ailleurs, les deux composés 21868250, 12327513 sont similaires au CPT avec des énergies
de score de -206,689 kcal/mol et -199,374 kcal/mol et sont classés en premiere et deuxieme
poses par rapport au vecteur protéine-ligand respectivement. Ces molécules sont bien centrées
dans le site actif de I'enzyme, le composé 21868250 présente une liaison hydrogene avec le
résidu Arg364 de longueur 2,96761 A et quatre liaisons hydrogéne avec I'ADN (Figure 4.12
(F)). Le composé 12327513 a établi une liaison hydrogéne avec le résidu Arg364 et une
seconde liaison avec le résidu Lys374 et trois autres liaisons hydrogene avec I'ADN (Figure

4.12 (G)). De plus, ces deux molécules sont stabilisées par des interactions de Van Der Waals

Figure 4.12: (F) interactions entre le composé 21868250 et le complexe ADN-topol, (G)

interactions entre le composé 12327513 et le complexe ADN-topol.
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De méme, les composeés 36369738, 34922052 identifiés comme similaires au CPT, présentent
une énergie de score comprise entre -208,62 kcal/mol et -199,68 kcal/mol. lls sont classés,
respectivement, dans la deuxiéme et la troisiéme pose comme prédit par le descripteur ADN-
ligand. Les deux molécules sont bien insérées dans la cavité de I'enzyme, le composé 36369738
a montré une liaison hydrogeéne avec le résidu Arg364 de 2,86A de longueur et trois liaisons
avec I'ADN (Figure 4.13(H)). Le composé 34922052 a établi une liaison hydrogéne avec le
résidu Arg364 de longueur 2,73 A et quatre liaisons hydrogeéne avec I'ADN (Figure 4.13 (1)). De
plus, ces deux molécules sont également stabilisées par I'ADN et le résidu Arg364 par des

interactions stériques.

Thr718

Figure 4.13: (H) interactions entre le composé 36369738 et le complexe ADN-topol, (1)

interactions entre le composé 34922052 et le complexe ADN-topol.

En conclusion, une étude d'amarrage moléculaire a été menée afin de comprendre l'interaction
de liaison entre un ensemble de 24 inhibiteurs similaires a la camptothécine et le complexe
topol-ADN. D'aprés les résultats obtenus, on peut conclure que :

e Les ligands les mieux classés ont montré de fortes interactions stériques ADN-ligand.

e Tous les composés similaires représentent, du point de vue énergétique, une bonne
affinité avec les résidus du site actif, en raison de leurs structures moléculaires
hétérocycliques et conjuguées. Cette affinité est due essentiellement a la présence des
interactions de liaisons hydrogene ainsi que des interactions stériques de type n-n (Van
Der Walls). Ce qui nous permet de prédire un caractere inhibiteur prometteur de ces

molécules
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4.3 Docking moléculaire de la deuxieme chimiotheque

Aprés la préparation de la deuxieme chimiothéque, nous avons lancé le criblage virtuel a
I’aide du Molegro Virtual Docker avec les parametres cités dans la section précédente. Les
calculs ont été terminés aprés quatre jours, et on a obtenu 4004 poses classées suivant leurs
valeurs de Moldock Score comme fonction de score. Une vingtaine de poses (Figure 4.14) avec

les meilleures valeurs énergétiques sont retenues et présentées dans le tableau 4.6.
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Tableau 4-6: Les énergies d’interaction Moldock Score des vingt meilleures poses obtenues

Interactions externes

Interactions Internes

Interactions Protéine-ligand

Interactions Cofacteur-ligand

Interactions Ligand-ligand

Electrostatique
Molécule Energie L’énergie L.LH | Stérique by (K.cal/mol) L’énergie Stérique by | Electrostatique Torsion Stérique by Electrostati-
Totale (K.cal/mol) PLP L.H PLP (K.cal/mol) strain PLP que
(K.cal/mol) (K.calimol) | Short | Longrange | (K.calfmol) | capmoly (K.callmol) | (K.cal/mol) | K.cal/mol)
range
1 -352.335 -2.499 -38.187 0.000 0.000 -30.285 -280.997 0.000 24.780 26.526 0.000
2 -334.827 -11.741 -47.381 0.000 0.000 -45.725 -252.324 0.000 21.137 56.741 0.000
3 -334.188 -13.762 -63.835 0.000 0.000 -43.170 -223.635 0.000 12.092 67.240 0.000
4 -322.133 -16.512 -91.154 0.000 0.000 -25.645 -148.336 0.000 29.411 1.613 0.000
5 -319.231 -12.242 -85.543 0.000 0.000 -21.305 -209.854 0.000 5.281 63.872 0.000
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6 -309.268 -7.695 -67.429 0.000 0.000 -30.349 -194.312 0.000 18.285 52.653 0.000
7 -306.681 -9.269 -80.732 0.000 0.000 -26.963 -214.553 0.000 15.266 57.236 0.000
8 -302.752 -12.560 -73.463 0.000 0.000 -15.240 -167.333 0.000 20.284 -1.363 0.000
9 -297.144 -11.749 -60.566 0.000 0.000 -26.555 -199.342 0.000 9.531 29.976 0.000
10 -294.952 -3.713 -53.863 0.000 0.000 -24.669 -209.386 0.000 14.439 34.722 0.000
11 -292.118 -14.620 -64.423 0.000 0.000 -10.142 -198.682 0.000 19.731 78.686 0.000
12 -281.987 -2.726 -52.821 0.000 0.000 -22.543 -181.683 0.000 5.561 32.337 0.000
13 -277.470 -8.858 -63.806 0.000 0.000 -21.452 -178.956 0.000 14.870 40.332 0.000
14 -272.533 -13.136 -131.184 0.000 -7.217 -30.792 -115.724 9.838 1.552 84.967 0.000
15 -268.664 -6.158 -34.967 0.000 0.000 -29.686 -192.802 0.000 25.082 47.742 0.000
16 -256.426 -3.185 -116.178 0.000 0.000 -16.060 -130.796 0.000 2.957 69.099 0.000
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17 -253.279 -4.394 -42.395 0.000 0.000 -25.709 -199.865 0.000 5.554 45.853 0.000
18 -243.728 -8.060 -38.992 0.000 0.000 -12.042 -198.818 0.000 6.425 58.327 0.000
TTC -224.996 -4.596 -32.707 -2.534 6.860 -1.797 -188.441 -9.145 0.133 17.047 0.000
20 -202.796 -9.647 -98.794 0.000 0.000 -11.833 -115.447 0.000 0.972 72.546 0.000
21 -187.083 -2.950 -9.668 0.000 0.000 -13.597 -158.036 0.000 0.000 18.770 0.000
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Nous avons representé dans la figure 4.14 les structures des vingt molécules obtenues.
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OH OH
OH HO OH
OH HO
HO
HO
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OH
HO

7- acide 3'-O-methyl-4-0O-(3",4"-di-O-galloyl-alpha-L-
rhamnopyranosyl)éllagique

11- quercetin -3-gentiobioside -7-glucoside 12- terflavin B

OH

13- quercetin-3-O-(6'-caffeoyl)-sophoroside
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Structures des vingt molécules obtenues
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4.3.1 Analyse des résultats

D’aprés le tableau, on remarque que :

L’énergie des interactions stériques de type Van Der Waals entre le ligand et la
protéine est toujours une valeur inférieure par rapport a I'énergie de la liaison
hydrogéne, ce qui signifie que la contribution de la liaison stérique a la stabilité du
complexe est supérieure a la contribution de la liaison hydrogéne. Il en va de méme

pour les interactions ADN-ligand.

L'énergie de la liaison stérique entre le ligand et la protéine dépasse I'énergie de la

liaison stérique entre le ligand et I'ADN.

L’énergie externe engendrée lors de I’interaction du ligand avec I’ADN renforce de

fagon remarquable la stabilité du complexe ternaire « Enzyme-ligand-ADN ».

L’énergie stérique ADN-ligand est le premier facteur responsable de la cohésion du
complexe ternaire, suivie par I’énergie stérique ligand-protéine, ensuite 1’énergie de la
liaison hydrogéne de I’interaction ligand-ADN et enfin 1’énergie de la liaison

d’hydrogene de I’interaction ligand-protéine.
Les interactions électrostatiques ne contribuent pas a la stabilité du complexe ternaire.

Les valeurs d’énergie totale de molécules sélectionnées varient de -352.335 a -187.083
kcal/mol, tandis que celle de la molécule de référence « TTC » est de -224.996
Kcal/mol. Ainsi, I’énergie d’interaction ligand — protéine de ces poses est limitée entre -
151.536 et -12.618 Kcal/mol, cependant 1’énergie d’interaction protéine-TTC est

estimée a -32.707 Kcal/mol.

On observe également que 1’énergie de I’interaction Ligand — ADN varie dans un intervalle de -
311.282 a-127.279 Kcal/mol, alors que I’énergic ADN-TTC est de -199.382 Kcal/mol.

Ces résultats suggerent que ces composés peuvent avoir une meilleure affinité que le composé

de référence et donc une meilleure stabilité au site actif.

Analyse visuelle des dix premiéres poses :

La molécule N°1 est I’acide 3'-O-methyl-4-O-(n"-O-galloyl-beta-D-xylopyranosyl) ellagique,

qui est bien centralisée dans le site actif de I'enzyme et classée dans la premiére pose selon

I’énergie MolDock Score avec une valeur de -352,335 kcal/mol. La molécule forme six

liaisons hydrogéne avec les résidus de I'enzyme dont la premiere se trouve entre le
(HO...Gly363 ; d= 3.10 A), la deuxiéme entre (CO...Arg364 ; d= 2.77A), la troisiéme entre
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(CO...Arg364 ; d= 2.39 A), la quatriéme entre ( CO...Asn722 ; d= 2.59 A), la cinquiéme entre
(CO...Asn722 ; d=3.22 A) et la sixiéme entre (H3CO...Lys751 ; d= 3.30 A) (Figure 4.15).Cette
molécule présente également treize liaisons hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.16) et des
interactions de type Van der Waals ont également été détectés entre le ligand et les résidus :
Asn722, Lys751, Pro431, Leu721, Arg364 et Gly363.
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Figure 4.15: Interactions de la 3'-O-methyl-4-O-(n""-O-galloyl-beta-D-xylopyranosyl)

ellagic acid avec la Topo 1

Figure 4.16: Interactions de I’acide 3'-O-methyl-4-O-(n""-O-galloyl-beta-D-xylopyranosyl)
ellagique avec ’ADN
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La molécule 2, Iisorhamnetin-3-gentiobioside-7-glucoside, classée en seconde pose prsente une
énergie du complexe formé d’une valeur de -334.827 kcal/mol. Sur la Figure 4.17, la molécule
forme cing liaisons hydrogéne dont la premiére se trouve entre le (HO...Asp533 ; d= 3.12 A),
la deuxiéme entre (HO...Arg364 ; d=2.85 A), la troisiéme entre (CO...Arg364 ; d= 2.51 A), la
quatriéme entre ( CO... Arg364 ; d= 3.52 A) et la cinquiéme entre (HO...Asp533 ; d= 2.60 A).
En outre cette molécule présente dix huit liaisons hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.18) et des
liaisons stériques avec les résidus : Asp533, Lys374, Arg364 et Glu418.

Figure 4.17 : Interactions de I’isorhamnetin-3-gentiobioside-7-glucoside avec la Topo 1

Figure 4.18 : Interactions de I’isorhamnetin-3-gentiobioside-7-glucoside avec ’ADN

La molécule 3 est la quercetine-3-rutinoside-7-glucoside. Elle est classée en troisieme pose, et

bien insérée dans la cavité de I’enzyme. Sur la figure 4.19, la molécule montre sept liaisons
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hydrogéne dont la premiére se trouve entre le (HO...Glu356 ; d= 3.10 A), la deuxiéme entre
(HO...Tyr426 ; d=3.11 A), la troisiéme entre (CO...Arg364 ; d=3.27 A), la quatriéme entre (
CO... Arg364 ; d= 3.49 A), la cinquiéme entre (HO...Thr718 ; d= 3.45 A), la sixiéme entre (
HO... Asn722 ; d= 2.67 A) et la septiéme entre (HO...Gly363 ; d= 3.19 A). De plus cette
molécule présente seize liaisons hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.20) et des liaisons stériques
avec les résidus : Arg364 et Gly363.

Asn 352

Tyr 426

Figure 4.19: Interactions de la quercetine-3-rutinoside-7-glucoside avec la Topo 1

Figure 4.20: Interactions de la quercetine-3-rutinoside-7-glucoside avec I’ADN
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La molécule 4, la 2",2"-di-O-beta-glucopyranosyl-vicenin Il, est bien centralisée dans le site
actif de I'enzyme avec une énergie MolDock Score de -322,133 kcal/mol. L’ analyse visuelle du
complexe nous révele quatre liaisons hydrogéne avec les résidus de I'enzyme dont la premiere
se trouve entre le (HO...Asn722 ; d= 2.63 A), la deuxiéme entre (HO...Lys425 ; d= 3.10A), la
troisiéme entre (HO...Tyr426 ; d= 3.09 A) et la quatriéme entre ( HO...Tyr426 ; d= 3.07 A)
(Figure 4.21). Cette molécule présente aussi treize liaisons hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.22)
et des interactions de type Van der Waals avec les résidus : Asn722, Lys425, Ala351 et Asn352.

Figure 4.21: Interactions de la 2",2""'-di-O-beta-glucopyranosyl-vicenin Il avec la Topo 1

Figure 4.22: Interactions de la 2',2""-di-O-beta-glucopyranosyl-vicenin II avec ’ADN
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La molécule 5 est ’acide 4-O-(3",4"-di-O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl) ellagique , elle est
bien centrée dans la région du site actif de I’enzyme et elle présente sept liaisons hydrogéne
dont la premiére se trouve entre le (HO...Asp533 ; d= 3.01 A), la deuxiéme entre
(HO...Asp533 ; d= 2.62 A), la troisiéme entre (CO...Arg364 ; d= 3.04 A), la quatriéme entre (
CO... Arg364 ; d= 3.03 A), la cinquiéme entre (CO...Arg364 ; d= 3.26 A), la sixiéme entre (
CO... Asn722 ; d= 3.10 A) et la septiéme entre (HO...Lys425 ; d= 2.65 A) (Figure 4.23). De
plus cette molécule présente dix liaisons hydrogene avec I’ADN et des interactions stériques
avec les résidus enzymatiques (Figure 4.24).

e
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Figure 4.23: Interactions de I’acide 4-O-(3",4""-di-O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)

ellagique avec la Topo 1
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Figure 4.24: Interactions de I’acide 4-O-(3",4""-di-O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)
ellagique avec PADN

La molécule 6, la kaempferol-3-sophoroside-7-glucoside est bien centralisée dans le site actif de
l'enzyme. L’analyse visuelle du complexe nous montre six liaisons hydrogéne avec les résidus
de I'enzyme dont la premiére se trouve entre le (HO...Glu356 ; d= 3.10 A), la deuxiéme entre
(HO...Tyr426 ; d= 2.98A), la troisiéme entre (HO...Met428 ; d= 3.31 A), la quatriéme entre (
HO...Thr718 ; d= 2.6 A), la cinquiéme entre (CO...Arg364 ; d= 3.35 A) et la sixiéme entre (
CO... Arg364 : d= 3.55 A) (Figure 4.25).Cette molécule présente également dix liaisons
hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.26) et des interactions de type Van der Waals avec les résidus
: Asn352, Arg364, Glu356 et Asn352.
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Figure 4.25: Interactions de la kaempferol-3-sophoroside-7-glucoside avec la Topo 1

Figure 4.26: Interactions de la kaempferol-3-sophoroside-7-glucoside avec I’ ADN

La molécule 7 est l’acide 3'-O-methyl-4-O-(3",4"-di-O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)
ellagique qui est classée en septieme pose, et bien insérée dans la cavité de I’enzyme. Sur la
Figure 4.26, la molécule montre cing liaisons hydrogéne dont la premiére se trouve entre le
(HO...Thr718 ; d= 3.17 A), la deuxiéme entre (HO...Lys425 ; d= 2.63 A), la troisiéme entre
(CO...Arg364 ; d= 3.43 A), la quatriéme entre ( CO... Arg364 ; d=2.73 A) et la cinquiéme
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entre (CO...Arg364 ; d=2.54 A). Cette molécule présente également dix liaisons hydrogéne
avec ’ADN (Figure4.27) et des liaisons stériques avec les résidus : Arg364,Lys425, Thr718 et
Tyr426.

v < Asn 352
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Figure 4.27: Interactions de I’acide 3'-O-methyl-4-O-(3"",4"-di-O-galloyl-alpha-L-

rhamnopyranosyl) ellagique avec la Topo 1

Figure 4.28: Interactions de I’acide 3'-O-methyl-4-O-(3",4""-di-O-galloyl-alpha-L-
rhamnopyranosyl) ellagique avec ’ADN

La molécule 8, la tellimagrandine Il est bien centrée dans la région du site actif de I’enzyme et
elle présente huit liaisons hydrogéne dont la premiere se trouve entre le (CO...Asn352 ; d=
2.89 A), la deuxiéme entre (HO...Lys436 ; d= 2.59 A), la troisiéme entre (HO...Tyr426 ; d=
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3.27 A), la quatrieme entre (HO...Tyr426 ; d= 3.10 A), la cinquiéme entre (HO...Tyr426 ; d=
3.45 A), la sixiéme entre (HO...Tyr426 ; d= 3.11 A), la septiéme entre (HO...Asn722 ; d=
3.02 A) et la huitiéme entre (HO...Lys425 ; d= 3.43 A) (Figure 4.28). D’autre part, cette
molécule présente onze liaisons hydrogéne avec I’ADN (Figure 4.29) et des interactions

stériques avec les résidus enzymatiques.

Figure 4.29: Interactions de la tellimagrandine 11 avec la Topo 1

Figure 4.30: Interactions de la tellimagrandine II avec PADN
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La molécule 9, la gallotannin 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-beta-D-glucose, est bien centralisée dans le
site actif de I'enzyme. L’analyse visuelle du complexe nous montre six liaisons hydrogene avec
les résidus de l'enzyme dont la premiére se trouve entre le (HO...Glu356 ; d= 2.98 A), la
deuxiéme entre (HO...Asn722 ; d= 2.62A), la troisiéme entre (HO...Lys425 ; d= 2.93 A), la
quatriéme entre ( HO...Thr718 ; d= 3.27 A), la cinquiéme entre (HO...Asn352 ; d= 2.87 A) et
la sixieme entre ( HO... Leu429 ; d= 3.10 A) (Figure 4.30). Par ailleurs cette molécule présente
onze liaisons hydrogene avec I’ADN (Figure 4.31) et des interactions de type Van der Waals
avec les résidus : Asn722, Thr718, Glu356, Lys425 et Leu429.

“\asn 722

7\

Figure 4.31: Interactions de la gallotannin 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-beta-D-glucose avec la

Topo 1
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Figure 4.32: Interactions de la gallotannin 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-beta-D-glucose avec
P’ADN

La molécule 10, la tellimagrandine | est classée en dixieme pose, et bien insérée dans la cavité
de I’enzyme. Sur la figure 4.32, la molécule montre quatre liaisons d’hydrogéne dont la
premiére se trouve entre le ( HO... Asn722 ; d= 3.35 A), la deuxiéme entre (HO...Tyr426 ; d=
3.05 A), la troisiéme entre (CO...Arg364 ; d=3.10 A) et la quatriéme entre (CO... Asn352 ; d=
3.58 A). En outre cette molécule présente dix liaisons hydrogéne avec 1I’ADN (Figure 4.33) et
des liaisons stériques avec les résidus : Arg364, Tyr426, Asn352 et Asn722.

Figure 4.33: Interactions de la tellimagrandine | avec la Topo 1
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Figure 4.34: Interactions de la tellimagrandine I avec PADN

En conclusion, les résultats du docking moléculaire nous ont permis de sélectionner les dix -huit
premiers composés qui peuvent étre proposés comme meilleurs inhibiteurs pour notre cible
thérapeutique. La grande affinité avec les résidus de la cavité principale de la topol a été
démontrée par les énergies basses ainsi que le mode d’interaction en comparaison avec la TTC,
de plus nous avons effectué une recherche bibliographique qui a montré que ces molécules
possedaient des activités biologiques diverses dont 1’activité anticancereuse lors de précedentes
recherches (Tableau 4.7).
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Tableau 4.7: Nom, espece, origine et les activités biologiques des vingt meilleures molécules obtenues

N° composé Nom du composé Nom, espéce, origine Activités biologiques
1 Acide 3'-O-methyl-4-O-(n"-O-galloyl-beta-D-xylopyranosyl) | Terminalia : T. horrida, Antidiabétiques, antimicrobiens,  antioxydant,  antimutagénes,
ellagique T.bellerican et T. chebula antiprolifératifs, anti-inflammatoire, néphroprotecteur, antivirale,
(Egypte) (B.Pfundstein, 2010). antifongique, immunomodulateur, hépatoprotecteur, antivirale,
anti-cancérigenes, anti-anaphylactique, anti-ulcérogene, anti-
arthritique, cyto-protectrices, Anti-Alzheimer, radio-protectrice et
cardio-protectrice (S.Chanda,2013) ; (P.Singh, 2017) ; (Kolla, 2017).
2 isorhamnetin-3-gentiobioside-7-glucoside tribulus pentandrus et tribulus Antispasmodique, antibactérien, anthelminthique, diurétique,
terrestris (Egypte) aphrodisiaque, antiurolithique, immunomodulateur, antihypertenseur,
(N.A.M.Saleh, 2000). antihyperlipidémique, antidiabétique, hépatoprotecteur, anticancéreux,
antibactérien, analgésique et anti-inflammatoire ( W. Zhu, 2017) ;
(B.lvanka, 2019).
3 quercetin-3-rutinoside-7-glucoside tribulus pentandrus et tribulus

terrestris (Egypte)

Antispasmodique, antibactérien, anthelminthique, diurétique,

aphrodisiaque, antiurolithique, immunomodulateur, antihypertenseur,
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(N.A.M.Saleh, 2000).

antihyperlipidémique, antidiabétique, hépatoprotecteur, anticancéreux,
antibactérien, analgésique et anti-inflammatoire( W. Zhu, 2017);

(B.lvanka, 2019).

2",2"-di-O-beta-glucopyranosyl-vicenin Il

Ephedra aphylla(Egypte)
(S.A.M.Hussein, 1997).

Anticancéreux, antiprolifératif, anti-inflammatoire, antidiabétique,
antihyperlipidémique, hépatoprotectrice, antiarthritique, antigrippal ;
potentiel pro-apoptotique, cytotoxique, antimicrobiennes et
antioxydantes(K. Elhadef, 2020).

Acide 4-0-(3",4"-di-O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)

ellagique

Terminalia : T. horrida,
T.bellerican et T. chebula
(Egypte) (B.Pfundstein,2010).

Antidiabétiques, antimicrobiens, antioxydant, antimutagénes,
antiprolifératifs, anti-inflammatoire, néphroprotecteur, antivirale,
antifongique, immunomodulateur, hépatoprotecteur, antivirale,

anti-cancérigénes anti-anaphylactique, anti-ulcérogene, anti-
arthritique, cyto-protectrices, Anti-Alzheimer, radio-protectrice et
cardio-protectrice (S.Chanda,2013) ; (P.Singh, 2017) ; (Kolla, 2017).

kaempferol-3-sophoroside-7-glucoside

Equisetum ramosissimum
(Egypte) (N.A.M.Saleh, 1980).

Activités pharmacologiques in vivo :

activité sur le systéme nerveux central, activité dans I'hyperplasie
bénigne de la prostate, activité cicatrisante, analgésique, anti-
inflammatoire et antidiurétiques.

Activité pharmacologique in vitro: anti-microbien, cytotoxique,

anémie, vih, anti-hémorragique, anticancereux, anti-oxydant,
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hépatoprotecteur, effet sur le systeme immunitaire, effet sur le systéme
urinaire, anti-lesishmanial, effet antidiabétique (M. Yusuf, 2020) ; (N.
S. A.Savaya, 2020).

Acide 3'-O-methyl-4-0O-(3",4"-di-O-galloyl-alpha-L-

rhamnopyranosyl) ellagique

Terminalia : T. horrida,
T.bellerican et T. chebula

(Egypte) (B.Pfundstein, 2010).

Antidiabétiques, antimicrobiens,  antioxydant,  antimutagénes,
antiprolifératifs, anti-inflammatoire, néphroprotecteur, antivirale,
antifongique, immunomodulateur, hépatoprotecteur, antivirale,

anti-cancérigenes, anti-anaphylactique, anti-ulcérogene, anti-
arthritique, cyto-protectrices, Anti-Alzheimer, radio-protectrice et
cardio-protectrice (S.Chanda,2013) ; (P.Singh, 2017) ; (Kolla, 2017).

tellimagrandin |1

Tamarix nilotica (Egypte)
(M.A A.Orabi, 2010) .

Antiseptique, antipyrétique,anti-inflammatoire, anti-microbienne,
antioxydante, inhibitrice de I'uréase in vitro, antimitotique, anti-
mutagene, hépatoprotectrices et cytotoxique(A. A. Mozzamil, 2019) ;
(S. A. Shebl, 2019) ; (S. AbouZzid, 2011); (R. O. Bakr, 2013).

gallotannin 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-beta-D-glucose

Tamarix aphylla (Egypte)
(M.A A.Orabi, 2015) .

Cytotoxicité in vitro, antiprolifératives contre certains types de cancer,
antioxydante, anti-microbienne (N. Alhourani, 2018); (M. H. A.
Suleiman, 2019).
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tellimagrandin | Quercus coccifera et quercus Antioxydante, antibactérienne, cytotoxique, anticancéreuse, anti-
10 zl:)zezr (Algérie) (1. Hideyuki, inflammatoire,  neuroprotectrice, hépatoprotecteur,  antidiabétique,
)- anticancéreux (M. Taib, 2020).
11 quercetin-3-gentiobioside-7-glucoside tribulus pentandrus et tribulus Antispasmodique, antibactérien, anthelminthique, diurétique,
terrestris (Egypte) aphrodisiaque, antiurolithique, immunomodulateur, antihypertenseur,
(N.A.M.Saleh, 2000). antihyperlipidémique, antidiabétique, hépatoprotecteur, anticancéreux,
antibactérien, analgésique et anti-inflammatoire( W. Zhu, 2017);
(B.lvanka, 2019).
12 terflavin B Terminalia : T. horrida, Antidiabétiques, antimicrobiens, antioxydant, antimutagénes,
T-bellerican et T. chebula antiprolifératifs, anti-inflammatoire, néphroprotecteur, antivirale,
(Egypte) (B.Pfundstein,2010). antifongique, immunomodulateur, hépatoprotecteur, antivirale,
anti-cancérigenes, anti-anaphylactique, anti-ulcérogene, anti-
arthritique, cyto-protectrices, Anti-Alzheimer, radio-protectrice et
cardio-protectrice (S.Chanda,2013) ; (P.Singh, 2017) ; (Kolla, 2017).
Bassia muricata (Egypte)
. quercetin-3-O-(6"-caffeoyl)-sophoroside (M.S.Kamel, 2001). Antioxidant, allélopathique, antimicrobien (A. Abd-ElGawad, 2020).
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14 nilotinin MA Tamarix nilotica (Egypte) Antiseptique, antipyreétique,anti-inflammatoire, anti-microbienne,
(M.A.A.Orabi, 2010) . antioxydante, inhibitrice de I'uréase in vitro, antimitotique, anti-
mutagéne, hépatoprotectrices et cytotoxique (A. A. Mozzamil, 2019) ;
(S. A. Shebl, 2019) ; (S. AbouZid, 2011); (R. O. Bakr, 2013).
15 quercetin-3-gentiotrioside Tribulus pentandrus et tribulus Antispasmodique, antibactérien, anthelminthique, diurétique,
terrestris (Egypte) aphrodisiaque, antiurolithique, immunomodulateur, antihypertenseur,
(N.A.M.Saleh, 2000). antihyperlipidémique, antidiabétique, hépatoprotecteur, anticancéreux,
antibactérien, analgésique et anti-inflammatoire ( W. Zhu, 2017) ;
(B.lvanka, 2019).
16 2,3:4,6-bis-hexahydroxydiphenyl-I-galloyl-beta-glucose Terminalia arjuna (Egypte) Cardiotonique, hypatoprotectrice, immunomodulatrice,, insecticide,
(F.E.Kandil, 1997). antioxydant, antidysentérique, antidiabétique, antimicrobien, activité
cytotoxique, propriétés antimutagénes, puissant anti-inflammatoire et
antioxidant_(S. Akhter, 2012) ; (A. Amalraj, 2017) ; (A.Alam, 2019).
17 spinacetin 3-diglucoside Anvillea radiata (Algérie) Antioxydant, anti-inflammatoire, antihyperglycémiant,
(H.Dendougui, 2006). antihyperlipidémiant, anticholinestérasique, activité inhibitrice de la
tyrosinase, antibactérienne, antifongique, activité cytotoxique (D.H.
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Saoud, 2019) ; (C.Kandouli, 2017).

18 isorhamnetin 3-robinobioside Herniaria fontanesii (maroc) Propriétés antioxydantes, antiproliférative, anti-inflammatoire in vitro et
(A.N.Mbark, 1995). Inhibition de I'acétylcholinestérase (H. Tlili1,2019).

20 stemphylanthranol B Stemphylium globuliferum Anticancéreux, anti-inflammatoire, antidiabétique, antioxydant, antiviral
(Egypte) (Y.Liu, 2014). et antimicrobien. (W.A.Elkhateeb, 2021); (S. K. Deshmukh, 2015).

21 Acide ellagique Terminalia : T. horrida,

T.bellerican et T. chebula

(Egypte) (B.Pfundstein, 2010).

Antidiabétiques, antimicrobiens, antioxydant, antimutagénes,
antiprolifératifs, anti-inflammatoire, néphroprotecteur, antivirale,
antifongique, immunomodulateur, hépatoprotecteur, antivirale,
anti-cancérigenes, anti-anaphylactique, anti-ulcérogene, anti-
arthritique, cyto-protectrices, Anti-Alzheimer, radio-protectrice et
cardio-protectrice (Chanda, 2013 ; Singh, 2017 ; Kolla, 2017).
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail était de développer in silico par docking moléculaire de
nouvelles structures anticancéreuses agissant comme inhibiteurs puissants de la topol humaine,
qui est une cible thérapeutique prometteuse pour la découverte de nouveaux médicaments

contre le cancer. Afin d'atteindre cet objectif nous sommes passés par plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous avons Vérifié la reproductibilité des résultats expérimentaux
par le logiciel Molegro Virtual Docker (MVD) a I’aide du protocole du redocking moléculaire .
Pour cela nous avons fait appel aux deux tests : le premier est le test RMSD (root-mean-square
deviation) sur six structures cristallines des protéines topol humaines-ADN téléchargées de la
PDB qui sont complexés avec six inhibiteurs différents et qui ont présenté un RMSD inférieur a
2 A. Le deuxiéme test est I’analyse visuelle, il montre une superposition maximale du ligand
calculée par MVD et la conformation expérimentale du méme ligand provenant de la PDB. Ces
deux tests nous ont permis de conclure que le programme MVD est tres fiable et qu'on peut
I’utiliser en toute confiance pour modéliser les interactions de la topol humaine avec les divers

inhibiteurs qui nous intéressent.

Dans un deuxiéme temps, nous avons pu élucider les interactions entre la topol humaine
et 738 ligands similaires de la CPT tirés de la base de données ZINC . Les résultats ressortant
du docking des dix meilleures poses montrent que tous les composés similaires se sont avéres
avoir une affinité plus élevée que la CPT. La premiere molécule classée (21882279) a montré
une énergie de score la plus élevée (—229,993 kcal/mol) et qu'elle se lie a la cavité par le résidu

Arg364.

Dans un troisieme temps, nous avons identifié de nouveaux inhibiteurs en prenant 5790
molécules extraites de plantes médicinales d’Afrique du Nord téléchargées d’un site web. Les
résultats de docking moléculaire nous ont permis de proposer dix-huit composés comme des

nouveaux inhibiteurs potentiels de la topol humaine.

Pour conclure, compte tenu des résultats obtenus dans ce travail qui consiste a
I'élucidation de l'inhibition de la topol humaine par docking moléculaire, il semble que les
composés proposés présentent une meilleure contribution a l'inhibition pour diminuer

I’évolution du cancer.

Sur la base de ces résultats, nous envisageons d’approfondir I’étude de I’effet de ces

nouveaux composés sur l'inhibition de la topol humaine, en faisant appel a d'autres programmes
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de docking moléculaire. En termes de perspectives, ce travail pourra étre complété et prolongé
par une étude expérimentale in vitro et/ou in vivo qui sont indispensable pour valider ces

molécules en tant qu’inhibiteurs de la topol humaine
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Abstract

DNA topoisomerase 1 (Top1) is a prime target of chemotherapy agents and a crucial enzyme that maintains DNA topology,
during transcription, replication, repair, and recombination by relaxing DNA torsional strain through reversible DN A single-
strand breaks process. Topl is a selective target of camptothecin (CPT)., a natural alkaloid compound and an important class of
anti-cancer drugs, that reversibly bind the covalent DNA-Top 1 complex. slowing down the religation of the cleaved DNA strand,
thus inducing cell death. However, the use of CPTs was hampered by several dmwhbacks. In the present study, we have performed
a receptor-ligand molecular docking analysis of a set of 738 camptothecin-like molecules in order to identify new potential
derivative structures of camptothecin, a more potent anticancer agent with better efficacy. less toxicity, and side effects. MolDock
score and hydrogen bonding interactions are the parameters used for docking studies. The inhibition phenomenon is mainly
governed by various non-covalent interactions, including hydrogen bonds, steric interactions, and van der Waals interactions
between the DNA basis and ligand. Among the top 10 ranked molecules. all the CPT similar ligands were found to have higher
binding affinity in comparison with the CPT of the human DNA-Topl. The first ranked molecule (21882279) showed the
highest docking score value (— 229.993 kcal/mol) which it binds to the cavity by Arg364 residue. These results suggest that
similar ligands may serve as a leading compound for the development of anticancer agents.

Keywords Topoisomerase | - Cancer - Camptothecin - Moleculardocking

Introduction

Cancer is a pathological term commonly used in describing
several diseases that can affect on various vital parts of the
body through inducing abnormal cell proliferation in normal
tissues. All the affected cells are resulted from the same clone,
in which the initiator cancer cells receive some characteristics,
making them able to divide indefinitely and to form

Electronic supplementary material The online version of this article
(https:/fdoi.org' 10100 7/511 224020401 633-6) contins supplementary
material, which is available to authorized users.

= Abdelmalek Khoref Nacereddine
malek khonefid@yahoo .com

! Labomory of Applied Organic Chemistry, Department of
Chemistry, Faculty of Sciences, University of Badji- Mokhtar -
Annaba, BP 12, 23000, Annaba, Algeria

Department of Physics and Chemistry, Higher Momal School of
Technological Education-Skikda, Azmaba, Skikda, Algena

]

Published online: 21 September 2020

metastases [1]. Thus, today. the need to develop more potent
and selective antitumor agents remains a major concem and a
challenge for medicinal chemistry [2]). Pharmacentical indus-
try has always relied by natural substances or its synthetic
derivatives in order to explore potential drogs. Natural or
natural-derivative compounds, acting as topoisomerase
(Top) nhibitors, were successfully used in chemotherapeutic
cancer reatments [3]. Topoisomerases are an important group
of enzymes in all iving cells undergoing division, due to their
crucial role in resolving topological issues generated during
key muclear processes like replication, transcription, recombi-
nation, repair, and mitosis [4.5]. Modulation of supercoiled
DMNA is a key function of Top1 [6]. which cleaves the phos-
phodiester bond on a single DNA strand by nucleophilic at-
tack on catalytic tyrosine 723 and form a cleavage complex in
which 3' end of the broken DNA strand is covalently linked to
the enzyme [T].

DMNA-Top1 is a well-known target in tumor chemotherapy,
as result top 1 inhibitors constitute an important class of anti-
cancer drugs. Top1 inhibitors can be divided into two classes:

&) Springer
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Fig 1 Structure of camptothecn

suppressors and poisons. Suppressors do not stabilize the in-
termediate covalent DNA-Top] complex. Their interaction
with the free enzyme inhibits the binding of Topl to the
DNA cleavage site, thus preventing all subsequent stages of
the catalytic cycle. On the other hand. the poisons act after the
cleavage of DNA by the enzyme and inhibit religation. In this
case, the drug can freeze the Topol-DNA complex resulting
in the apoptosis of the cancer cell [8]. The main group of
Topol inhibitors is camptotehcin (Fig. 1).

The CPT was identified as an anticancer natral product
and an effective cytotoxic agent whose clinical activity has
been well-documented in the years of 1970 [9]. However, its
development was stopped due to pmblems with chemical sta-
bility of the hydroxylactone ring, low water solubility, and
severe side effects [10-13]. The primary mechanism of CPT
has given rise to new research msights on the induced toxic
effects [14. 15]. In viro smdies showed that CPT is able to
cause DNA strand breaks and thus preventing DNA replica-
tion [16]. In order to overcome CPT shortcomings, the mod-
ifications at selected sites have improved both pharmacologic
and activity profile, successfully lead to the development of
two water-soluble and FD A-approved drugs, topotecan (TTC)
and irmotecan (CPT-11) (Fig. 2). which were used for colon
and ovarian cancer reatment, respectively, and also to the
design of other new CPT derivatives, that are currently in
different stages of clinical mials [17-19).

In recent years, virtual screening is becoming a powerful
tool for drug development; it reduces time and cost discovery
and provides valuable structural and energetic informations
over traditional drug developing methods [20-22].

Owing to their antitumor potential, camptothecin deriva-
tives are still considered as a challenging research topic, in

Fig. 2 Structure of topotecan
(TTC) and innotecan (CPT-11)

4 springer
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Table1 Redocking of mferences ligand agninst topoisomemse-1-DNA
complenes
Compk=x FDB ID Ligand ID RMSD(A)
1781 EHD 0.673
1K4T T 0.576
IRRS el 0.831
15C7 M3& 1.513
ITLR Als 1.232
1SEU 843 0.873

order to further improve their anticancer activity and reduce
side effects. using computer-aided drug desgn like virtual
screening and molecular docking [23-25].

In this paper, we have performed a molecular docking
study using Molegro program, in order to determine the main
factors that govern the interaction of camptothecin similars
with Top 1-DNA complex [26-28]. The virual screening
accomplished using 738 camptothecin similars. The results
allowed the ranking of the top poses using four descriptors
that are HB DN A-ligand. HB Topl-ligand, steric effect
DMNA-ligand, and steric effect Top 1-ligand [29, 30].

Computational software and methods
Molecular docking

Molecular docking was camried out using Molegro Virtual
Docker 5.0 (MVD) software (httpz/Awww .clchbio.com) along
with Graphical User Interface (GUT); MVD tools was also
used to create grid, calculate dock score, and evaluate
conformers.

The active binding site region has a definite spherical re-
gion that encompasses all proteins within 15.0 A of bound
crystallographic ligand atom with selected coordinates of X
(2124 A, Y (—3.97 A). and Z (28.12 A) axes, respectively.
Default settings were used for all the calculations. Docking
that was performed with a gid mling of 0.3 A contains 50
independent runs with maximum number of 4000 iterations

Irinotecan
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Table 2 Classificaion of the ten first poses according o the Moldock score anargy

Compound [Mvpose Moldock scone H-bond score (kealimol) MNo.. of H-bonds H-bond interactng residues
{kcal/maol)

1 { brnnotecan) 161 2596/00 —265.15 — 253602 5 Arpi64, AspS32 Thrl 18

2 2IBR2279/00 —220993 — 544249 Argied

E] 9631 6309/00 —227308 —20711 4 AspS13 Thr7l8

4 4040769400 =227077 — 190299 10 Arglind

5 Y9117 100 —225539 —9.74742 13 Arglod AsndS2 Gludes Ty=26

f 9639937900 —224 825 — 00358738 4 Argied

7 T232071 700 —224473 — (562604 12 Arg 264 The7 18

8 HOTE1400 —224149 — 192869 10 Arglad

9 ZTEEH3 100 —224 48 — 22891 6 AspS33, Thrilg

10 2798181 7/00 —224 298 — 219251 8 AspS13 Thr7l8

Topotecan 161 127400 —213925 — 24796 6 Arg3od, AspS33, Thr7 18

Camptothecin 105309400 — 189818 — 2 1M 4 AspS33, The7l®

executed on single population of 100 individuals determined
by genetic algorithm. The active binding site was considered
as a rigid molecule, while the rotatable bonds of the ligands
were set to be free [31-34].

Protein selection and preparation

Human DNA-topoisomerase]l complexed with the poison
topotecan (PDB ID: 1KT4) was used as the target protein.
Its structure was retieved from the Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics (RCSH) Protein Data Bank
(httpe//www.resh.org/pdb). Tts 3D crystal structure has a
resolution of 2.10 A, a structural weight of 84.97 kDa and
amino acid length of 592 and contains only a single chain
(Chain A). Before docking all non receptor heteroatoms

such as water and ions were removed because they were
considered during the scoring and H-atoms, then they were
added to correct ionization and tautomenc states of amino acid
residues [35, 36].

Selection and preparation of ligands

A total of 738 ligand structures were extracted from the public
free ZINC database (http://zincl5.docking.org’) with the
extension “sdf.” After, we have adopted the Tanimito
coefficient as search parameters with 50% of similanty
threshold. The collected molecules were saved as “mol2”
files using openbabel software and prepared usmg MVD
module, where, proper bonds. bonds order, hybridization,
and charges were assigned for further docking studies.

Table3 Classification of the ten fist poses according © the energy of hydmogen (H) bond in ligand-Top 1 interaction

Compound ID/pose Moldock score (kcal'moli H-bond score (kealimol)  No.of H-bonds  H-bond interacting residues

1 95911711/00 —225539 —-0.74742 13 Arg3ed, AsndS2, Tyr426, Glules
2 WOT4RD 206022 — 74439 10 Argled, ArgdRR, Asp533, Thril 8
3 1806R4R4/00  —209.558 —7.13621 1 Argled, ArgdRE

4 1372R929/00 —196.368 — 585624 8 Arg36ed, AsnT22, Lys532

5 BO332264/00 - 182288 —-5.77512 6 Arpied, ArpdRE

[3 Q40552700 - 194408 —-5.4791 9 Argi6d, AsnT22

7 21882279/00  —229.993 — 544249 7 Arngied

8 12303514/00 —216.735 — 541646 9 ArpdBE. Lys532 Thr718

9 33010359/00 200517 —5.22107 10 Ampied, Thri 18, Lys532

10 270395407/00 - 195.684 —5.15639 9 Argled, Asn722, ThrTl8
Irminotecan 1612996/00  —265.15 —2.53602 5 Arg3ed, AspS33, ThrTls
Topotecan 161127400 —213.925 —2.4796 6 Arg3ed, AspSil, ThrTlg
Camptothecin 105309/00 - 189.818 —2. 10494 4 AspS533, ThiT18

&) Springer
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Table 4 Classification of the ten first poses according o the mergy of ligand-DNA interaction

Compound ID/pose Moldodk score (keal/mol) H-bond score (keal'mol) No. of H-bonds H-bond interacting residues
1 (Irinotecan) 161 2996/00 —265.15 — 253602 Argied, AspS33, Thri 18
2 6369 TIRI00 —208.625 —25 4 Argled

1 O2205200 —199.681 — 23543 6 Arpled

4 12789672/00 -220.626 —-3105723 10 Argied

5 A0407 694100 -227.077 — 1.90299 10 Argied

6 B603572100 —212.594 —(.613847 4 Argied

7 O6399379/00 —224.825 —(L0358718 4 Argled

g SES41RIR00 —2(9.362 - 1.51279 AsnT22, Thr7 18

9 7232971700 —-224473 —0.562604 13 Argied, ThiTl8

10 1369030300 —-221.125 — 1.6l646 f Argied, ThiT18
Topotecan 161127400 —213925 — 24796 f Argied, AspS33, Thil 18
Camptothecin 10530900 —189.818 — 2 4 AspS33, The7 18

Software method validation

To evaluate the accuracy of molecular docking, the
cocrystallized ligand has been retrieved and redocked onto
the active site. Root-mean-square deviation (RMSD) between
the docked structure and the original conformation of the in-
hibitor in each complex was calculated [36].

The validation method was performed with MVD using six
crystal stuctures of Human-Top] Proteins downloaded from
Protein Data Bank, in which the PDB Codes are 1 TR, 1K4T,
IRRE, 15C7, 1TLE, and 1SEU that are complexed respective-
ly with six different inhibitors, EHD, TTC, TTG, M38, ADB,
and SA3. The obtained results of the Redocking of references
ligand against topoisomerase- [-DNA complexes are collect-
ed in Table 1. We notice from Table 1 that the RMSD of all
atoms between two conformations is less than 2 A for all
proteins, indicating that the parameters for docking simulation

are good in reproducing X-ray crystal structures. In addition,
the crystal structure (1K4T) has the smallest RMSD value:
therefore, its cocrystallized ligand was selected and validated
for further docking expeniments.

Results and discussion

In order to improve the inhibitory activity of CPT, we used the
method of virtual screening of a collection of chemical mole-
cules to study its mode of inhibition agamst the protein; the
database offers 738 similar of CPT. The docking simulation
technique was performed by using Molegro Virtual Docker
(MVD) with similar of CPT, and they were docked with hu-
man DNA-topoisomemse-1 as protein target. This program
selected the best docked based on two criteria such as ligand
binding position and fimess fimction score comparison. We

Table 5 Classification of the ten first poses according i the enargy of ligand-prmoizin mtaraction

Compound ID/pose Moldock score (kcalmol)  H-bond score (kcal/mol) No. of H-bonds  H-bond interacting residues

1 21R6R250/00 —206.689 —493215 5 Amziad

2 1232571300 —199374 —336031 5 Argind, Lys374

3 IHISTSZO0 19855 —322732 7 Argi64, Tyr426

4 18968484100 209558 —-7.13621 11 Argiad Argd RR

5 Q407486/00 206022 — 74439 10 Arp364, Arpd88, AspS33, Thr18
[ 1230351400 217497 — 430666 9 Amg4RR, Lys532, The7l8

7 S931715/00 — 200449 23517 7 Argind

8 I26053600 —197.137 —0.726013 11 Arg 264, Thril B, Lys332

g 13693741000 201814 —-437116 & Argi64, Arpdff, LysS32, AsnT22
10 MOI2MA00 - 195247 0 1 Mo residues

Irninotecan I612996/00  —265.15 —253602 L1 Amgi64, Aspsid, Thell &
Topotecan 1611274/00  —213925 —2. 4796 [ Argi64, Asp533, Thell 8
Camptothecin 10530900 - 189818 —2.10494 4 AspS33 The? 18
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Fig. 3 The structures of the best 34 selected ligands based on the virtual sereening against top 1-DMNA complex

have obtained 506 top ranked poses, and the results have been
collected in Table 51 in Supporting Information.

The poses were ranked according to their Moldock score,
hydrogen bond, interaction protein-ligand, and interaction li-
gand-DNA. The top ten best poses together with their
docking result in the active site of human DNA

topoisomerase 1. The results according to the Moldock score
energy are collected in Table 2, while according to hydmgen
bond energy 1s given in Table 3, and according to the energy
of ligand-DNA and the energy of ligand-protein interactions
are summarized in Tables 4 and 5, respectively. as generated
from these four descriptors. The structures of the best 34
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selected ligands based on the virtual screening against top 1
DNA complex are illugtrated in Fig. 3.

The analysis of these results indicates that the top ten best
poses present a similar structure of CPT according to the
protein-ligand energy vector. On the other hand, we found 9
similar compounds with respect to hydrogen bond energy
vector, 7 similar compounds with regard to ligand-DNA in-
teraction vector, and 3 similar compounds according to the
Moldock score energy vector. Moreover. the affinity score
of all similar compounds is better than that of CPT with re-
spect to all four vectors; the compounds 21882279,
96399379, 72329717, 9407486, 18968484, 21868250, and
12327513, for example, have energies values of —229.993,

g Springer

¢ . Q) ( 3
R

Qo
-8

B 13693741 .
33260536 MILLNG
' Q
{ :': N
A
" o N
o
= o'\
= ;" rN M [+]
1 i)_’
Q N.Q .
12749672

34922052

—224.825, —224.473, — 206,022, — 209.558, — 206.689, and
—199.374 kcal/'mol, respectively, compared with the CPT
which has an energy value of — 189.81 & kcal/mol.
Moreover, the compound 1612996 (irinotecan) is ranked
first for the two vectors (DNA-ligand and Moldock score),
which provides a highly stabilized enzyme-inhibitor complex,
along with an energy of — 265.15 kcal/mol. The molecule is
well centered in the active binding site region and formed
hydrogen bonding interactions. The first H-bond established
with the nitmogen atom in the pyndine cycle (cycle B) and the
nitrogen atom of Arg364 (=N.. . H-N (Arg364)) with a length
of 3.4880 A, a second is developed between the hydroxyl
group in position 20 and the carbonyl residue of Agp533 (O
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Fig. 4 Hydrogen bond mteractions (sky blue dashes) between imnotecan
and DN A—topoisomemse | comple

—H...0=C (Asp533)) with a length of 2.60496 A, and a third
occurred between the oxygen atom of pyranonic cycle (cycle
E) and the hydroxyl group of residue The718 (O...H-0
(Thr718)), Furthermore, two hydrogen bonds are separately
identified: one bond is between DNA and the carbonyl group
of pynidine cycle (cycle D), and the other one is established
between DNA and nitrogen atom of cycle B. Finally.
irnotecan is stabilized by interacions Van Der Waals (see
Fig. 4).

The compound 2 1882279 is molecule similarto CPT, well-
centralized in the enzyme active site, and classified in the
second pose according to the Moldock score vector with an
energy vahie of —229.993 kcal'mol. Thereby, Arg364 seems
to be the significant interacting residue in the active site. in
which we have noticed that there is a formation of two hydro-
gen bonds between the amino acids and the nitrogen atoms of
the triazole cycle (=N... H-N{Arg364)). Their corresponding
bond length is respectively 2.59 and 2.89 A, Additionally, the
stability of this compound is strengthened with four H-bond
interactions displayed between the DNA basis and nitrogen

Fig. 5 Hydrogen bond interactions (sky blue dashes) between of
compound 2 1882279 and DN A—topoisomerase | complex

atoms of the mazole cycle and the carbonyl group of the
pyndazinone cycle (see Fig. 5). Therefore, the inhibition of
compound 21882279 could be ascribed to the steric interac-
tions that take place in the formed complex.

At the same manner, the derivatives of CPT, 96316309
(Fig. 6a), 40407694 (Fig. 6h), and 95911711 (Fig. 6c), are
well centralized within the active binding site region; they
exhibit H-bonds with the residue AspS33, Thr7 18, Arg364,
Am352, Ghu36s, and Tyrd26, making these complexes more
stabilized by the H-bonds and van der Waals interactions with
DNA basis and enzyme residues.

On the other hand, the two compounds, 92407486 and
18968484, are molecules similar to CPT, classified. re-
spectively in the second and third poses as predicted by
the H-bond vector results. These molecules are well-
centralized within the enzyme active site. showing six
H-bonds with amino acid (Arg488, Thr718, Arg3od,
and Asp533) residues for the compound 9407486 (Fig.
6d) and four H-bonds with residues (Arg364, Argd®&,
and Thr718) for the compound 18968484 (Fig. 6e).
Moreover, the two compounds exhibited H-bonds with
DNA basis and steric interactions.

Besides, the two compounds, 21868250 and 12327513, are
similar to CPT with score energies of —206.689 kcal/mol and
— 199374 keal'mol and are classified in first and second poses
relative to the protein-ligand vector, respectively. These mol-
ecules are well centered in the active binding site of the en-
zyme; the compound 2 1868250 exhibited an H-bond with the
residue Arg364 of length 296761 A and four H-bonds with
DMNA (Fig. 6f). Compound 12327513 established one H-bond
with residue Argi64 and a second H-bond with residue
Lys374 and two H-bonds with DNA (Fg 6g). In addition,
these two molecules are stabilized by Van Der Waals
interactions.

Likewise, the compounds 36369738 and 34922052 identi-
fied as similar to CPT, present score energy ranging between
— 208,62 kcal/mol and — 199,68 keal'mol. They are classified,
respectively, in the second and the third poses as predicted by
the DNA-ligand descriptor. Both molecules are well-inserted
into the enzyme’s cavity; compound 36369738 showed one
H-bond with the Arg364 residue 286 A in length and two
bonds with DNA (Fig. 6h). Compound 34922052 established
one H-bond with the Arg364 residue oflength 2.73 A and four
H-bonds with DNA (Fig. 61). In addition, these two molecules
are also stabilized by DNA and the Arg364 residue by steric
interactions.

From the obtained results, it is worth noting that CPT de-
rivatives substituted in positions 7, 9, 10. and 20 are good
inhibitors for Top FDNA complex, compared with the deriv-
atives substituted in positions 11 and 19. Moreover, due to the
heterocyclic and conjugated molecular structures, a highly
remarkable affinity for CPT similar compounds to active sites
was noticed.
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Fig. 6 a Hydrmogen bond interactions between compound 963 16309 and
1KT4. b Hydrogen bond interactions between compound 40407694 and
1KT4. ¢ Hydrogen bond interactions between compound 95911711 and
1KT4. d Hydrogen bond interactions between compound 9407486 and
1KT4. e Hydrogen bond interactions between compound 18968484 and

Conclusion

In this work, a molecular docking study has been performed in
order to understand the binding interaction between a set of
738 camptothecin-like inhibitors and Top1-DNA complex.
The following conclusions can be extracted from our findings:

i. The top-ranked ligands have shown strong steric DNA
ligand interactions.
ii. Irinotecan has the best ranked pose, on the basis of the
two studied vectors of interactions Top 1-ligand and
DNA-ligand.
Consistency between the molecular docking, and manual
spection ofbinding mode. confirmed that the inhibition
process is govemned by various non-covalent interactions
including hydrogen bonds, steric interactions. and Van
der Waals interactions between the DNA bases and
ligand.

iil.

g Springer
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1KT4. f Hydrogen bond mteractions batween compound 21868250 and
1KT4. g Hydrogen bond mteractions between compound 12327513 and
1KT4. h Hydrogen bond interactions between compound 36369 and
1KT4. i Hydrogen bond interactions between compound 34922052 and
1KT4

iv. All the similar compounds were found to exhibit a potent
inhibition activity compared with camptothecin, paving
the way to the design and the synthesis of new molecules
with improved inhibition potential.
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