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Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

Résumeé

L'objectif de cette étude a été d'étudier in silico 1'effet inhibiteur potentiel des flavonoides
du site ATPasique N-terminal du chaperon moléculaire Hsp90 comme mécanisme moléculaire
anticancéreux. Au début nous avons élaboré un protocole pertinent de criblage virtuel basé sur la
structure de la cible (structure-based virtual screening). Ce protocole de criblage a été appliqué en
premier lieu d'une maniere poussée sur 25 flavonoides des plus abondants dans l'alimentation, et en
deuxieme lieu, sur une chimiothéque de flavonoides et de coumarines de plus de 1000 molécules
préfiltrée a partir de plus 5700 structures selon des critéres pharmaceutiques, afin d'y découvrir des
molécules a effet potentiel contre la Hsp90.

Suite a une évaluation multicritéres fine des résultats du premier et deuxieme criblages,
16 molécules de différentes sous-classes de flavonoides se sont révélées plus ou moins actives
contre la Hsp90 in silico, dont 5 sont trés prometteuses, a savoir: 1'(-)-épigallocatéchine gallate,
1'(-)-épicatéchine gallate, 1'épicatéchine 3-0-(4-0-méthylgallate), la 3,4,2'4'-tetrahydroxy-2-
geranyldihydrochalcone, et I'artonine E.

Autant que nous sachions, honnis 1'(-)-€pigallocatéchine gallate dont I'effet inhibiteur sur le
site N-terminal ATPasique de la Hsp90 est controversé, les molécules jugées actives in silico dans
cette étude n'ont jamais été¢ évoquées dans la littérature comme inhibiteurs du site ATPasique N-
terminal de la Hsp90, et nous serions les premiers a les découvrir, et si elles s'averent tels in vitro,
ce serait 1a un nouveau mécanisme moléculaire découvert de I'effet anticancéreux des flavonoides.

Motsclés: flavonoides, Hsp90, criblage virtuel, docking, anticancéreux.
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Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

Introduction Générale

Depuis I'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours été
une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles sont des dérivés de produits naturels.

Les flavonoides et leurs conjugués forment un groupe trés vaste de ces produits
naturels. Ce sont des métabolites secondaires qui s'accumulent en quantités relativement
élevées dans les plantes, ou ils ont une multitude de fonctions : de structure, de défense,
d’attractifs pour les pollinisateurs, d'agents allélopathiques, de protecteurs contre les UV,
et de molécules de signalisation au sein de la plante, et dans ses interactions avec
I'environnement.

Le réle des flavonoides, comme constituants alimentaires protecteurs, est devenu un
domaine, de plus en plus, important de la recherche en nutrition humaine. Contrairement
aux vitamines traditionnelles, ils ne sont pas essentiels a court terme a I'organisme, mais il y
a un nombre de preuves, grandissant de jour en jour, que des apports faibles peuvent avoir,
a long terme, des effets potentiels sur le métabolisme humain d'une maniére favorable pour
la prévention ou la réduction du risque de maladies dégénératives, comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, I'obésité et le cancer.

Le cancer est devenu un danger de santé publique majeur. Selon une enquéte de
I'OMS, il y a eu 7,4 millions décés a cause du cancer (13% de tous les décés) dans le
monde en 2004. Ce nombre ne cesse d'augmenter, malgré les efforts considérables et les
dépenses colossales fournis dans le cadre de la lutte contre le cancer, et il est estimé qu'il
atteindrait 12 millions environ en 2030.

Le processus cancéreux est caractérise notamment par des anomalies des voies de
signalisation qui se concrétisent par la surexpression de certaines protéines oncogéniques
(mutées ou non) et/ou par l'inactivation de produits de génes suppresseurs de tumeur.

Un mécanisme participant au maintien de ces anomalies d’expression protéique
implique la protéine de choc thermique (Hsp90), un chaperon moléculaire. Dans des
conditions normales, la Hsp90 ne semble pas participer directement au repliement des
protéines de novo synthétisées, mais permet, avec l'aide de co-chaperons moléculaires,
a certaines protéines cibles d’acquérir leur conformation active optimum. En condition
de stress, la Hsp90 est surexprimée suggérant un réle protecteur au niveau cellulaire.
Cependant, parmiles protéines clientes de la Hsp90, beaucoup d’entre elles sontimpliquées
dans les pathologies cancéreuses. |l s’agit de kinases, de facteurs de transcription (comme
les récepteurs aux androgénes et aux cestrogénes), d’'oncogénes et de protéines du
cytosquelette (tubuline, actine). Certaines de ces protéines sont impliquées dans le contrble
du cycle cellulaire et de la signalisation. La Hsp90 et les complexes qu’elle forme dans la
cellule cancéreuse représentent des cibles d’intérét dans la stratégie antitumorale.

Si la Hsp90 est indispensable au bon fonctionnement des cellules saines, une telle
activité représente un inconvénient dans la lutte contre le cancer, car la protection de
protéines mutées conduit a la survie de cellules cancéreuses. Inhiber la Hsp90 provoque
la dégradation des complexes protéiques formés de protéines-clientes et de la Hsp90 par
le protéasome, ce qui élimine, entre autres, les protéines oncogénes indispensables a la



Introduction Générale

croissance de la tumeur. En plus de stopper le phénoméne de la signalisation proliférative
et de favoriser I'apoptose, l'inhibition de la Hsp90 cible les autres caractéres phénotypiques
majeurs du cancer (angiogenése, invasion cellulaire, migration...etc.).

Plusieurs inhibiteurs de la Hsp90, utilisés seuls ou en combinaison, sont actuellement
évalués dans le cadre d’essais cliniques de phases Il/lll. Ces molécules exercent
majoritairement leur activité via linhibition du site N-terminal de liaison a I'ATP, bien
caractérisé. Leur utilisation en clinique présente cependant quelques inconvénients lies
pour certains a leur faible solubilité en milieu aqueux et pour d’autres aux effets toxiques
secondaires qu’ils induisent. Aujourd'hui, si les mécanismes de l'inhibition de la Hsp90
sont mieux compris, les conséquences de cette inhibition et le mécanisme de l'activité
antitumorale des inhibiteurs sont trés complexes et ne restent que partiellement élucidés.

La pression est grandissante pour les industries pharmaceutiques qui doivent trouver
de nouveaux médicaments. Avec un codt de I'ordre de 800 millions de dollars répartis
sur plus d'une dizaine d'années pour qu'une molécule parvienne sur le marché, celles-ci
s'interrogent sur le taux élevé des échecs dans les phases de développement clinique, un
moment ou les sommes d'argent avancées sont les plus grandes.

Lors de ces phases, le candidat-médicament est d'abord testé sur des volontaires sains
pour étudier son comportement dans I'organisme (pharmacocinétique, biodisponibilité) et
estimer sa tolérabilité (phase |), puis il est testé sur des patients pour évaluer son efficacité
en paralléle de sa toxicité (phase Il) et doit enfin prouver qu'il est plus efficace et moins
toxique que le traitement actuel (phase Ill) pour justifier son entrée sur le marché.

Identificalion des
msilbEures moléecules

Dptbmisation des
meilleurs moalécules

Essais preclimiques

-
\. h."\h\_ ™

Iarche

Sy &0,
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AGT millllchns o §

Millions de n ; * 1 médicament
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Une fois la cible pharmaceutique identifiée et validée, plusieurs options sont possibles,
dont celle du criblage haut-débit robotisé, pouvant étre employée comme point de
départ d’'un programme de recherche de nouveaux médicaments. Cette approche permet
I'évaluation, dans un temps trés court, des propriétés pharmacologiques de I'ensemble
des molécules contenues dans une chimiothéque sur une ou des cible(s) d’intérét
pharmacologique donnée(s).

Cette technique permet la recherche a grande échelle de substances actives sur une
cible caractérisée (quelques milliers a quelques millions de composés testés en paralléle
sur celle-ci). Initialement développé dans l'industrie pharmaceutique, le criblage haut-débit
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devient progressivement accessible aux laboratoires académiques grace a 'émergence de
plateformes techniques, actuellement encore en nombre limité.

L'obtention de résultats positifs et leur confirmation conduisent a I'identification de
touches (ou "hits"). Il s’agit de composés interagissant significativement plus que la
moyenne des autres composés testés sur la cible visée. Toutes les touches identifiées ne
présentent pas obligatoirement les critéres pour devenir un candidat-médicament (p. ex. :
compétitif vis-a-vis d’'une molécule de référence, actif in vivo...).

Apercu d’une plateforme de criblage haut-débit robotisé et d’'une plaque a 96 puits.

Le criblage a haut débit, par le colt de ses tests (estimé a ~1 € par molécule), ne permet
pas de tester des millions de composés sans disposer de moyens financiers conséquents.
Pour cette raison, les compagnies pharmaceutiques peuvent avoir recours aux techniques
de criblage virtuel en complément du criblage robotisé. En milieu académique, pour cause
de moyens plus limités, cette approche est davantage privilégiée.

Ces techniques in silico sont basées sur les connaissances accumulées a propos du
systéme étudié et qui peuvent étre : la structure de ligands de référence ("ligand-based drug
design") ou la structure tridimensionnelle de la cible ("structure-based drug design"). Ces
techniques se révélent étre trés utiles pour réduire les temps de recherche d’identification
des nouvelles touches et, par conséquent, les colts qui y sont associés. En effet, elles
permettent d’explorer de facon exhaustive I'espace chimique et de proposer au final une
liste raisonnable (financiérement parlant) de molécules a tester expérimentalement et/ou a
synthétiser. Cette rationalisation de I'identification de nouvelles touches différe de I'approche
aléatoire du criblage haut-débit exécuté "a 'aveugle", mais permet ainsi, en la complétant,
de I'étendre aux cibles de plus en plus complexes de la recherche pharmaceutique.

L’avantage du criblage virtuel est de pouvoir tester in silico aussi bien des composés
déja synthétisés que d’autres qui ne le sont pas encore et qui peuvent avoir été générés
par un programme informatique. La diversité moléculaire des chimiothéques criblées,
expérimentalement ou virtuellement, est un critére important pour mieux couvrir 'espace
chimique et donc pour augmenter les chances d’identifier de nouvelles touches. Cette
diversité peut, entre autres, étre obtenue par les techniques de synthése combinatoire
ou par 'accés aux substances naturelles issues de la biodiversité. Les molécules doivent
également avoir les propriétés physico-chimiques caractérisant un médicament. Pour cela,
des régles élémentaires permettent de filtrer rapidement hors des librairies criblées celles
ne répondant pas a ces regles ; les plus connues sont celles de Lipinski.

L'effet anticancéreux des flavonoides a été étudié et évalué dans un grand nombre
d’études épidémiologiques, in vitro et in vivo, et plusieurs mécanismes moléculaires de cet
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effet ont été élucidés et d’autres ont été proposés ; I'objectif de cette étude est d’investiguer
in silico I'effet potentiel des flavonoides comme inhibiteurs du site ATPasique N- terminal de
la Hsp90, qui n’a été guere étudié, autant que nous sachions.

Pour ce faire, nous avons élaboré un protocole pertinent de criblage virtuel basé sur la
structure de la cible (structure-based virtual screening), qui consiste a tester les molécules
d’intérét par le docking moléculaire contre la cible, avec plusieurs enrichissements basés
sur I'étude approfondie de la Hsp90. Ce protocole de criblage a été réalisé en premier lieu
d’une maniére poussée sur 25 flavonoides des plus abondants dans I'alimentation, et en
deuxiéme lieu, sur une chimiothéque de flavonoides et de coumarines de plus de 1000
molécules préfiltrée a partir de plus 5700 structures selon des critéres pharmaceutiques,
afin d’y découvrir des molécules a effet potentiel contre la Hsp90.

11
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Chapitre | : Les flavonoides

1 Introduction

Les flavonoides et leurs conjugués forment un groupe trés vaste de produits naturels.
C’est, qualitativement et quantitativement, I'un des plus grands groupes de produits naturels
connu.

Ce sont des métabolites secondaires qui s'accumulent en quantités relativement
élevées dans les plantes, ou ils ont une multitude de fonctions : de structure, de défense,
d’attractifs pour les pollinisateurs, d'agents allélopathiques, de protecteurs contre les UV,
et de molécules de signalisation au sein de la plante, et dans ses interactions avec
I'environnement.

lls ont été utilisés comme colorants, fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants,
remédes, et parfums, et sont considérés comme des sources potentielles de nouveaux
médicaments, d’antibiotiques naturels, d’insecticides, et d’herbicides (Croteau, Kutchan and
Lewis, 2000; Dewick, 2002).

Le réle des flavonoides, comme constituants alimentaires protecteurs, est devenu un
domaine, de plus en plus, important de la recherche en nutrition humaine. Contrairement
aux vitamines traditionnelles, ils ne sont pas essentiels a court terme a I'organisme, mais il y
a un nombre de preuves, grandissant de jour en jour, que des apports faibles peuvent avoir,
a long terme, des effets potentiels sur le métabolisme humain d'une maniére favorable pour
la prévention ou la réduction du risque de maladies dégénératives, comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, I'obésité et le cancer (Anderson et al., 1999)

2 Classification, nomenclature et sources alimentaires

12

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant un squelette de base en
C6-C3-C6, avec 2 cycles aromatiques, A et B, reliés par un hétérocycle C. En fonction de
la position de I'attachement du noyau B a I'hétérocycle C, ce groupe de produits naturels
peut étre divisé en trois classes (Marais et al., 2006) :

Les flavonoides 1,
Les isoflavonoides 2,
Les néoflavonoides 3.
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Figure 1 : classes des flavonoides. 1 flavonoides, 2 isoflavonoides, 3 néoflavonoides.

Les flavonoides peuvent étre modifiés par hydroxylation, méthoxylation, ou par O-
glycosylation des groupes hydroxyles, ainsi que par C- glycosylation directement a un atome
de carbone du squelette de base. En outre, des groupes alkyles (souvent des prényles)
peuvent s’y attacher de maniére covalente, et parfois d'autres cycles sont condensés au
squelette de base. Les glycosides de flavonoides sont souvent acylés avec des molécules
d'acides aliphatiques ou aromatiques (Kachlicki and Stobiecki,

2006). Ces caractéristiques peuvent a elles seules expliquer I'existence d’environ 3 x
10 5 flavonoides. Le nombre réel des flavonoides qui ont été trouvés a ce jour, et dont la
structure a été complétement élucidée est grand, mais, probablement, ne dépasse pas 1 %
du nombre théorique des variantes possibles (Havsteen, 2002).

En dehors de quelques exceptions, les flavonoides sont presque tous liés a des
sucres de différentes natures. La glycosylation, et par la suite I'acylation des sucres (liaison
d’'un ou plusieurs acides, notamment I'acide p-coumarique et l'acide caféique), ainsi que
la méthylation, modifient les propriétés biologiques, mais aussi physico-chimiques des
flavonoides (Kong et al., 2003; Aron and Kennedy, 2007).

2.1 Les flavonoides

En fonction du degré de 'oxydation et du type de la saturation au niveau de I'’hétérocycle
C, les flavonoides typiques peuvent étre divisés en les sous-classes suivantes (Marais et
al., 2006) :

13
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Figure 2 : sous-classes des flavonoides.

2.1.1 Les flavonols

Les flavonols sont les plus répandus des flavonoides dans la nature et dans 'alimentation.
lls sont présents dans une grande variété de fruits et de Iégumes (Ross and Kasum, 2002).

OH
OH -
|
O OH
HO O

HO O
Kasmpferol Quercatin
D‘CH3 ﬂH
oH O
HD O HG\QI::I@DH
OH OH
HO O HO O
Isorhamneatin Myricetin

Figure 3 : flavonols aglycones communs.

lls sont représentés principalement par la quercétine, le kaempférol, et la myricétine ;
tandis que le dérivé méthylé isorhamnétine est également assez courant.

2.1.2 Les flavones

14
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Contrairement aux flavonols, les flavones ne sont pas largement distribuées dans le monde
végétal, avec des concentrations importantes signalées dans seulement : le céleri, le
persil, et I'artichaut (Crozier, Ashihara and Clifford, 2006). Les flavones sont principalement
représentées dans l'alimentation par I'apigénine, la lutéoline et la chrysine.

OH
1,’__.--/"-\/GH OH
Hﬂ\@;?)/d H .
OH O apigeniie aH O lutéohine

Figure 4 : flavones aglycones communes.

2.1.3 Les flavan-3-ols

Flavan-3-ols sont structurellement une sous-classe complexe de flavonoides, allant des
simples monoméres de (+)-catéchine et de son isomére (-)-épicatéchine aux oligoméres
et polyméres proanthocyanidines, qui sont également connues sous le nom de tannins
condensés (Crozier, Jaganath and Clifford, 2006).

Les flavan-3-ols se trouvent en abondance dans les fruits comme les abricots, les
cerises acides, les raisins et les mares (Gu et al., 2004). lls peuvent subir une estérification
avec l'acide gallique pour former des catéchines gallates, et des hydroxylations pour former
des gallocatéchines. La (+)-gallocatéchine, I'(-)-épigallocatéchine, I'(-)- épigallocatéchine
gallate, et I'(-)-épicatéchine gallate sont abondantes dans les infusions de thé vert (Stewart,
Mullen and Crozier, 2005).

OH OH O
OH OH OH
mmﬁ:r I‘;:@E ”ﬁlﬁ*
HO “om HO HO
{-}-Epicatechin {+)-Catechin {+}-Gallocatechin
oM

™
HGO HO Lo T
OH m m-:-,

OH HO HO 0.0

oy o A

HO OH M0 OH

HO "o OH oM

{=}-Epigaliocatachin (=)-Epigallocatechin galiate {~}-Epicatechin gallate

Figureb: flavan-3-olscommuns.
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2.1.4 Lesflavanones
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Les flavanones sont représentées dans l'alimentation principalement par la naringénine,
I'hespérétine et I'ériodictyol.

OH OH
@’GH @,{JH @,GEH,
R ¢ ¢ . ¢ ¥ s
| s
HO O HO O HO O
Maringenin Eriodictyol Hesperelin

Figure 6 : flavanones aglycones communes

2.1.5 Les anthocyanidines et les anthocyanes

Les anthocyanidines sont des pigments végétaux. Elles se trouvent principalement sous
forme de glycosides hydrosolubles, les anthocyanes, dans une variété de fruits (Wu et
al., 2006). Il y a environ 17 anthocyanidines trouvées dans la nature, mais seulement 6
(cyanidine, delphinidine, pétunidine, péonidine, pélargonidine, malvidine) sont ubiquitaires
et d’'une importance alimentaire. Contrairement aux autres sous-groupes des flavonoides
avec le méme squelette C6-C3-C6, les anthocyanes ont une charge positive a pH acide
(Prior and Wu, 2006).

Anthocyanidin R R
Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCHy H
Petunidin OCH; OH
Malvidin OCH; OCH4

Figure 7 : anthocyanidines communes.

2.2 Les isoflavonoides

Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisés par le
cycle B fixé au C3 de I'hétérocycle central C, plutét qu’au C2.
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Figure 8 : sous-classes des isoflavonoides.

lIs ont une distribution trés limitée dans le régne végétal, avec des quantités importantes
dans les espéces légumineuses (Graham, 1991; Dixon and Steele, 1999).

HO 0 HO 0 HO 0
I
W Wy =y
© OH HO © OH © OH
Daidzein Genistein Glycitein

Figure 9 : isoflavonoides communs.

lls sont représentés dans I'alimentation principalement par la daidzéine, la génistéine,
et la glycitéine.

2.3 Les néoflavonoides

Les néoflavonoides sont trés proches dans la structure et I'origine biosynthétique aux
flavonoides et les isoflavonoides ; ils comprennent les 4-arylcoumarines, les 3,4-dihydro-4-
arylcoumarines, et les néoflavenes (Marais et al., 2006).

17



Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon

moléculaire Hsp90
£ 3 )
e I

3 d=-dihy dro=-d-arvlcoumann necollavens

*slereocenlers

Figure 10 : sous-classes des néoflavonoides.

2.4 Les flavonoides mineurs

Les composés naturels comme les chalcones et les aurones, comprennent aussi un
squelette en C6-C3-CB6, et sont considérés comme étant des flavonoides mineurs, dont les
2'-hydroxychalcones, les 2'-OH- dihydrochalcones, les 2'-OH-retro-chalcones, les aurones,
et les auronols (Marais et al., 2006).

Figure 11 : structures de quelques flavonoides mineurs.

2.5 Lescoumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone, C6-C3.
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Figure 12 : structures de quelques coumarines.

Elles ont été isolées pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna
odorata. Prés de 1000 composés coumariniques ont été isolés dans plus de 800 espéces de
plantes et dans les microorganismes. Dans les plantes, on les rencontre chez les Apiacées,
les Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et les Solanacées
(Smyth, Ramachandran and Smyth, 2009).

3 Absorption et métabolisme

Bien que les études sur la biodisponibilité et le métabolisme des flavonoides en aient
dévoilé beaucoup d’aspects, l'information en la question reste, a la fois, trés fragmentée et
contradictoire, et malgré les variations quantitatives considérables entre différentes études,
méme pour le méme compose, quant aux proportions absorbées, excrétées, dégradées ou
métabolisées par différentes voies, certaines généralisations peuvent étre faites.

Il a été estimé que l'apport alimentaire en flavonoides est d’environ 100-

200 mgl/jour ; environ 5 % de cet apport est absorbé par l'intestin, et environ 95 % passe
dans le célon.
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Il est établi que la nette absorption intestinale de quelques flavonoides individuels
peut atteindre jusqu’a 10-20% de I'apport dans des conditions expérimentales, mais dans
des conditions normales, elle ne dépasse pas probablement 1-2%, et certains composés
peuvent avoir encore des taux plus bas.

Les flavonoides plus hydrophobes, consommés sous forme de glucosides, semblent
étre les mieux absorbés, généralement via déglycosylation enzymatique, suivie de la
diffusion de l'aglycone a travers les membranes des cellules intestinales. Des composés
plus polaires, tels que les catéchines, sont relativement mal absorbés, et les flavonoides
glycosylés, autres que les glucosides, sont résistants a la déglycosylation, et sont
lentement absorbés par diffusion, ou éventuellement par les transporteurs des sucres.
Basé sur des mesures de l'excrétion urinaire, les anthocyanines semblent étre a peine
absorbées, mais les données récentes suggérent que leur absorption peut étre, a la fois,
relativement importante et rapide, mais contrebalancée par une dégradation trés rapide, et
par conséquent, une trés courte demi-vie plasmatique.

Gl Tract Epithelzal Cedls
ifm“mdgb?muksmfm!
I—— -y Flavenoad T ——
-l- - » | Pasma |
protens !
' [aburmn] |

Figure 13 : Résumé de la grande complexité du métabolisme des flavonoides,
tel qu'il est actuellement compris. L'épaisseur de fleches est une indication de
l'importance quantitative relative des flux. UGT = Uridine diphosphoglucuronyl transférase

Il semble que le plasma ne contient, généralement, que des traces de la plupart
des flavonoides aglycones ou de leurs formes glycosidiques originales. Un trés grand,
mais assez variable, pourcentage est sous la forme des conjugués métaboliques polaires,
les glucuronides et les sulfates. Les flavonoides contenus dans le plasma semblent étre
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principalement liés a l'albumine sérique et a d'autres possibles protéines, et ce fait, avec
leur efflux par les pompes cellulaires MDR (multi-drug resistance), limite leur biodisponibilité
dans les organes, notamment le cerveau. La seule exception apparente est le foie, qui peut
accumuler activement des flavonoides glucuronidiques a des concentrations relativement
élevées, et semble modifier leur conjugaison. Il semble que l'intestin, principalement,
glucuronide les flavonoides, alors que le foie peut les déglucuronider, et/ou les sulfater, et/
ou les méthyler.

Il semble qu’environ 90 % de I'apport alimentaire de la plupart des flavonoides passe
dans le cblon, soit directement, aprés leur absorption et efflux par les pompes MDR des
cellules intestinales, ou par excrétion biliaire.

La microflore colique peut déglycosyler la plupart des flavonoides glycosidiques, et, par
conséquent, potentiellement augmenter leur biodisponibilité. Mais elle peut aussi dégrader
ensuite leurs aglycones en acides phénoliques, et en composés plus simples encore, tels
que l'acide benzoique, l'acide acétique et I'anhydride carbonique.

Le acides phénoliques semblent étre généralement trés bien absorbés, et peuvent
avoir une importante contribution indirecte aux effets bénéfiques sur la santé attribués aux
flavonoides dont ils ont été le résultat de dégradation (Stevenson, Scheepens and Hurst,
2009).

4 Les flavonoides et le cancer

Les effets anticancéreux des flavonoides ont fait l'objet d’innombrables études
épidémiologiques, in vitro, in vivo et méme cliniques.

4.1 Les études épidémiologiques

Un grand nombre d'études épidémiologiques a été mené pour prouver I'effet protecteur des
flavonoides contre le cancer.

La consommation d'isoflavones a été associée a une diminution du risque des cancers
liés a I'cestrogéne.
Des apports élevés en quercétine et en kaempférol ont été associés a une réduction

du risque du cancer du poumon, et a une réduction de 40 a 50 % du risque du cancer de
I'estomac.

Une inverse association a été rapportée entre des apports élevés en flavonoides (avec
I'apport total en béta-caroténe et en vitamine E aussi) et le risque de différents cancers
(cavité buccale, du pharynx, du larynx, de I'cesophage, des poumons, de I'estomac) (Batra
and Sharma, 2013).

Une inverse association a été rapportée entre des apports élevés en flavonoides totaux
(0,56), en flavanones (0,51), en flavonols (0,62), et en flavanols (0,64) et le risque du cancer
de la bouche ; en flavonoides totaux (0,60), en flavanones (0,60), et en flavonols (0,32) et
le risque du cancer du larynx ; en flavanones (0,38) et le risque du cancer de l'cesophage ;
en anthocyanidines (0,67), en flavonols (0,64), en flavones (0,78), en isoflavones (0,76), et
en proanthocyanidines et le risque du cancer colorectal ; en flavones (0,81) et en flavonols
(0,80) et le risque du cancer du sein ; en flavonols (0,63) et en isoflavones (0,51) et le cancer

21



Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

de l'ovaire ; en flavonols (0,69) et en flavones (0,68) et le risque du cancer du rein (Rossi
et al., 2010) ; en flavonols et des flavones et le carcinome des cellules rénales (Bosetti et
al., 2007).

4.2. Etudes in vitro et in vivo et mécanismes d’action moléculaires
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D’innombrables études ont évalué les effetsanticancéreuxdes flavonoides in vitro et in
vivo, et ont essayé d’élucider les mécanismes moléculaires derriere ces effets (Batra and
Sharma, 2013; Ren et al., 2003; Kanadaswami et al., 2005; Le Marchand, 2002; Birt,
Hendrich and Wang, 2001).

In vitro, plusieurs flavonoides et extraits flavonoidiques de plantes ont montré de
puissants effets inhibiteurs sur différents types de facteurs de croissance, de facteurs de
transcription, de récepteurs, de protéines oncogénes, d’hormones... etc. qui ont un role clé
dans processus de la carcinogenése.

Cancer Cell Flavomnerid

Human ofal cancer HSC-2 H3G, S00-25 Flavanones, isoflavans, EGC
chalcones BGCG, curcumin,
gentien ECG, quercetin,
cEpian

Human breasi cancer MACF-7 Favanones, daidzmin, genisiain,
quercatin, lukeokn

Human thyroid cancer ARG MNP WRD Gensten, apgenin, kagmpiero,
chiryan, uieohn, iocharn A

Hurnan Wirg cances SE-LU SWR00 Ha41 HEBS1, Flavone, quercatin

haGao-K-1 A4S

Human prosiate cancer  LNCaR PC3 DLRES Caechin epcatkechin,
quecatin, kaempienl,
Iuteling Qensien, apgenin,
fryricen, slymarin

Husnan Colon cances Cacs-2 HT-29 EC-6,HCTA5 Flavone, quercetin, geresiam,
AMENOCYANIN

Human leukaemia HL-60 K562, Jurkal Apigerin, quencehn, myricetin
chakones

B16 mouse melanoma 445 Chalcones

Table1: effets antiprolifératifs des flavonoides
contre des lignées cellulaires cancéreuses.

lls ont également montré de puissants effets antiprolifératifs contre un grand nombre
de lignées cellulaires cancéreuses.

In vivo, des études sur plusieurs modéles animaux de cancers, ainsi des xénogreffes
de cancers sur des animaux ont montré l'effet inhibiteur de plusieurs flavonoides et
extraits flavonoidiques de plantes sur différents stages du processus de la carcinogenése,
notamment : l'initiation, la promotion, et la progression des tumeurs.

Les principaux mécanismes moléculaires de ces effets anticancéreux sont :
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4.2.1 Inhibition des PK (protein kinases)

La phosphorylation des protéines est un mécanisme important de transduction du signal
intracellulaire impliqué dans diverses réponses cellulaires, comme la régulation de la
croissance cellulaire et la prolifération.

Un mécanisme possible pour les effets anticancéreux potentiels des flavonoides
pourrait étre I'inhibition de diverses PK, telles que les PKC (protein kinase C), les EGFR
(Epidermal Growth Factor) tyrosine kinases, et les FAK (Focal Adhesion kinase), bloquant
ainsi la transduction du signal de la prolifération cellulaire.

4.2.2 Inhibition des enzymes prooxydantes et propriétés antioxydantes

La formation d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) est une étape importante dans
la promotion des tumeurs et leur progression. Les ROS agissent comme messagers
secondaires dans plusieurs voies qui conduisent a I'hyperprolifération cellulaire, a la
résistance a I'apoptose, et a 'activation de proto-oncogenes.

Les flavonoides pourraient exercer une partie de leurs propriétés anticarcinogéniques
et antiprolifératives par l'intermédiaire de l'inhibition directe d’enzymes prooxydantes, telles
que les lipoxygénases (LOX), les cyclooxygénases (COX), et les xanthine oxydases (XO),
dont le cycle catalytique implique des ROS.

Outre l'inhibition des enzymes prooxydantes, les flavonoides sont de puissants
antioxydants naturels (piégeage direct de radicaux libres) in vitro, et pourraient exercer une
partie de leurs effets anticancéreux potentiels a travers leur activité antioxydante.

Cette activité pourrait étre modulée par la liaison des flavonoides aux protéines. Les
complexes albumines-flavonoides, avec une affinité pour les LDL, peuvent agir en tant que
vrais antioxydants plasmatiques. En outre, la complexation des flavonoides a des protéines
pourrait leur assurer une protection contre la dégradation oxydative.

4.2.3 Modulation du métabolisme des carcinogénes

L'activation des procarcinogénes en cancérogénes est une étape importante dans la
carcinogenése qui peut étre modulée par des flavonoides.

Les flavonoides peuvent exercer leur effet possible par deux mécanismes. Tout d'abord,
en interagissant avec les enzymes de la phase | du métabolisme, telles que les isozymes du
cytochrome P450 (CYP 1A1, 1A2, 1B1, 3A4, 3A5, etc.), qui sont impliqués dans I'activation
du métabolisme d’un grand nombre de procarcinogénes endogénes et xénobiotiques en
cancérogénes.

Le deuxiéme mode d'action peut étre la désintoxication et I'élimination des substances
canceérigénes par l'induction des enzymes de la phase Il du métabolisme, comme 'UDP-
glucuronyl transférase, la quinone réductase et la glutathion-S-transférase.

4.2.4 Inhibition de la multirésistance (multidrug resistance)

Les cellules cancéreuses surexpriment typiquement la P-glycoprotéine (Pgp) ou protéine
associée a la multirésistance (MRP), qui est un transporteur ABC (ATP-binding cassette)
transmembranaire capable d'expulser une grande variété de médicaments utilisés dans le
traitement du cancer, au prix de I'hydrolyse de 'ATP. Ce phénomeéne est connu sous le nom
de multirésistance (multidrug resistance, MDR), et l'inhibition de la MDR, pour empécher
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I'efflux des médicaments, représente une application clinique potentielle pour le traitement
du cancer.

Les flavonoides modulent la multirésistance cellulaire médiée par la Pgp en inhibant sa
surexpression, en l'inhibant directement (liaison avec grande affinité a son site ATPasique),
et en empéchant son interaction avec les médicaments.

4.2.5 Antiangiogenése

L'angiogenése, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, est un processus important
qui est régulé par des facteurs angiogéniques et angiostatiques endogénes. Toute altération
de ce processus étroitement régulé peut conduire a une croissance persistante et
incontrolée, et a la métastase des tumeurs.

Les flavonoides ont été signalés comme de puissants inhibiteurs de I'angiogenése. lls
peuvent entrainer un manque de diffusion des nutriments et de I'oxygéne dans les cellules
cancéreuses a forte croissance, et par conséquent, conduire a la mort cellulaire.

lIs peuvent interférer avec les différentes étapes de I'angiogenése, telles que la
prolifération et la migration des cellules endothéliales et la formation de la lumiére par
différents mécanismes.

4.2.6 Induction de I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire

L'apoptose est une mort cellulaire programmée pour éliminer les cellules endommagées
ou indésirables. Elle est régie par une série de génes qui peuvent, favoriser I'apoptose, ou
la survie des cellules en réponse a des stimuli internes ou externes. La dérégulation de
I'apoptose joue un rdle crucial dans I'oncogenése. Parmi ces régulateurs, le suppresseur
de tumeur p53 joue un réle essentiel dans le contréle du cycle cellulaire, de I'apoptose,
de l'intégrité du génome, et de la réparation de 'ADN. Plusieurs flavonoides induisent
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire en :

activant principalement p53 et d’autres facteurs relatifs.

en bloquant une ou plusieurs étapes de la voie de signalisation du NF- kB (Nuclear
factor-kappa B), importante pour la croissance et la transformation cellulaire,

la suppression de I'apoptose, l'invasion, la métastase, la chimiorésistance, la
radiorésistance et l'inflammation.

en réprimant AP-1 (activateur protein-1) et en modulant I'activation des génes cibles
d’AP-1, importants modulateurs de l'invasion et la métastase, de I'angiogenése, de la
prolifération, de la différenciation, et de la persistance.

en interagissant avec plusieurs autres facteurs et signaux régulant 'apoptose et le
cycle cellulaire.
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Chapitre Il : Les Protéines de Choc
Thermique Hsp90

1 Introduction

Les chaperons moléculaires ont été découverts a l'origine comme étant des protéines
exprimées sous des conditions de stress, entre autres, les chocs thermiques, d’ou elles
ont été appelées : protéines de choc thermique, ou Heat Shock Proteins, Hsp (Tissieres,
Mitchell and Tracy, 1974).

La réponse au choc thermique correspond a l'activation de facteurs de transcription
appelés Heat Shock Factors (HSFs). Ces protéines se lienta ’ADN au niveau de séquences
spécifiques situées dans le promoteur des génes des Hsp : les HSE (Heat Shock Elements),
et induisent I'expression des différentes Hsp. Cette réponse a été décrite a I'origine comme
survenant aprés un choc thermique, mais de nombreux autres stimuli sont également
capables d’induire I'activation de ces facteurs de transcription (Sorger and Pelham, 1988;
Nakai, 1999; Nover et al., 1996; Wu, 1995).

La plupart des inducteurs de stress altérent les structures des protéines cellulaires,
perturbant ainsi le métabolisme cellulaire et entrainant une toxicité. Les Hsp sont alors
capables de s’associer avec ces protéines altérées et d’empécher leur agrégation. Elles
peuvent également redonner aux protéines nouvellement formées ou anormales leur
conformation tridimensionnelle adéquate (repliement des protéines) (Burel et al., 1992).

Cependant, beaucoup de ces protéines sont abondantes dans la cellule et
fonctionnellementimportantes, méme dans des conditions normales. Par exemple, la Hsp90
représente 1-2% du total des protéines cytosolubles dans les cellules non stressées, ce qui
en fait I'une des protéines les plus abondantes (Lai et al., 1984)

Le repliement des protéines médié par ces chaperons se croise avec d'autres domaines
du métabolisme des protéines, tels que leur translocation dans les organites, et la régulation
de leur conformation, de leur fonction, ainsi que de leur turnover intracellulaire (Albanese
et al., 2006).

Chez les mammiféres, les Hsp sont regroupées en six grandes familles en fonction de
leur poids moléculaire : une de faible poids moléculaire (small Hsps ou sHsps), la famille
Hsp47, Hsp60, Hsp70, Hsp90 et Hsp110 (Kampinga et al., 2009).

Bien que les Hsp partagent des propriétés communes, chaque famille présente des
particularités concernant, par exemple, leur localisation intracellulaire, leur dépendance vis-
a-vis de I'ATP, leur expression basale, ou leur induction par un stress.

2 La famille des chaperons Hsp90
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La séquence de la protéine Hsp90 est fortement conservée entre les espéces ; la Hsp90
humaine a un pourcentage d’homologie de 60 % avec la Hsp90 de la levure boulangére, et
de 40 % avec celle de Escherichia coli, la HtpG (Bardwell and Craig, 1987). La Hsp90 a été
trouvée essentielle dans tous les eucaryotes qui ont été testés, comme, a titre d’exemple,
la levure boulangére (Aligue, Akhavan-Niak and Russell, 1994), la drosophile (Yue et al.,
1999) et la souris (Voss, Thomas and Gruss, 2000).

Cette famille est composée de cing isoformes principaux : Hsp90aq,
Hsp90pB, GP96, Trap1, et HspN.

2.1 Gp96, Trap1, et HspN
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La Gp96 (Glycoprotein 96), aussi appelée Grp94, est présente chez les vertébrés et
quelques organismes invertébrés, mais n’existe pas chez les bactéries, les levures ou la
drosophile (Arrigo et al., 2005). Cette protéine de 96 kDa est abondante au sein du réticulum
endoplasmique, grace a une séquence de rétention C-terminale (Maki, Old and Srivastava,
1990). On la retrouve également exprimée a la surface cellulaire (Robert, Menoret and
Cohen, 1999). Sa distribution est ubiquitaire, mais son expression peut étre augmentée
suite a un stress réticulaire (Bush, Goldberg and Nigam, 1997). Elle est également exprimée
au sein de diverses tumeurs (Reddy et al.,2002), dans lesquelles elle présente un motif de
glycosylation différent de celui observé dans des tissus sains (Suriano et al., 2005).

La Gp96 est un chaperon moléculaire impliqué dans la maturation des protéines (Yang
and Li, 2005). Derniérement, de nombreuses études tendent a lui attribuer un réle dans le
systéme immunitaire. En effet, la Gp96 semble participer a la présentation des antigénes,
et est capable d’activer les réponses immunitaires innée et adaptative médiées notamment
par les cellules présentatrices de I'antigéne (Binder et al., 2007; Yang et al., 2007).

La Trap1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Protein 1) est une protéine
dont l'activité dépend de I'ATP, située dans la mitochondrie et dont la fonction reste
méconnue. Elle semble avoir des fonctions antioxydante et antiapoptotique (Felts et al.,
2000; Montesano Gesualdi et al.,

2007). Il a été montré qu’elle a un réle important dans la régulation de la I'homéostasie
mitochondriale des cellules tumorales (Kang et al., 2007). Néanmoins, il apparait que la
TRAP1 n’interagit pas directement avec des protéines clientes comme sa consceur Hsp90,
ni avec les co-chaperons classiques de cette derniére (Felts et al., 2000).

La Hsp90N, est une variante Hsp90 principalement associée a la membrane, a cause
du domaine hydrophobe unique de son extrémité N- terminale; la fonction cellulaire de cette
variante reste inconnue (Grammatikakis et al., 2002).
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Figure 14 : Comparaison de la structure des domaines des membres de
la famille Hsp90. Bleu -domaine ATPase (pour Hsp90N: région hydrophobe
(H); gris foncé - séquence signal de localisation dans la mitochondrie (mito) et
dans le réticulum endoplasmique (ER); gris clair - région chargée (CR), vert —
domaine médian ; rouge - domaine de dimérisation, la présence du motif C-
terminal MEEVD est également indiquée. (Wegele, Muller and Buchner, 2004).

2.2 Hsp90

Cette dénomination recouvre les deux isoformes Hsp90a (Hsp86, Hsp90A) et Hsp90p
(Hsp84, Hsp90B), respectivement codées par les genes Hsp90AA1 et Hsp90AB1 (Gupta,
1995). Ces deux protéines présentent 86 % d’homologie entre elles (Hickey et al., 1986).

Pendant longtemps, le terme Hsp90 a fait référence indistinctement aux deux isoformes
(Chen et al., 2005). La Hsp90a est thermo-inductible, alors que la Hsp90 est constitutive.
Les plantes semblent avoir plusieurs génes des Hsp90 (Krishna and Gloor, 2001).

Les protéines Hsp90 sont situées principalement dans le cytoplasme. Cependant,
elles ont également été détectées dans le noyau, avec une légére augmentation de leur
accumulation nucléaire lors d'un choc hypoxique (Katschinski et al., 2002). Il y est également
des preuves que la Hsp90 pourrait étre présente a la surface cellulaire (Ferrarini et al.,
1992). La sécrétion de la Hsp90 humaine dans la matrice extracellulaire environnant les
cellules tumorales a été signalée, et elle semble contribuer au pouvoir invasif des cellules
tumorales (Eustace et al., 2004).

La dimérisation de la Hsp90 est requise pour ses différentes fonctions (Minami et
al., 1994). La Hsp90 est active principalement sous la forme d’homodimeéres a/a ou B/
B, mais elle est détectée également sous forme hétérodimérique, voire monomérique
(essentiellement la forme B).

2.2.1 Structure
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Récemment, la Hsp90 de la levure boulangére a été cocristallisée dans sa totalité avec
un analogue non hydrolysable de 'ATP (AMP-PNP) et le co-chaperon p23/Sba1 (Ali et al.,
2006).

Depuis, la cocristallisation de la Hsp90 avec différents inhibiteurs a été réalisée, et a
permis de mieux cerner la structure de la protéine.

La Hsp90 est bien un homodimére dont les principaux contacts inter- monomeres sont
assurés par les 190 résidus C-terminaux. Chaque monomére de Hsp90 est constitué de
trois domaines : un domaine N- terminal hautement conservé dans les espéces, d'environ
25 kDa, qui est connecté a un domaine médian conservé de 35 kDa. Puis vient le domaine
C-terminal, trés conservé de 12 kDa nécessaire a la dimérisation (Meyer et al., 2003). Une
séquence chargée relie le domaine N-terminal au domaine médian.

Figure 15 : (A) (Structure cristalline du complexe Hsp90-p23/
Sha1 avec un analogue non hydrolysable d’ATP (p [NH] APP).

Chacune des deux molécules Hsp90 (orange, bleu) s’enroule autour de l'autre,
interagissant via une interface constitutive du dimére a I'extrémité C-terminale et une
interface transitoire dépendant de I'ATP a I'extrémité N-terminale. P23/Sba1 le co-chaperon,
qui interagit spécifiquement avec la conformation de Hsp90 liée a I'ATP, se lie au niveau
d’'une dépression a la jonction des deux domaines N-terminaux. (B) Schéma montrant
I'architecture globale du monomeére Hsp90. (Pearl, Prodromou and Workman, 2008)

2.2.1.1 Domaine N-terminal (ND)

Ce domaine est le plus étudié et le mieux connu. Les structures des domaines N-terminaux
isolés des Hsp90 humaine et de levure (Prodromou et al., 1997; Prodromou et al., 2000)
ont été déterminées par cristallographie, ainsi que celles des complexes du domaine N-
terminal lié a des nucléotides (ADP) ou des inhibiteurs (geldanamycine, radicicol, NVP-
AUY9, PU3 ...etc.). Le domaine N-terminal contient un site de liaison pour I'ATP (dont
I'hydrolyse produit 'ADP, fournissant ainsi I'énergie nécessaire au fonctionnement de la
Hsp90). Ce site ATPasique présente une homologie structurale avec celui des protéines
appartenant a la superfamille d’ATPases connues sous I'acronyme de GHKL (ADN Gyrase,
Hsp90, Histidine Kinase, MutL) (Prodromou et al., 1997). Les résidus impliqués dans la
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liaison et I'nydrolyse de I'ATP forment une poche de liaison inhabituelle (différente des
poches de liaison d’autres ATPases), connue sous le nom de « Bergerat fold » et sont trés
conservés dans cette superfamille (Bergerat et al., 1997).

Les études structurales montrent que I'ADP adopte une conformation pliée (folded)
totalement inhabituelle au niveau du groupement phosphate 8, et qui n’est pas observée
dans d’autres ATPases, telles que les kinases ou la Hsp70 (Chene, 2002).

b < Extercied Folled
':Il""-_l'.
& b [
W, o
e S o
:‘.—H_'HI._:. 1”_#';_":'“." ¥
f-D
Y. TN
B il iy —
r.:. . p——
LY

Figure 16 : b. structure de I'’ATP et numérotation chimique ; c. conformations étendue
(extended) ou pliée (folded) du groupement phosphate B de 'ADP (Chene, 2002).

2.2.1.2 Domaine médian (MD)

Chez les eucaryotes, une flexible séquence de liaison hautement chargée relie le domaine
N-terminal au domaine médian de la Hsp90 ; cette séquence de liaison est dispensable pour
la viabilité des levures (Louvion, Warth and Picard, 1996).

La structure du domaine médian indique qu'il a un réle important dans la modulation de
I’hydrolyse de I'ATP par l'interaction avec le phosphate A des molécules d'ATP qui sont liées
a la poche N- terminale (Ali et al., 2006; Meyer et al., 2003; Soti, Racz and Csermely, 2002).

Une analogie avec la gyrase B ainsi que des études de mutagenése (Meyer et al.,
2003; Pearl and Prodromou, 2006; Sato, Fujita and Tsuruo, 2000) indiquent que le segment
médian est un site essentiel pour les interactions avec les protéines-clientes via des résidus
hydrophobes.

La séquence de liaison chargée joue, d’'une part un réle dans la fixation de 'ATP au
niveau du site N-terminal, et d’autre part augmente I'affinité du site N-terminal pour 'ATP en
conférant a ce site une conformation particuliére. En effet, aprés fixation de ’'ATP au niveau
du site N- terminal, la région chargée modifie la conformation de ce site et empéche ainsi
I'approche d’'une seconde molécule d’ATP. Cette région chargée joue donc un rble essentiel
dans la régulation de la fonction chaperon de la Hsp90.

2.2.1.3 Domaine C-terminal (CD)

Une autre flexible séquence de liaison relie le domaine médian au domaine C-terminal ;
la structure de ce dernier est inconnue pour la Hsp90 humaine. En revanche, celle de son
homologue HtpG d’E. Coli a été déterminée (Harris, Shiau and Agard, 2004). Il comporte
le domaine de dimérisation des monomeéres de Hsp90 (Minami et al., 1994). De par leur
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homologie structurelle et fonctionnelle, le domaine C-terminal de la Hsp90 humaine est
supposé étre similaire de celui de la HtpG d’E. Coli.

Figure 17 : Structure du domaine C-terminal de 'homologue de la Hsp90
d’E. coli (HtpG) sous deux vues différentes (Pearl and Prodromou, 2006).

La suppression de ce domaine C-terminal porte atteinte de fagon drastique a I'activité
ATPasique de la Hsp90, ce qui montre clairement le réle de trés coopératives interactions
intermoléculaires et intramoléculaires dans la régulation de I'hydrolyse de I'ATP par ce
chaperon.

L'existence d'un second site de fixation de I'ATP au niveau du domaine C-terminal de
la Hsp90 est hypothétique et trés controversée, mais est avancée par plusieurs groupes
(Marcu et al., 2000; Allan et al., 2006). Cependant, du fait qu’aucune structure cristalline
avec des inhibiteurs de ce site ATPasique n’ait été publiée, la connaissance de ce site reste
limitée.

Enfin, le domaine C-terminal de la Hsp90 porte un motif conservé MEEVD qui est
responsable du recrutement des différents co-chaperons contenant des domaines TPR
(Tetratricopeptide repeat), tels que les immunophilines, HOP (Hsp70/Hsp90 Organizing
Protein), et la protéine hosphatase 5 (Pearl and Prodromou, 2006; Pearl, Prodromou and
Workman, 2008). Le motif MEEVD est absent dans la Trap1 et la Gpr94.

2.2.2 Activité ATPasique de la Hsp90

L'activité ATPasique de la Hsp90 est un processus essentiel a la maturation des protéines-
clientes, et de nombreux changements de conformation y sont associés (Wandinger, Richter
and Buchner, 2008).

La fixation de I'ATP au site N-terminal entraine le passage (ou "switch") d’'une
conformation ouverte (open) a une fermée (closed) connue sous le nom de pince
moléculaire "clamp". Hessling et al. ont suggéré une succession de cinq états différents qui
précedent I'hydrolyse de 'ATP (Hessling, Richter and Buchner, 2009).
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Figure 18 : (C) conformation du couvercle «lid» (magenta) dans I'apostructure (liée
a I’ADP) (a gauche) et dans la structure dépendante de I'ATP du domaine N-terminal.

(D) Close-up de l'appareil catalytique ATPasique de la Hsp90. Glu33 a partir du
domaine N-terminal polarise une molécule d'eau pour l'attaque nucléophile sur la liaison [3-
y phosphodiester de I'ATP, qui est polarisée par la chaine latérale basique de I’Arg380 du
domaine médian du chaperon. (E) p23/Sba1 interagit avec les deux principaux «switches»
qui régissent l'activité ATPasique de Hsp90, la boucle catalytique et le couvercle (Pearl,
Prodromou and Workman, 2008).

Dans ce modéle, en absence d’ATP, le dimere de la Hsp90 est a I'état relaxé (open,
étape 1). Lextrémité N-terminale forme une sorte de couvercle (lid), au niveau du domaine
liant le nucléotide ; ouvert, le site de liaison de I'ATP est accessible. Les extrémités N-
terminales ne sont pas alors contraintes. Puis, la liaison de molécules d’ATP (étape 2)
entraine la fermeture de ce couvercle (étape 3), suivie par le rapprochement des deux sites
N-terminaux et leur dimérisation (étape 4). L'interaction des domaines N-terminaux avec les
domaines médians conduit a la conformation complétement fermée (closed, étape 5), qui
correspond a la configuration permettant I'activité ATPasique. En effet, cette conformation
contrainte permet au résidu Arg380 (numérotation correspondant a la levure, Arg400 pour
I’'Homme), situé dans le domaine médian, de s’insérer dans le site catalytique du domaine N-
terminal et d’interagir avec le phosphate y de I’ATP, afin de permettre son hydrolyse. Enfin,
les produits (ADP + Pi) sont relachés, et le chaperon revient a I'état ouvert (open).
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Figure 19 : Hsp90 : modéle du cycle
ATPasique (Hessling, Richter and Buchner, 2009).

Les protéines-clientes et les co-chaperons ne sont pas représentés. Légende : Lid
(couvercle, en rouge), ND (domaine N-terminal, en jaune), CR (région/séquence chargée,
en orange), MD (domaine médian, en vert), CD (domaine C-terminal, en bleu).

Ce mécanisme suggére que la fixation de I'ATP a la Hsp90 induit tout d'abord un
changement conformationnel qui permet au chaperon de former une liaison stable avec une
protéine-cliente. Puis, I'hydrolyse de I'ATP permet la libération de la protéine transformée
lors de la phase finale du processus.

L'ATP joue donc un role primordial pour le fonctionnement de la Hsp90, car il permet
le recrutement des co-chaperons, et provoque la liaison de la Hsp90 aux protéines-
clientes. Ceci entraine, aprés les modifications structurales assurées par le complexe
macromoléculaire, la stabilité conformationnelle des clientes qui leur permettra d'exercer
leur fonction biologique.

La nature des co-chaperons recrutés dépend de celle de la protéine-cliente prise en
charge par la Hsp90. Tout d’abord, la protéine-cliente (substrat) s’associe a la Hsp70, a la
Hsp40 et au co-chaperon Hip (Hsp70 interacting protein). Ce complexe interagit avec la
Hsp90 (qui n’est pas liée a I'ATP) grace a la protéine Hop (Hsp70/Hsp90 organizing protein),
blogquant temporairement l'accés de I'ATP a son site de fixation, pour former un complexe
intermédiaire.
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Figure 20 : cycle ATPasique hypothétique de la Hsp90 (Kamal, Boehm
and Burrows, 2004). HIP (Hsp70 Interacting Protein), HOP (Hsp70/Hsp90
Organizing Protein), p23 (co-chaperon), cdc37 (co-chaperon), IP (immunophiline).

La fixation de I'ATP entraine un changement de conformation de la Hsp90, le
déplacement des premiers co-chaperons (Hsp40, Hsp70, Hip et Hop) et la formation
d’'un complexe mature, aprés le recrutement d’autres co-chaperons, notamment p23 (co-
chaperon essentiel a I'activité de la Hsp90), cdc37 et les immunophilines (IP). Ce complexe
macromoléculaire catalyse la maturation conformationnelle de la protéine cliente, qui, aprés
hydrolyse de I'ATP, est libérée dans le cytoplasme (Prodromou, 2012; Wandinger, Richter
and Buchner, 2008).

Bien qu’au cours des derniéres années de nombreux progrés aient été réalisés dans la
compréhension du mécanisme d’action de la Hsp90 et de son cycle catalytique, plusieurs
aspects ne sont toujours pas €élucidés et des contradictions persistent.

2.2.3 Activité de chaperon, protéines-clientes, et co-chaperons

En conditions physiologiques, la Hsp90 peut lier de nombreuses protéines, et former avec
elles des complexes stables. Ces partenaires d’interaction de la Hsp90 sont dénommés
« protéines-clientes », on en dénombre a I'heure actuelle plus de 200, identifiées
chez les mammiféres (pour une liste mise a jour, voir http:// www.picard.ch/downloads/
Hsp90facts.pdf). Certaines de ces protéines sont des acteurs essentiels de la vie cellulaire,
ce qui confére a la Hsp90 un rbéle fondamental dans la maintenance protéique. En
formant des complexes avec elles, la Hsp90 leur donne la conformation tridimensionnelle
fonctionnelle, prévient leur agrégation et contréle aussi leur activité par séquestration.
Néanmoins, la Hsp90 semble plus particulierement impliquée dans le chaperonnage de
deux grandes classes de protéines (Prodromou, 2012) :
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Les facteurs de transcription. Elle intervient dans la maturation et la régulation
de I'activité de plusieurs facteurs de transcription, notamment les récepteurs aux
hormones stéroidiennes.

Les protéines kinases. Elle participe a la stabilisation et a I'activation des protéines kinases,
telles que Akt/PKB (Protéine Kinase B), v-Src kinase ou Raf Kinase.

La Hsp90 est également impliquée dans la stabilisation du cytosquelette en s’associant
a la fois a l'actine et la tubuline. L’interaction avec les microfilaments permet de préserver
lintégrité cellulaire aprés un stress et le transport intracytoplasmique des protéines (Czar,
Welsh and Pratt, 1996; Pratt, 1992).
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Table 2 : résumé des principaux co-chaperons de la Hsp90

L'activité de la Hsp90 dépend de la présence d’autres protéines ayant un réle de
co-chaperons. Le domaine C-terminal comporte un motif MEEVD, qui est reconnu par le
domaine TPR (Tetratricopeptide repeat) présent dans la séquence de ces co-chaperons, ce
qui permet leur association avec la Hsp90 (Pearl and Prodromou, 2006). Dans les cellules
eucaryotes, plus de 20 co-chaperons ont été identifiés ; Ces co-chaperons régulent la
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fonction de Hsp90 par différentes voies, telles que l'inhibition et I'activation de son activité
ATPasique, et le recrutement de protéines- clientes spécifiques. (Li et al., 2012). Ainsi, le
co-chaperon Hop (HSP70/HSP90 organizing protein) permet le recrutement de la Hsp70 et
la Hsp40 et 'arrimage de la protéine-cliente.

2.2.4 Inhibition de la Hsp90 et conséquences

Le cancer est une maladie associée a une instabilité génétique qui permet aux cellules
cancéreuses d'acquérir six caractéristiques distinctives (marques du cancer ou hallmarks
en anglais), y compris : autosuffisance en signaux de croissance, résistance a I'apoptose,
insensibilité aux signaux antiprolifératifs, angiogenése soutenue, invasion des tissus et
métastases, et potentiel proliférative sans limites. De nombreuses protéines de signalisation
associées a ces caractéristiques du cancer sont des protéines-clientes de la Hsp90.
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Table 3 : relation entre protéines clientes de Hsp90 et les marques du cancer.

En outre, la croissance rapide des cellules cancéreuses nécessite la participation de
grandes quantités cytosoliques de Hsp90. Ainsi, il est utile, pour inhiber la croissance et
la métastase du cancer, de supprimer la formation des complexes protéiques de Hsp90
avec ses clientes, qui non seulement réduit la tolérance des cellules cancéreuses aux
chimiothérapies, mais aussi accroit, par synergie, I'efficacité de plusieurs médicaments
anticancéreux (Li et al., 2012).

Donc, linhibition de la Hsp90 permettrait de cibler simultanément les différentes
marques du cancer, en bloquant le fonctionnement de nombreuses protéines oncogenes.
Un blocage simultané de plusieurs points de régulation permettrait d’'induire I'arrét du cycle
cellulaire et conduirait a I'apoptose dans les cellules cancéreuses, via une dégradation des
protéines-clientes par le protéasome (Ferrarini et al., 1992).

Aujourd'hui, si les mécanismes de l'inhibition de la Hsp90 sont mieux compris, les
conséquences de cette inhibition et le mécanisme de I'activité antitumorale des inhibiteurs
sont trés complexes et ne restent que partiellement élucidés.

Les études réalisées sur des modeles animaux de xénogreffes de tumeur humaine,
ont montré que les inhibiteurs de la Hsp90 s’accumulaient dans les cellules tumorales de
maniére trés sélective (Chiosis and Neckers, 2006).

C’est le cas de la 17-AAG dont la distribution est plus importante dans les cellules
cancéreuses que dans les cellules saines. Kamal et al. (Kamal et al., 2003) rapportent
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que la Hsp90 issue de cellules tumorales présente une affinité pour des inhibiteurs du
site N-terminal (comme 17-AAG) environ 100 fois supérieure a celle de la Hsp90 des
cellules normales. lls montrent que la Hsp90 des cellules cancéreuses se trouve sous forme
de complexes multichaperons, c’est-a-dire liée a des protéines-clientes et des protéines
partenaires, tandis que la Hsp90 issue de cellules saines se trouve sous sa forme libre
homodimérique. De ce fait, le complexe multiprotéique d’origine tumorale présente une
activité ATPasique bien plus importante et une affinité également accrue pour les inhibiteurs.
Ainsi, I'activité ATPasique des complexes multiprotéiques des cellules cancéreuses est
inhibée par la 17-AAG a des concentrations largement inférieures a celles nécessaires a
I'inhibition de la Hsp90 des cellules saines.
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Figure 21 : modéle de la sélectivité des inhibiteurs de
Hsp90 dans les tumeurs (Kamal, Boehm and Burrows, 2004)

Dans une cellule tumorale, les complexes multichaperons présenteraient donc la Hsp90
dans une conformation hautement affine, avec une activité ATPasique augmentée, ce qui
faciliterait la progression maligne en permettant la maturation des protéines oncogénes
plus efficacement. En effet, puisque les protéines-clientes oncogénes de la Hsp90 sont
surexprimées dans les cellules cancéreuses, ces derniéres sont trés dépendantes de
cette machinerie superchaperon pour continuer leur croissance. Dans les tissus normaux,
la Hsp90 resterait dans un état homodimérique latent, non complexé. Ces observations
expliqueraient la sélectivité tumorale observée pour la 17-AAG.

Ces données suggérent que la Hsp90 des cellules cancéreuses peut étre ciblée de
maniére sélective. Cependant, I'index thérapeutique d’un inhibiteur ne pourra étre évalué
gu’en stade clinique.

Il existe plusieurs mécanismes d’inhibition de l'activité chaperon de Hsp90, mais le
mécanisme principal est l'inhibition du site de liaison de I'ATP du domaine N-terminal.
Presque tous les inhibiteurs qui sont entrés en essai clinique et préclinique aujourd’hui,
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sont de ce type; cela semble logique, car le premier inhibiteur identifi¢ de Hsp90, la
geldanamycine, en fait partie, ce qui y dirigea la majorité des études et des recherches.

2.2.4.1 Les inhibiteurs de du site d’ATP N-terminal de Hsp90

Aujourd’hui, Il existe plusieurs inhibiteurs naturels et synthétiques du site ATP du domaine
N-terminal de Hsp90, avec différents squelettes moléculaires et appartenant a différentes
familles chimiques.
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Figure 22 : chronologie de la découverte et du développement
des inhibiteurs de Hsp90 (Travers, Sharp and Workman, 2012)

Actuellement, il y a 20 inhibiteurs qui sont en essai clinique sur différent types de
cancers, et beaucoup plusieurs autres composés qui sont en développement préclinique.
Cela représente une augmentation considérable de la production de la recherche en la
matiere par rapport a ce qu’elle est était, il y a plus de dix ans, lorsque le premier dérivé de
la geldanamycine est entré en développement préclinique (Travers, Sharp and Workman,
2012).
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a. Les ansamycines benzoquinones

Le premier inhibiteur spécifique de la Hsp90 identifié fut la geldanamycine (GA), un
antibiotique isolé de Streptomyces hygroscopicus, dans les années 1970 (Stebbins et al.,
1997).

La GA appartient a la classe des ansamycines benzoquinones qui se lient
specifiquement au site N-terminal de la Hsp90 (Maloney and Workman,

2002). Ce macrolactame posséde une puissante activité antitumorale in vitro (Schulte
and Neckers, 1998) et dans des modéles animaux in vivo, mais son utilisation en phase
clinique a été interrompue en raison d’'une forte hépatotoxicité indépendante de I'inhibition
de la Hsp90 (Supko et al., 1995). Le 17-allylamino-17 déméthoxygeldanamycine, (17-AAG,
KOS-953) ou tanespimycine, un dérivé hémisynthétique de la GA (Schulte and Neckers,
1998), L'alvespimycine, la 17-[(diméthylamino)éthylamino]-17 déméthoxygeldanamycine
(17-DMAG, KOS-1022), un analogue aminé substitué en position 17 de la GA (Burger et
al., 2004), La retaspimycine (IP1-504), le sel chlorhydrate de la forme réduite de la 17-AAG
(Sydor et al., 2006), représentent la deuxiéme génération des inhibiteurs de la classe des
ansamycines.

Creldanarmyeine 1 T-AAG

Figure 23 : structures de quelques ansamycines.

A cause de problémes de toxicité, de solubilité, et de manque d’efficacité, tous les
essais cliniques concernant les analogues de la GA ont été suspendus ou abandonnés
(http://clinicaltrials.gov/).

b. Le radicicol et autres macrolactones résorcyliques

Le radicicol (Rd) est un antibiotique de la famille des macrolactones résorcyliques, isolé de
Monosporium bonorden en 1953 (Delmotte and Delmotte-Plaque, 1953).

Cette macrolactone inhibe la Hsp90 en se liant spécifiquement a son site ATPasique N-
terminal ; son affinité pour la Hsp90 est cent fois supérieure a celle de la GA ou la 17-AAG.
Cependant, bien que trés actif in vitro, le radicicol ne montre aucune activité antitumorale
in vivo (Schulte et al., 1998).
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Figure 24 : structures de quelques macrolactones résorcycliques.

La pochonine D, macrolactone naturelle analogue du Rd isolée de Pochonia
chlamydosporia, a montré une affinité pour la Hsp90 proche de celle du Rd (Moulin et al.,
2005).

Plusieurs analogues du radicicol et de la prochonine D ont été développés, mais la pro-
pochoxime B semble la plus prometteuse (Barluenga et al., 2009).

c. Les purines

La premiére molécule décrite de cette classe, PU3, mime les effets cellulaires des inhibiteurs
de la famille des ansamycines, mais avec un potentiel plus faible. Bien que moins puissant
que la 17-AAG, PU3 est plus hydrosoluble et présente une meilleure biodisponibilité. PU3
représente le premier inhibiteur synthétique de la Hsp90 (Chiosis et al., 2001; Vilenchik et
al., 2004).

BIIB021 (ou CNF2024), est une 2-amino-6-chloropurine, avec une puissante activité
inhibitrice de la Hsp90 in vitro, et une activité antitumorale in vivo similaire a celle de la 17-
AAG. BIIB021, est entrée en évaluation clinique en 2005 (Kasibhatla, Hong and Biamonte,

2007).
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Figure 25 : structures de quelques purines.

d. Les pyrazoles et isoxazoles
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Le 3,4-diarylpyrazole (CCT018159) est une molécule qui présente un motif résorcinol,
également présent dans le radicicol, inhibiteur naturel de la Hsp90 (Cheung et al., 2005).

Une optimisation a conduit au composé VER49009, possédant une bonne activité
inhibitrice ATPasique (C150 de 140 nM) (Dymock et al., 2005). Le remplacement du pyrazole
par une isoxazole donnant des liaisons hydrogéne plus stables conduit au NVPAUY922 (ou
VER52296), qui est entré en essai clinique en 2007 (Brough et al., 2007).
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Figure 26 : structures de quelques pyrazoles et isoxazoles

e. Les phényltétrahydroindolones et analogues

Le benzamide A possede une CI50 voisine de 50 uM (sur une lignée cellulaire non
spécifiée). Son originalité reléve de son nouveau squelette chimique, par rapport aux
précédents inhibiteurs de la Hsp90 (Huang et al., 2009).
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Figure 27 : structures de quelques phényiltétrahydroindolones et analogues.

Des modifications structurales ont mené a 'analogue tétrahydroindazolone SNX2112
et a sa prodrogue glycinate, le SNX5422. Ces derniers sont actifs a des CI50 de 'ordre
du nanomolaire sur plusieurs lignées cellulaires. Les deux molécules sont entrées en
évaluation clinique en 2007 (Biamonte et al., 2010).
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Chapitre lll : Screening Virtuel et
Docking Moléculaire

1 Introduction

L'identification et la conception de molécules d’intérét thérapeutique a bénéficié ces
derniéres décennies des progres issus de diverses disciplines scientifiques telles que la
biologie, la pharmacochimie et I'informatique.

Ainsi la recherche, qui consistait autrefois a synthétiser et tester les composés
sélectionnés sur la base de [lintuition et de I'expérience du chimiste médicinal, a
radicalement évolué.
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Figure 28 : Pipeline de développement d’'un médicament sur
lequel sont indiqués les endroits ou les méthodes in silico peuvent
intervenir (CADD : Computer-Aided Drug Design). (Tang et al., 2006)

L'essor de l'outil informatique a particulierement changé la donnée, en conduisant a
I’émergence d’une nouvelle discipline pouvant participer aux étapes initiales de la recherche
pharmaceutique en complément des méthodes expérimentales déja reconnues. On parle
alors de conception de médicaments in silico ou assistée par ordinateur, qui correspond a un
ensemble de techniques informatiques spécifiques souvent désigné par I'acronyme CADD
("Computer-Aided Drug Design") (Jorgensen, 2004; Tang et al., 2006; Talele, Khedkar and
Rigby, 2010).

Bien que ces outils aient un large champ d’application dans le processus de recherche
de nouveaux médicaments, nous nous limiterons a la description des méthodes utilisées
pour ce travail, a savoir le criblage virtuel (Walters, Stahl and Murcko, 1998; Shoichet,
2004) et, plus particulierement, une de ses sous-composantes : I'arrimage moléculaire, ou
"docking" (Kitchen et al., 2004).
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2 La stratégie du criblage virtuel

Le criblage virtuel (VS, virtual screening) est la stratégie in silico la plus utilisée pour
l'identification de touches ("hits") dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments
(Shoichet, 2004; Oprea and Matter, 2004). Celui-ci fait désormais partie intégrante de la
plupart des programmes de recherche de composés bioactifs, que ceux-ci se déroulent
en milieu académique ou industriel, car il constitue un complément essentiel au criblage
biologique haut-débit.

Le criblage virtuel permet I'exploration de larges chimiothéques (> 106 molécules) a
la recherche de composés actifs vis-a-vis d’une cible thérapeutique donnée. Ce processus
vise a réduire de facon significative la chimiotheque de départ a une liste limitée de
composeés jugés les plus prometteurs.

Cette approche conduit souvent a une nette amélioration de la "concentration” de
molécules actives pour la cible ("hit rate"), tandis qu’une sélection aléatoire de molécules
de la chimiothéque ne saurait fournir un tel enrichissement. Ainsi, le temps aussi bien que
les colts de I'identification de nouvelles touches peuvent étre réduits de fagon significative
(Stahura and Bajorath, 2004; Ripphausen et al., 2010).

1.1 Préparation d’une chimiothéque

Ces bases de données peuvent étre seulement des collections de structures (2D, 3D et
autres formats) ou fournir des données supplémentaires, telles que la bio-activité mesurée
des composés et leurs cibles protéiques, ainsi que les maladies ciblées. Mais trés peu
de ces bases de données (comme ChEMBL) tentent de lier les données sur les petites
molécules a des informations sur leurs caractéristiques biologiques, leurs cibles, ainsi que
leurs données d'essai disponibles.

43



Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

=l=1=1
218|217 BIFIEIE|RIB] EIEIZ|R]|E
Eévﬁaﬁal& EIE2| & 5
.-.NEE EE_‘..-EE H'E,Era'.':':.'
= = ot =8
& 15 |3 : 2
JERHEE :
= 2 B
% g E
o
]
B
=5
-
3
o ff = g S [l AN Bl Bt Ml Sy AlE=lT
EEE;EE?EEE“?E THHHE
“le =28 o g
A HIEIE El12|E)|E) £]3 =4l |-
-':d‘—'E‘,:-E s Eﬂ. Crl 3
a |z zgﬁgiﬁqggnﬁaﬂﬁ
3 21|28 = E%':Ea
u- * = = I : E‘
2l |= A FIE|l ElEl=]|2
ARHEUHARHHERIHHL
I oo gl g | =
: 3 S1ElEIE |22 o|®]|E
g 7|5 #lE| g =
e g | e ;r": '3.
E HE 5l 8 &
7|} : E
] 2
F
=} E=8 E=3 E=H B= o m -
1HHHHHHHIBHBHE
AERRES A A R e B A
S A A R A EREE R - R B
=1=1=1=|=|el2)Ele12|el=2 12|12 |
SIEIE|IE|2 21222122
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂgaﬁ"ﬂﬂ
l"nu
B
= K
=B
=

Table 4 : bases de données de petites molécules les
plus connues et les plus pertinentes (Liao et al., 2011).

La pertinence de la chimiothéque employée est la premiére condition pour le succés
d’un criblage virtuel, bien avant celle des algorithmes utilisés pour la recherche de touches
au sein de la chimiothéque (Bleicher et al., 2003). En effet, seule une librairie de composés
suffisamment diverse peut garantir une exploration satisfaisante de I'espace chimique,
maximisant ainsi les chances de découvrir de nouvelles touches (Perez, 2005).

1.2 Préfiltrage de la chimiotheque ADME/T
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Pour éviter de perdre du temps avec des molécules possédant des caractéristiques
incompatibles avec celles de composés d’intérét pharmaceutique, le processus de criblage
comporte généralement une étape préliminaire de filtrage. Plusieurs critéres de base sont
pris en compte, tels que le faible cout de production, la solubilité, la stabilité, mais aussi, les



Chapitre Ill : Screening Virtuel et Docking Moléculaire

propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion et
de toxicité (ADME/T) (Gleeson, Hersey and Hannongbua, 2011).

Cette tache, qui peut étre prise en charge par des programmes spécialisés, consiste a
exclure les composeés toxiques ou supposes tels ou comportant des groupements jugés trop
réactifs. Ensuite, ne sont retenus que les composés obéissant a des définitions empiriques
simples du profil de molécule active (caractére dit "drug-like"), telle que la populaire "régle
des 5” de Lipinski (Lipinski et al., 2001) et ses extensions.

Durant leur phase d’optimisation, la complexité, le poids moléculaire et le caractére
lipophile des touches ont généralement tendance a augmenter. Par conséquent, des filtres
physico-chimiques additionnels peuvent étre employés pour restreindre la chimiothéque aux
composés ayant un profil de téte de série, dits "lead-like" (Hann and Oprea, 2004).

On estime alors que les risques d’échec aux tests cliniques sont minimisés, ce qui
est souvent un impératif économique. Toutefois, appliquées de fagon stricte, ces régles
de préfiltrage peuvent assez facilement conduire a I'exclusion de molécules d’intérét. Par
exemple, de nombreux médicaments commercialisés ne respectent pas les régles de
Lipinski (Oprea, 2000) ; c’est pourquoi ces régles empiriques sont souvent employées de
facon plus ou moins permissive.
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Table 5 : programmes disponibles de la prédiction ADME/T (Liao et al., 2011).

1.3 Obtention de la structure de la cible

46

Afin d’obtenir de maniére expérimentale la structure d’'une protéine, plusieurs étapes sont
nécessaires. Il faut isoler le géne, le cloner et I'exprimer dans un organisme adéquat,
puis purifier la dose de protéine obtenue et parfois éliminer le fragment rajouté a la
protéine pour la chromatographie d’affinité (Edwards et al., 2000). Ces étapes de biologie
moléculaire restent encore délicates et limitent le travail. La structure tridimensionnelle
est le plus souvent obtenue a partir de I'échantillon par diffraction de rayons X. pour ces
méthodes, les molécules doivent auparavant étre préparées sous forme de cristal, mais
la cristallogenése reste une étape hautement empirique et difficile. La possibilité d’obtenir
des cristaux complexe protéine-ligand est bien plus intéressante, mais aussi plus difficile a
réaliser (Abola et al., 2000). Il est également possible d’obtenir des structures par résonance
magnétique nucléaire (RMN) dans les cas ou la protéine ne comporte pas plus de 200
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acides aminés ou par microscopie cryo-€lectronique (Siega, Van Duynhoven and Baldus,
1999; Kihlbrandt and Williams, 1999).

La majorité des structures protéiques sont disponibles et téléchargeables via la PDB
(Protein Data Bank) (Berman et al., 2000), un grand nombre de structures d'une méme
molécule avec ou sans ligand permet d’avoir une information pertinente. Quand la méthode
expérimentale n’est pas possible ou n’a pas été encore réalisée, la solution a envisager en
premier est une approche par modélisation comparative (homomogy modeling) (Cavasotto
and Phatak, 2009). Il s’agit de prédire un modéle d’aprés d’autres molécules le plus proche
possible de la cible, et dont les structures sont connues expérimentalement.

1.4 Criblage virtuel

Suivant la nature de I'information expérimentale disponible sur la cible et/ou les ligands
existants, on distingue deux approches distinctes pour le criblage virtuel. La premiére
se base sur la structure de la cible et est connue sous le nom de "structure-based
virtual screening" (SBVS) (Ghosh et al., 2006; Lyne, 2002). La seconde, reposant sur la
connaissance d’'un nombre suffisant d’informations concernant une ou plusieurs molécules
actives (ligands) de référence, est appelée "ligand-based virtual screening" (LBVS)
(Lengauer et al., 2004).

Bien que ces deux approches soient surtout utilisées de maniére exclusive (souvent
parce que la nature des données de départ ne laisse qu’'un seul choix possible), leur
combinaison lors d’'une campagne de criblage permet de maximiser les chances de succeés
pour identifier de nouvelles touches (Muegge and Oloff, 2006; Peach and Nicklaus, 2009).
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optimization

Figure 29 : protocole typique d’un criblagevirtuel.

1.4.1 Les méthodes "ligand-based" (LBVS)

Elles consistent en premier lieu a classifier la chimiothéque testée a travers divers
descripteurs, comme les motifs pharmacophoriques 3D (Mason, Good and Martin, 2001) et
autres (Todeschini and Consonni, 2000), décrivant les caractéristiques physico-chimiques
et structurales des molécules. Ensuite, il s’agit d’identifier les molécules comportant
une similarité avec les ligands connus pour étre actifs sur la cible étudiée, ainsi
qu'une dissimilarité avec les molécules connues pour étre inactives (ou présentant des
caractéristiques indésirables).

Cette approche, rapide et relativement simple a mettre en ceuvre, présente comme
inconvénient majeur son interdépendance envers les informations de référence utilisées
pour construire le modéle de prédiction d’affinité. Par conséquent, les résultats ne sont
souvent pas satisfaisants en termes de diversité. En particulier, il est a priori peu probable
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d’identifier de nouvelles classes de molécules actives dont les propriétés différeraient de
celles des ligands actifs connus.

Figure 30 : Exemples de pharmacophores utilisés en (LBVS) (Liao et al., 2011).

(A) Un pharmacophore produit par Catalyst. Sphére bleue: caractére hydrophobique;
sphére verte: accepteur de liaison hydrogéne ; sphére pourpre : donneur de liaison
hydrogéne ; sphére noir: volume exclu. (B) Un pharmacophore produit par Phase. Sphére
rouge clair: accepteur de liaison hydrogene; sphére bleu clair: donneur de liaison hydrogéne;
spheére verte: caractére hydrophobique; sphére rouge : caractére négative e; orange torus:
noyau aromatique.

1.4.2 Les méthodes "structure-based” (LBVS)

Elles se rapportent souvent aux algorithmes de docking protéine-ligand et quelquefois
aux recherches basées sur un motif pharmacophorique du site actif de la protéine cible.
Ces méthodes ne consistent pas a rechercher des touches comportant une similarité
avec des composés connus, mais a estimer la complémentarité structurale de chaque
molécule criblée avec le site actif considéré. Ainsi, contrairement a 'approche basée sur des
ligands de référence, cette approche peut potentiellement identifier de nouvelles classes
de molécules actives. En revanche, ces méthodes sont généralement plus colteuses en
puissance de calcul et leur emploi requiert souvent une expertise plus importante.
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Figure 31 : Déroulement d’une expérience de
criblage virtuel par docking. (Ghosh et al., 2006).

Dans un premier temps, la chimiothéque a cribler (a) est préparée (uniformisation des
données, ajout des protons a pH physiologique, conversion en 3D, etc.), puis préfiltrée (c)
comme décrit précédemment.

Concernant la cible, il faut disposer d’'une structure tridimensionnelle fiable de la
protéine ciblée (en particulier au niveau de son site actif) (b). Une fois la cible sélectionnée
et préparée (vérification de sa structure, sa protonation, prise en compte de certaines
molécules d’eau, etc.), le site actif de celle-ci est défini ; cela consiste a déterminer les
résidus clés du site de liaison qui forment le lieu de reconnaissance moléculaire avec les
ligands (d).

Quand les petites molécules et la cible sont prétes, un algorithme de docking, associé a
sa fonction de score, est employé pour identifier et classer les composés de la chimiothéque
ayant les meilleures affinités avec la cible (e).

Une inspection visuelle des solutions de docking des ligands les mieux classés par la
fonction de score peut avoir lieu, afin de vérifier leurs modes d’interaction avec les résidus
clés du site actif (e). Les molécules candidates obtenant les meilleures prédictions d’affinité
constituent enfin des touches (hits) potentielles qu’il faut valider en les soumettant aux tests
expérimentaux (f). Al'issue de ces essais, les composés démontrant une activité biologique
peuvent passer en phase d’optimisation en vue de déterminer des tétes de série (leads) (g).
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2 Le docking moléculaire

Le docking moléculaire consiste en un algorithme informatique automatisé qui prédit et
a reproduit les interactions protéine-ligand ; Cette méthode tente d'imiter le processus
réunissant une protéine et un ligand pour former un complexe non covalent, et de révéler
la complémentarité électrostatique et stérique entre les deux.

Le docking moléculaire et son utilisation dans le criblage virtuel ont fait I'objet de
plusieurs revues (Brooijmans and Kuntz, 2003; Abagyan and Totrov, 2001; Kitchen et al.,
2004; Sousa, Fernandes and Ramos, 2006), ainsi que I'évaluation et la comparaison de
plusieurs programmes de docking (Zhou et al., 2007; Onodera, Satou and Hirota, 2007;
Cross et al., 2009; Plewczynski et al., 2011).

Méme si du point de vue de la précision, certains programmes actuels se distinguent,
il peut étre difficile de déterminer dans I'absolu qu’'un programme de docking donné
"fonctionne mieux” qu'un autre ou de tirer des conclusions générales sur leur pouvoir
prédictif ; ceci pour plusieurs raisons (Cole et al., 2005; Liao et al., 2011). En effet,
chaque programme de docking est unique par la représentation du systéme, la méthode de
recherche et la fonction de score employée. Cette spécificité se répercute sur sa pertinence
en termes de rapport entre précision et efficacité de calcul, rapport qui dépend aussi des
parameétres employés pour les calculs et de la nature de la cible étudiée. C’est pourquoi, on
assiste par exemple a 'émergence de fonctions de score spécifiques a certaines classes
de protéines (Laederach and Reilly, 2003). Enfin, le jugement de la qualité d’'un programme
peut se faire a plusieurs niveaux, notamment sur la qualité des poses des ligands les mieux
classés, sur sa prédiction de I'affinité de liaison ou encore sur son efficacité a cribler des
chimiothéques.
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Table 6 : programmes de docking les plus
utilisés dans les criblages virtuels (Liao et al., 2011)

2.1 Principe
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Le processus du docking est itératif et chaque passe de calcul s’articule en deux étapes.
Tout d’abord, une portion limitée de I'espace des conformations du complexe protéine-ligand
est explorée afin d’'améliorer la pose (orientation et/ou conformation) du ligand dans le site
actif de la protéine. L'étape suivante fait intervenir une fonction de score qui évalue la qualité
de la pose générée (Gohlke and Klebe, 2002). Cette estimation in silico de I'affinité du ligand
pour la cible est basée sur un examen simplifié des interactions entre les deux partenaires.
La répétition du cycle de recherche associé a I'estimation du score guidant I'exploration de
I'espace doit assurer la convergence de I'algorithme vers un état représentatif du minimum
global de I'énergie libre d’association.

2.1.1 Représentation du systéme



Chapitre Ill : Screening Virtuel et Docking Moléculaire

La plupart des méthodes de docking reposent sur une représentation simplifiée qui peut
réduire la protéine aux atomes du site actif et du voisinage de celui-ci, et dans laquelle les
molécules du solvant ne sont pas représentées explicitement.

Les modeéles utilisés sont généralement analogues a ceux de la mécanique moléculaire,
dans lesquels chaque atome des structures moléculaires est représenté comme un point
unique sur lequel ses propriétés sont projetées. Moins fréquemment, les ligands et/ou les
sites actifs peuvent étre modélisés par I'intermédiaire de surfaces.

Les propriétés des ligands et/ou des sites actifs réparties dans I'espace peuvent
également étre représentées a travers leur projection sur une grille virtuelle.

2.1.2 La recherche de la pose optimale

Un systéme biologique réduit a la zone d’interaction protéine-ligand fait intervenir trois
acteurs dans le phénoméne de reconnaissance moléculaire : la protéine, le ligand et le
solvant. Un algorithme de docking idéal prendrait en compte tous les paramétres associés
a ces trois composantes, tels que la compléte flexibilité du ligand et de la protéine, les effets
de solvant, etc. Toutefois, une telle approche implique I'exploration d’'un espace composé
d’un nombre trés important de degrés de liberté. La résolution du docking par une recherche
exhaustive nécessiterait alors des temps de calcul considérables. Pour cette raison, la
complexité du systéme est généralement réduite au niveau de la modélisation structurale.
Les approximations les plus courantes a ce niveau consistent a considérer la protéine
comme une entité rigide et a ne pas représenter explicitement les molécules du solvant.

2.1.2.1 Docking rigide

Dans le cas des méthodes de docking rigide, la protéine et le ligand sont traités comme
étant des entités rigides ; la recherche de la pose optimale se limite au positionnement
(translation et/ou rotation) du ligand. Cette opération consiste en la recherche exhaustive
dans I'espace discrétisé des degrés de liberte.

Il est possible de considérer indirectement la flexibilité des ligands en utilisant des
programmes de docking rigide. Pour cela, un jeu de conforméres de basse énergie
pour chaque molécule a tester sur le site actif ciblé peut étre généré et utilisé. Une
telle approche est nécessaire dans le contexte du docking rigide, car il est admis que
la conformation complexée d’un ligand peut varier considérablement par rapport a sa
conformation "libre” (Nicklaus et al., 1995).

2.1.2.2 Docking semi-flexible

Dans le cas des méthodes de docking semi-flexible, la protéine est traitée comme étant
rigide et le ligand comme étant totalement flexible. Lorsque I'espace conformationnel des
ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté de I'espace de recherche peut étre
conséquent dans le cas de molécules trés flexibles. Dans un tel contexte, 'emploi de
méthodes de recherche exhaustives apparait souvent inapproprié, car nécessitant des
simplifications importantes au niveau de I'échantillonnage, des algorithmes de recherche
de la flexibilité du ligand par plusieurs approches sont utilisés.

a. L’approche combinatoire (incrémentale)
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Dans un premier temps le ligand est découpé en parties rigides et flexibles. Entre les points
ou des rotations sont possibles, une ou plusieurs ancres rigides sont définies, ensuite une
premiére partie rigide est mise en interaction avec le récepteur, puis les parties flexibles
sont ajoutées de maniére successive avec une exploration des angles de torsion.

b. L’approche aléatoire ou stochastique

Les programmes de docking semi-flexible considérés comme les plus efficaces emploient
des méthodes de recherche aléatoires ou stochastiques. L'exploration de I'espace de
recherche se fait de fagon plus ou moins aléatoire et les états générés sont soit acceptés,
soit rejetés, suivant des régles spécifiques. Les deux principales classes de méthodes
aléatoires sont :

les méthodes de Monte Carlo, générant aléatoirement des états du systéme acceptés
ou rejetés sur la base probabiliste de la fonction de Boltzmann.

les méthodes évolutionnaires basées sur des algorithmes génétiques, s’'inspirant des
théories de I'évolution pour sélectionner les états.

2.1.2.3 Docking flexible

De nombreuses études utilisant le docking par I'approche ligand flexible/protéine rigide
ont montré que cette stratégie semi-flexible conduisait a des résultats concluants (Alvarez,
2004; Ghosh et al., 2006). Toutefois, les réussites issues de son utilisation concernent
surtout I'étude de protéines relativement rigides. A la suite de leur liaison avec un ligand,
de nombreuses protéines peuvent pourtant subir des réarrangements structuraux de
plus ou moins grande amplitude. Négliger cet aspect, désigné sous le terme d™induced
fit" (Koshland Jr., 1994), peut avoir des conséquences facheuses sur la pertinence des
résultats issus d’un docking (Erickson et al., 2004). Méme concernant des changements
conformationnels mineurs, la flexibilité du site actif de la protéine peut avoir une grande
influence dans le phénoméne de reconnaissance moléculaire avec un ligand (Teague,
2003).

La mise au point d’algorithmes de docking prenant en compte explicitement la flexibilité
de la protéine est toutefois une tache délicate, car le nombre de degrés de liberté associé
a une telle représentation peut se révéler trés important (>> 50).

Beaucoup d’efforts ont été fournis afin de surmonter cet obstacle (Kokh and Wenzel,
2008), et les approches qui en résultent peuvent étre classés en deux grandes catégories:

a. L’approche ensemble-docking

Qui consiste en la reconstruction du récepteur en combinant plusieurs conformations
(expérimentales ou issues de simulations MD) de la macromolécule cible.

Les premieres techniques de cette approche impliquent l'utilisation d'une grille
composite incorporant multiples structures cristallographiques et/ou RMN des complexes
protéines-ligands (Knegtel, Kuntz and Oshiro, 1997), et ont donné des résultats
encourageants, méme si elles ne tiennent pas compte de la nature combinatoire des
conformations utilisées.

Les méthodes des simulations MD (Dynamique Moléculaire) (Pak and Wang, 2000), de
Monte Carlo (Morris et al., 1998), et la génération de librairies de rotaméres (conformations
énergétiquement raisonnables) pour un ensemble de chaines latérales de la protéine
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autorisées a étre flexibles (Kallblad and Dean, 2003) ont été aussi mises en ceuvre dans le
but d'introduire, au moins partiellement, la flexibilité du récepteur de la macromolécule.

Des techniques alternatives (Sudbeck et al., 1998) impliquent I'utilisation des structures
cristallines de nombreux complexes protéine-ligand, et la superposition de leurs régions les
plus stables, dans le but de créer une carte composite du site de liaison.

Il est aussi possible d’effectuer un docking sur chacune des multiples conformations
(Barril and Morley, 2005; Wong et al., 2005). Cette approche systématique peut se révéler
colteuse en temps et en ressources computationnelles, mais a I'avantage de ne pas
dépendre des paramétres et de la pertinence d’un programme spécifique.

b. L’approche induced fit

Qui échantillonne la flexibilit¢ du récepteur lors d’'une simulation de docking. Cette
approche semble plus prometteuse, car elle permet I'exploration compléte de I'espace
conformationnel de la protéine, en couvrant un plus large ensemble d'orientations su
récepteur (Scherman et al., 2006). Néanmoins, cette méthode prend beaucoup plus de
temps, parce que la flexibilité de la protéine nécessite I'échantillonnage d'un nombre
important de degrés de liberté dans la simulation. Ces méthodes ne peuvent pas
généralement étre utilisées dans les SBVS, principalement en raison de leurs exigences de
calcul trop élevées (basse vitesse) pour le criblage de grandes chimiothéques.

Le docking rigide permissif (soft docking) considére la flexibilité de la protéine de
maniére indirecte, en atténuant certains termes de répulsion. Cela peut permettre au ligand
de pénétrer légérement la surface de la protéine en prévision des réarrangements qui
auraient eu lieu lors de I'association de partenaires flexibles (Ferrari et al., 2004). Une telle
approche indirecte est cependant limitée pour couvrir le spectre des effets d’'induced fit.

Enfin, de nouveaux programmes de docking qui traitent la flexibilité du site actif en
employant la méme stratégie que celle des ligands (chaque rotamére constitue un degré de
liberté), sont actuellement en développement (Cozzini et al., 2008).

2.1.3 L’évaluation du score des poses

L’évaluation et le classement des différentes conformations du ligand positionné dans le site
actif de la protéine constituent le second aspect crucial du docking, aprés la nature de la
recherche conformationnelle. Une fonction de score doit théoriquement pouvoir distinguer,
parmi les différentes poses générées pour un ligand, celles qui correspondent aux modes de
liaison les plus représentatifs de la reconnaissance moléculaire. Ainsi, elle doit permettre,
sur la base d’'une pose optimale proposée, de différencier les molécules bioactives des
autres composés inactifs vis-a- vis de la protéine.

Des techniques basées sur le calcul d’énergie libre ont été développées et constituent
un moyen quantitatif rigoureux pour estimer l'affinité de liaison d’'un ligand pour une
protéine (Kollman, 1993; Simonson, Archontis and Karplus, 2002). Bien qu’elles soient trés
précises, leur colt (en temps, en contraintes et en expertise) ne les rend pas appropriées
pour une application de docking dans le cadre d'un criblage virtuel. Pour représenter le
meilleur compromis entre vitesse et précision, les fonctions de score implémentées dans les
programmes de docking sont donc basées sur la simplification des phénoménes impliqués
dans la reconnaissance moléculaire, en particulier de ceux qui sont délicats a évaluer en
dehors des calculs d’énergie libre (comme I'entropie).
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Les différentes fonctions de score implémentées dans les programmes de docking ont
fait 'objet de nombreuses publications (Ferrara et al., 2004; Cheng et al., 2009; Wang et
al., 2004). Elles sont généralement classées suivant trois catégories : les fonctions de score
basées sur un champ de force, les fonctions de score empiriques et celles basées sur des
connaissances statistiques. Enfin, plusieurs fonctions de score de nature différente peuvent
étre combinées pour former des fonctions de score dites de consensus.

2.1.3.1 Les fonctions de score basées sur un champ de force

Les champs de force dans leur forme standard évaluent la somme de deux énergies :
I'énergie entre atomes liés au sein d’'une molécule donnée (énergie interne) et 'énergie entre
atomes non-liés. Ce deuxiéme terme correspond au terme principal de I'énergie d’interaction
protéine-ligand dans le cas d’'une application a un probléme de docking. La plupart du temps,
les fonctions de score basées sur un champ de force ne considérent qu’une conformation
donnée de la protéine. Ainsi, si 'on compare I'activité de deux ligands par rapport a cette
méme conformation, cela permet de faire abstraction du terme d’énergie interne de la
protéine qui s’annule dans I'expression de la différence d’énergie libre d’interaction entre
les deux ligands.

L'affinité d’un ligand donné pour le site actif, mesuré en tant qu’énergie d’interaction,
correspond a la somme des énergies d’interaction de van der Waals (souvent représentée
par un potentiel de Lennard-Jones) et électrostatiques (potentiel de Coulomb). On peut
ajouter a la fonction de score un terme d’énergie interne du ligand. Tous ces termes peuvent
s’exprimer a partir des paramétres du champ de force considéré.

De telles fonctions de score présentent certaines limitations qui s’ajoutent a celles
induites par la représentation du systéme (p. ex. la non représentation explicite du solvant).
En particulier, les effets d’entropie, qui peuvent varier d’'un ligand a I'autre pour un site actif
donné, aussi bien que pour un ligand donné d’un site actif a l'autre, ne sont pas pris en
compte. Seule la contribution enthalpique de I'énergie libre d’interaction est ainsi prise en
compte.

2.1.3.2 Les fonctions de score empiriques

Ce type de fonction de score approxime I'énergie libre de liaison en sommant de fagon
pondérée différents termes d’interaction dérivés de paramétres structuraux. Les différents
poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des données
expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’'un jeu d’entrainement de
complexes protéines-ligands.

La plupart des programmes de docking implémentent ce type de fonction de score
témoignant de leur efficacité (en termes de rapport précision/rapidité). Cependant, le
principal inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données
utilisées pour les calibrer qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter leur
transférabilité sur des systémes différents.

2.1.3.3 Les fonctions de score basées sur des connaissances statistiques

Ces fonctions de score sont construites a partir de régles fondées sur une analyse
statistique des complexes protéines-ligands résolus expérimentalement. Elles partent du
principe que les distances interatomiques les plus représentées statistiquement dans les
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complexes constituent des contacts énergétiques favorables et, qu’a I'inverse, les plus rares
représentent des interactions moins stables.

Ainsi, leur paramétrisation dépend de la quantité d’informations expérimentales
disponibles, et on doit leur apparition a la profusion de données structurales accessibles
dans des bases de données telles que la Protein Data Bank.

2.1.3.4 Les fonctions consensus

Ces fonctions hybrides combinent les résultats issus de diverses fonctions de score. On
estime qu’il est possible de compenser partiellement les faiblesses intrinséques de chacune
des fonctions de score employées, évitant leurs erreurs individuelles et ainsi d'augmenter
la probabilité d’'identifier des composés actifs. Cependant, si les termes des différentes
fonctions de score sont fortement corrélés, l'intérét du consensus devient limité, car il peut
entrainer une amplification des erreurs, au lieu de les atténuer (Feher, 2006).

2.1.3.5 Autres types de fonctions de score

Les méthodes de docking reposant sur des surfaces utilisent des fonctions de score qui sont
adaptées et principalement centrées sur la complémentarité géométrique surface-surface,
et auxquelles il peut étre adjoint une estimation d’interactions sur le modéle des fonctions
de score plus conventionnelles.
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Chapitre IV : Matériels et Méthodes

1 Matériels

Pour tout le travail in silico réalisé dans la présente étude, le package Schrdodinger Suite
2011 a été utilisé, installé sur trois machines : un PC portable (processeur Intel Core 2 Duo
2GHz, 4 Go de RAM, plateforme : Windows 7), un PC portable (processeur Intel Core | 5,
2.5 GHz, 4 Go de RAM, plateforme : Windows 7) et un PC de bureau (processeur Intel Core
I3 3GHz, 4 Go de RAM, plateforme : Windows 8).

Schrodinger Suite 2011 est un package de Modélisation Moléculaire trés complet et trés
puissant qui comprend les programmes et applications, et les solutions les plus sophistiqués
et les plus performants dans le monde de la bio-informatique, la chimio-informatique et la
conception des médicaments assistée par ordinateur

1.1 Les programmes et applications Schrodinger
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1.1.1 Maestro 9.2

Maestro est une interface graphique intuitive pour toutes les applications, et les solutions
Schrédinger. Maestro comprend aussi une gamme d’outils de visualisation (plusieurs types
de représentation 3D et 2D, de colorations, de labélisation ...etc.), et de manipulations des
structures (table de structures, alignement de séquences et de structures, calcul RMSD, 2D
skecter...etc.) trés pratiques et sophistiqués.

1.1.2 Glide 5.7

Glide est une solution compléte pour le docking ligand-récepteur ; il offre un spectre
complet de vitesses et de précisions, allant du criblage virtuel a haut débit de millions de
composeés aux prédictions de modes de liaison extrémement précises, en fournissant des
enrichissements constamment élevés a tous les niveaux.

1.1.3 Phase 3.3

Phase, est un programme polyvalent et a haute performance pour la conception des
pharmacophores, I'alignement des structures, la prédiction de I'activité, et la génération et
la recherche de bases de données de structures 3D.

Phase fournit un support rapide, précis et hautement configurable, pour la découverte
de touches (hits), le développement SAR (structure activity relationship), I'optimisation
de tétes de série. Phase peut étre également utilisé comme une source d'alignements
moléculaires par tiers programmes de 3D QSAR (quantitative structure activity relationship).

1.1.4 Prime 3.0
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Prime, est un progiciel puissant et innovateur pour la prédiction précise des structures de
protéines. Primeest un outil trés précis de la modélisation comparative et la reconnaissance
des repliements de protéines. Le chemin de modélisation comparative comprend le
processus complet de la prédiction de structures de protéines et la reconnaissance de
motifs, a l'alignement, jusqu’a la construction du modéle, au raffinement des structures
(prédiction de chaines latérales, prédiction de boucles, et minimisation).

1.1.5 PrimeX 1.8

PrimeX, est Un package complet pour le raffinement précis des structures cristallines de
protéines, utilisant le champ de force OPLS-AA avec des technologies trés sophistiquées.

1.1.6 Desmond 3.0

Desmond, programme extrémement performant pour les simulations de MD des systemes
biomoléculaires.

1.1.7 CombiGlide 2.7

CombiGlide, programme de technologie combinatoire et resquillage d’ancres (core
hopping) pour la découverte et I'optimisation de tétes de série (leads).

1.1.8 QSite 5.7

QSite, un programme de QM/MM (mécanique quantique/mécanique moléculaire) a haute
performance. QSiteapplique la mécanique quantique au centre réactif du site actif de la
protéine, et la mécanique moléculaire pour le reste du systeéme.

1.1.9 Impact 5.7

Impact, est un programme de mécanique et dynamique moléculaires, qui constitue la
composante des calculs de mécanique moléculaire de Glide, de Liaison, et de QSite.
Certaines fonctionnalités de base d'Impact, comme la minimisation d'énergie par mécanique
moléculaire (MM), les simulations de dynamique moléculaire (MD), les simulations hybrides
de Monte Carlo (HMC), et la solvatation explicite des structures sont disponibles a travers
l'interface Maestro.

1.1.10 MacroModel 9.9

MacroModel, un programme polyvalent, riche en fonctionnalités pour la modélisation
moléculaire. MacroModel comprend les principaux champs de force, des modéles de
solvatation précis, et des méthodes de recherche de conformations de pointe pour fournir
un package des plus complets et performants de modélisation moléculaire.

1.1.11 MCPRO+ 2.0

MCPRO+, un package Monte Carlo a usage général utilisant la théorie des perturbations
d'énergie libre pour la prédiction précise de I'énergie libre relative, et les affinités de
liaison relatives des complexes protéines- ligands peuvent étre prédites par des approches
multiples.
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1.1.12 Liaison 5.7

Liaison, est un programme qui prédit les affinités de liaison des complexes ligands-
récepteurs utilisant un modeéle linéaire d'approximation (LIA) d'interaction qui est adapté a
un ensemble d'énergies de liaison libres connues.

1.1.13 Jaguar 7.8

Jaguar, est un package de mécanique quantique ab initio a haute performance pour la
simulation la phase gaz et solution, avec une puissance particuliere dans le traitement des
systémes contenant des métaux.

1.1.14 QikProp 3.4

QikProp, Prédictions ADME/T rapides des médicaments candidats. QikProp évalue
efficacement les propriétés pharmaceutiques pertinentes de plus d'un demi-million de
composés pendant 1 heure, en générant un grand nombre de propriétés et de descripteurs
moléculaires.

1.1.15 Strike 2.0

Strike, un logiciel puissant pour la modélisation statistique et QSAR.

1.1.16 LigPrep 2.5

LigPrep, un programme pour la génération de modéles moléculaires 3D précises. LigPrep
va bien au-dela des simples conversions de structures

2D en 3D, en incluant des variations tautomériques, stéréochimiques, et d'ionisation,
ainsi que la minimisation d’énergie et des filtres souples pour générer des banques de
ligands entiérement personnalisés, qui sont optimisés pour de plus amples analyses
informatiques.

1.1.17 Epik 2.2

Epik, Prévisions de pKa rapides et robustes, en combinant la fiabilité éprouvée des
méthodes Hammett et Taft avec des outils de tautomérisation puissants, pour la prédiction
précise des états de protonation des ligands dans des conditions biologiques.

1.1.18 SiteMap 2.5

SiteMap, un outil rapide, précis et pratique pour l'identification de sites de liaison, et la
détermination de leurs caractéristiques et propriétés, et méme le scorer.

1.2 Les Solutions Schrodinger

1.2.1 Protein Preparation Assistant

Protein Preparation Assistant fournit une interface pratique pour corriger les défauts dans
les structures des protéines et les préparer pour différents types d’utilisation.
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1.2.2 Induced Fit Docking:

Le protocole IFD de Schrédinger est nouvelle méthode de prédiction rapide, précise, et
innovatrice pour modéliser les changements conformationnels du site actif induits par la
liaison du ligand ; en fusionnant le pouvoir prédictif de Prime avec les capacités de score de
Glide, IFD est un nouvel outil qui prédit les géométries induites du site actif avec un succes
remarquable.

1.2.3 Ligand and Structure Based Descriptors

Ligand and Structure Based Descriptors est une solution pratique et efficace pour la
hiérarchisation des composés et la prévision des affinités de liaison, intégrant de fagon
cohérente cinq différentes méthodes pour prédire les affinités de liaison.

1.2.4 Quantum-Polarized Ligand Docking

Quantum-Polarized Ligand Docking est solution de recherche innovatrice qui combine
la puissance de Glide avec la précision de QSite Le premier algorithme de ce type, QM-
Polarized Ligand Docking utilise la méthode ab initio pour calculer les charges du ligand
dans l'environnement de la protéine, offrant une précision nettement améliorée par rapport
aux algorithmes de docking MM pures.

1.2.5 Virtual Screening Workflow

Virtual Screening Workflow fournit une interface pratique pour la mise en place de
préparations flexibles des ligands, de filirages, et de dockings par Glide, pour cribler
virtuellement un grand nombre de ligands contre une protéine cible.

2 Méthodes

Un protocole de criblage virtuel a été élaboré suite a plus d’'une centaine d’essais de docking
sur différentes structures Hsp90 et mettant en jeu différents types de ligands ; ces essais
avaient pour but de déterminer les méthodes et les parameétres les plus appropriés pour la
préparation des ligands et des récepteurs, ainsi que pour les simulations de docking.

Ce protocole comprend les étapes suivantes :
Sélection de huit structures cristallographiques pour servir de cibles pour le criblage.
Test de la fiabilité du programme de docking utilisé.
Criblage virtuel poussé d’une petite chimiothéque de flavonoides,
les plus abondants dans I'alimentation.

Criblage virtuel d’'une chimiothéque de flavonoides et de coumarines relativement
grande.

Evaluation visuelle et optimisation des meilleures poses.

Ce protocole comprend plusieurs enrichissements pertinents qui sont le fruit d’'une analyse
approfondie de la Hsp90 et ses ligands, a savoir :

61



Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

L'utilisation de plusieurs structures cristallographiques (ensemble- docking) pour
introduire partiellement le phénoméne d’induced fit de la Hsp90 et diminuer le taux de
faux négatifs.

L'implication d’une contrainte spécifique a la Hsp90 : une liaison hydrogéne
caractéristique avec le résidu Asp93 (Asp79 pour la levure) dans toutes les
simulations de docking, et la prise en compte de quatre molécules d’eau conservées
dans les dockings et dans I'évaluation des poses ; cette approche permet d’éliminer
un grand nombre de poses incorrectes et d’obtenir des modes de liaison trés précis,
et par conséquent, I'élimination d’'un grand nombre de faux positifs.

I'utilisation des technologies de pointe de la suite Schrodinger 2011 d’'une maniére
bien pensée et pertinente comme : la méthodologie Glide XP, la recherche
conformationnelle sur deux champs de force (OPLS et MMFFs), et Prime MM/GBSA,
ce qui donne une grande précision et une bonne qualité des simulations.

L'utilisation de plusieurs critéres dans I'évaluation des poses (XP Score, Prime MM-
GBSA AG libre de liaison, le mode de liaison) cequi filtre finement les faux positifs et
augmente considérablement les chances de réussite.

2.1 Choix des cibles

L'un des facteurs limitants majeurs des techniques de docking est la flexibilité de la protéine
cible, notamment les réarrangements conformationnels au niveau du site actif induits par
la liaison du ligand (induced fit), qui conduit souvent, au cours du docking, a la génération
de faux négatifs (molécules actives biologiquement, prédites a tort avec une faible ou
non-activité in silico). La génération de faux négatifs correspond a une perte d’information
pertinente au cours du criblage. La génération de faux positifs, inévitable au cours d’'un
criblage, est moins handicapante, car elle ne correspond qu’a une perte de temps dans le
cadre d’'un protocole multi-étapes.

La Hsp90 en est un exemple, avec des réarrangements importants au niveau de son
site ATPasique N-terminal induits par la liaison des ligands, ce qui fait, par exemple, que
l'inhibiteur PU3 (9-butyl-8-(3,4,5- trimethoxy-benzyl)-9h-purin-6-ylamine) cocristallisé avec
la Hsp90 code PDB : 1UY6 ne peut étre amarré correctement dans le site actif de la Hsp90 :
1AMW cocristallisée avec le substrat naturel ADP.

Plusieurs approches ont été proposées pour pallier ce probléme (voir : Ill, 3.1.2.3
Docking flexible) ; pour le présent protocole, 'approche ensemble- docking a été adoptée,
et pour considérer, ne serait-ce que partiellement, la flexibilité du site de liaison de la Hsp90,
huit structures Hsp90 cristallographiques ont été choisies.
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Tableau 1 : structures des Hsp90 utilisées dans le criblage virtuel.

Le choix des structures Hsp90 utilisées assure, outre les critéres conventionnels

(bonne résolution, absence de mutations, présence d'un ligand cocristallisé...), une bonne
diversité conformationnelle du site de liaison qui dérive de celle des ligands cocristallisés,
qui sont dans ce cas le substrat naturel ADP et d'autres puissants inhibiteurs naturels et
synthétiques.

2.2 Préparation des cibles

Un fichier de structure PDB typique n'est pas adapté pour une utilisation immédiate
en modélisation moléculaire. Un fichier PDB typique comporte uniquement des atomes
lourds, et peut inclure un ligand cocristallisé, des molécules d'eau, des ions métalliques,
et des cofacteurs. Certaines structures sont multimériques, ce qui peut nécessiter leur
réduction a une seule unité, et elles peuvent éventuellement manquer d'informations sur
les connectivités, qui doivent étre attribuées, ainsi que l'ordre des liaisons et les charges
formelles.

Pour la préparation des structures protéiques cibles, Protein Preparation Assistant
de Schrodinger a été utilisé, selon les étapes suivantes :
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Les structures cocristallisées protéines-ligands sont importées et visualisées dans
Maestro.

Les complexes multiméres sont simplifiés ; une seule chaine est retenue.

La structure de la protéine est ajustée en ajoutant les hydrogénes, en assignant
l'ordre des liaisons et les charges formelles, en connectant les ponts disulfures, et en
complétant éventuellement les chaines latérales des résidus manquantes (elles sont
prédites, ajoutées, et minimisées par Prime 3.0).

Les molécules d'eau sont supprimées, et ne sont retenues que quatre molécules
interstitielles trés conservées, dont trois, entourant le groupement carboxyle du
résidu Asp93 (Asp79 pour la Hsp90 de la levure), sont maintenues dans tous les
docking réalisés ; la quatriéeme, pouvant étre déplacée ou remplacée par certains
groupements, n'est maintenue que dans les dockings de test (ligand cocristallisé avec
son récepteur) lorsqu'elle existe dans le récepteur Figure 32, Figure 33.

La structure du ligand cocristallisé est ajustée en assignant I'ordre des liaisons et les
charges formelles, et en assignant I'état d'ionisation et de tautomérisation (prédits et
assignés par Epik 2.2).

Enfin, les complexes sont raffinés et minimisés en deux étapes: en premier

lieu, 'orientation des hydrogénes et des molécules d'eau est échantillonnée
exhaustivement et les hydrogénes sont minimisés afin d'optimiser les liaisons
d'hydrogene, puis, en deuxiéme lieu, tout le complexe est minimisé (relaxation) en
ne permettant qu'un trés léger mouvement du squelette de la protéine (pour ne pas
altérer sa structure) avec une convergence vers un RMSD de 0.30 (la minimisation
est réalisée par Impact 5.7 en utilisant le champ de force OPLS 2005).

2.3 Test de la fiabilité du programme de docking utilisé, Glide 5.7

Les simulations de docking ont été réalisées par Glide 5.7 incorporé dans le package
Schrodinger Suite 2011.

2.3.1 Glide 5.7

L'algorithmeGlide(Grid-BasedLigandDockingWithEnergetics)

(Friesner et al., 2004; Halgren et al., 2004)entreprendune recherche systématique
des positions, des orientations, et des conformations du ligand dans le site de liaison du
récepteur utilisant une série de filtres hiérarchiques. La forme et les propriétés du récepteur
sont représentées sur une grille par plusieurs différents ensembles de champs fournissant
des scores progressivement précis de la pose du ligand. Les champs sont calculés avant le
docking. Le site de liaison est défini par une boite rectangulaire confinant les translations du
centre de masse du ligand. Un ensemble de conformations initiales du ligand sont générées
par une recherche exhaustive des minima de torsion, et les conforméres sont clustérisés
d'une fagon combinatoire. Chaque cluster, caractérisé par une conformation commune
de l'ancre (core) et un ensemble exhaustif de conformations des groupes rotaméres, est
amarré comme objet simple dans la premiére phase.

La recherche commence par une phase de positionnement et de score approximative
qui rétrécit de maniére significative I'espace de recherche et réduit le nombre de poses a
considérer plus tard a une centaine. Dans I'étape suivante, les poses sélectionnées sont
minimisées sur des grilles d’interactions van der Waals et électrostatiques précalculées pour
le récepteur sur le champ de force OPLS. Dans I'étape finale, les 5 a 10 poses aux plus
basses énergies obtenues de cette fagcon sont soumises a un procédé de Monte Carlo,
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a partir duquel les minima de torsion voisins sont examinés, et l'orientation des groupes
périphériques du ligand est raffinée.

Les poses minimisées sont rescorées alors en utilisant la fonction de GlideScore, qui
est une version développée de la fonction de score empirique ChemScore (Eldridge et al.,
1997), avec des composantes basées sur le champ de force et des termes additionnels
relevant de la désolvatation et des interactions répulsives.

La sélection de la meilleure pose est effectuée en utilisant un modéle énergétique de
score Emodel, qui combine le score des énergies des grilles, I'affinité de liaison prédite par
GlideScore, et I'énergie interne de la souche du ligand (le conformer représentant la pose
a scorer).

Glide utilise deux modes de score : le mode de score PS (précision standard) et le mode
de score XP (extra-précision) ; Le point de départ pour le mode XP est une version modifiée
de ChemScore, comme dans le cas du mode PS ; cependant, des termes originaux sont
employés pour manipuler des effets physiques absents dans ChemScore. Des pénalités
relatives au co(t de désolvation sont appliquées en amarrant des molécules d’eau explicites
dans les complexes protéines-ligands ayant les scores les plus élevés issus du docking,
et par évaluation de la désolvatation des groupes polaires et chargés du ligand et de la
protéine en comptant le nombre de molécules d’eau voisines, et en comparant ces valeurs
a des statistiques extraites d'une base de données de ligands actifs correctement amarrés.

Des motifs de reconnaissance moléculaire basés sur le concept du confinement
hydrophobe du ligand par la protéine sont définis, et des augmentations incrémentales
de l'affinité de liaison sont ajoutées aux scores des ligands, quand les motifs appropriés
sont reconnus. Afin d'évaluer correctement ces nouveaux termes, I'échantillonnage de
I'algorithme, réalisé a une résolution plus élevée augmente considérablement (surco(t de
temps et de ressources computationnelles).

Des termes additionnels, tels que le traitement spécial des ponts en sel et des
interactions de 1r-cation et de -1 stacking, et de divers autres motifs spécialisés sont aussi
impliqués dans le mode XP (Friesner et al., 2006).

2.3.2 Test de Glide 5.7 par cross-docking

Plusieurs techniques sont utilisées pour évaluer les performances des différents algorithmes
de docking. 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 deviation) du modéle congu par le logiciel vis- a-vis de la structure du
ligand de référence (ligand cocristallisé). Le limite admis est une difféerence maximum de
2 angstroms, au-dela de laquelle la prédiction est considérée comme non adéquate (Vieth
et al.,1998).

Pour tester la capacité de Glide 5.7 a prédire correctement les modes de liaison
pour la Hsp90, un cross-docking a été réalisé en amarrant chaque ligand cocristallisé des
huit structures Hsp90 choisies dans chacune de celles-ci, et en calculant le RMSD de la
meilleure pose du ligand avec son mode de liaison cristallographique. Ce cross-docking a
été réalisé par la solution Virtual Screening Workflow de Schrédinger qui comprend cing
boites de dialogue : une pour l'introduction des ligands, la deuxiéme pour le préfiltrage des
ligands, la troisiéme pour la préparation des ligands, la quatrieme pour l'introduction ou la
génération directe des grilles des récepteurs, et la cinquiéme pour le docking.

65



Etude in silico de I'effet d'un ensemble de flavonoides et de coumarines sur le chaperon
moléculaire Hsp90

66

2.3.2.1 Préparation des ligands

Les huit ligands cocristallisés avec les structures Hsp90 choisies ont été séparés de leurs
récepteurs par Maestro ; leur état (ionisation et tautomérisation) a été prédit par Epik 2.2 a
pH physiologique, puis ils ont été stockés dans un fichier mae (format Maestro) pour étre
introduits directement dans Virtual Screening Workflow (pas de préfiltrage).

2.3.2.2 Génération des grilles des récepteurs (recepteur grids)

Le docking par Glide se fait en deux étapes, la premiére consiste a générer une grille du
récepteur (voir IV, 2.3.1 Glide 5.7) et la deuxiéme consiste a amarrer le ou les ligand(s) dans
la grille déja générée.

Les grilles des huit récepteurs Hsp90 ont été générées par le panneau Receptor
Grid Generation de Glide 5.7 qui comprend quatre boites de dialogue ; la premiére pour
la définition du récepteur et le facteur de graduation des interactions van der Waals,
la deuxiéme pour la définition du site de liaison, la troisieme pour la définition des
contraintes (contraintes de position, contraintes de liaisons hydrogéne et/ou métalliques,
et contraintes hydrophobiques), et la quatriéme pour le traitement (flexible ou rigide) des
groupes rotatoires (les hydroxyles) du site de liaison.

Le site de liaison a été défini par une boite rectangulaire de 13 A de diamétre confinant
les translations du centre de masse du ligand cocristallisé avec le récepteur. Le facteur de
graduation (scaling factor) des rayons des interactions van der Waals a été défini de 1 pour
tout atome du récepteur ayant une charge partielle (valeur absolue) de [0,25] ou inférieure.
Une seule contrainte de liaison hydrogéne a été définie, avec un oxygéne carboxylique du
résidu Asp93 (Asp79 pour la levure).

Les grilles ainsi générées sont stockées dans des fichiers Glide-grid.zip, et sont
utilisables dans autant de simulations de docking que I'on veut, tant qu'elles sont gardées.

2.3.2.3 Docking

Virtual Screening Workflow donne la possibilité de réaliser un docking multi-stages (4
stages), chaque stage des trois premiers correspond a un niveau de précision de la méthode
de docking avec plusieurs options :

Glide HTVS (High-Throughput virtual screening) : trés rapide, mais avec une
précision médiocre, utile pour chercher les grandes chimiothéques.

Glide SP (standard precision) : un compromis entre la rapidité et la précision.

Glide XP (extra-precision) : grande précision, mais relativement lente, utile pour
chercher les petites chimiothéques.

Postprocess with Prime MM-GBSA (Molecular Mecanics- Generalized-Born/Surface-
Area) : pour obtenir les énergies libres de liaison des ligands en utilisant un modéle
de désolvation en continuum (solvant implicite) GBSA.

Selon le choix, on peut impliquer les trois premiers stages dans le docking en déterminant le
nombre ou le pourcentage des poses a retenir dans chaque stage pour qu'elles soient (les
poses précédentes) investiguées dans le stage suivant, comme on peut en impliquer deux
ou un seulement dans le docking ; le quatrieme stage, lorsqu'il est impliqué, n'est appliqué
qu'aux poses finales (issues du stage final, quel que soit ce dernier).
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Pour le test de Glide, vu le nombre relativement petit des ligands mis en jeu et pour des
raisons de précision, la méthodologie Glide XP a été utilisée directement, avec un stage
final de Postprocess with Prime MM- GBSA ; les parameétres utilisés sont :

Force field : Le champ de force OPLS 2005, qui est un champ de force trés puissant
adapté aux protéines et aux petites molécules organiques, mise a jour de OPLS
2001, développé par Schrédinger sur la base du champ de force OPLS original

de W.L. Jorgensen (Jorgensen and Tirado-Rives, 1988), avec la modification et
I'amélioration de plusieurs paramétres, et l'introduction d'autres nouveaux.

Use Epik state penalties for docking : pour appliquer les pénalités énergétiques des
états des ligands prédits par Epik (le cout énergétique de I'état d'ionisation).
Scaling of ligand van der Waals radii for nonpolar atoms : Le facteur de graduation
(scaling factor) des rayons des interactions van der Waals a été défini de 0.80

pour tout atome du ligand ayant une charge partielle (valeur absolue) de [0,15] ou
inférieure.

Pour la méthodologie Glide XP, les options suivantes ont été choisies :

Generate multiple input conformations : pour exécuter une recherche
conformationnelle par MacroModel 9.9 sur les structures des ligands d'entrée
correspondant aux meilleures poses de I'étape précédente pour localiser le conformer
ayant la plus basse énergie (le minimum global), utilisant deux champs de force
différents, OPLS

2005 et MMFFs (Halgren, 1996), puissant champ de force adapté aux protéines

et aux petites molécules organiques. Cette option produit de deux structures
supplémentaires d'entrée pour le docking XP en plus de la structure originale, une
qui correspond au minimum global OPLS 2005 et I'autre au minimum global MMFFs,
et par conséquent, augmente le colt de temps considérablement (plus du triple, y
compris le temps de la recherche conformationnelle). Les variations des structures
d'entrée produisent souvent de meilleurs résultats finals.

Docking method : la méthode du docking flexible (flexibilité totale des ligands,
récepteur rigide) a été choisie, avec pénalisation des conformations non-planaires
des liaisons amides.

Perform post-docking minimization : pour exécuter une minimisation des poses issues
du docking final. La minimisation optimise des longueurs des liaisons et les angles
pour rescorer les poses.

Use selected constraints for each grid : la contrainte de liaison hydrogéne, avec un
oxygéne carboxylique du résidu Asp93 (Asp79 pour la levure) définie pour toutes

les grilles (1V, 2.3.2.2 La génération des grilles des récepteurs) a été appliquée,

et toute pose ne vérifiant pas cette contrainte (c.-a-d., ne formant pas une liaison
hydrogéne avec un oxygene carboxylique du résidu Asp93, Asp79 pour la levure) est
automatiquement rejetée.

Generate up to N poses per compound state : 1 pose a été générée pour chaque
ligand.

After docking, keep : 100 % des poses générées ont été retenues pour étre ensuite
traitées par Postprocess with Prime MM-GBSA.

2.4 Criblage virtuel d’une petite chimiothéque de flavonoides
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Vu qu’un nombre d’études épidémiologiques a associé des apports élevés en flavonoides
avec une réduction du risque de différents cancers, et vu le grand nombre de voies de la
carcinogenése impliquant la Hsp90, une supposition a été faite que cet effet anticancéreux
pourrait étre lié a un certain mécanisme qui relie les flavonoides et la Hsp90.

Pour vérifier cette supposition, une chimiotheque composée de 25 flavonoides des
plus abondants dans 'alimentation humaine a été passée a un protocole de criblage virtuel
poussé, dans une tentative d’y découvrir de nouvelles molécules naturelles actives contre la
Hsp90, et ce qui correspondrait a un nouveau mécanisme anticancéreux de ces substances
végeétales.

Tout comme pour le test de lafiabilité de Glide, la solution Virtual Screening Workflow de
Schrodinger a été mise en ceuvre pour réaliser le criblage virtuel de la petite chimiotheque.

2.4.1 Préparation de la petite chimiothéque

Cette petite chimiothéque comporte les flavonoides suivants :

La quercétine, le kaempférol, la myricétine, I'isorhamnétine, I'apigénine, la lutéoline,
la chrysine, la (+)-catéchine, I'(-)-épicatéchine, la (+)- gallocatéchine, I'(-)-épicatéchine
gallate, I'(-)-épigallocatéchine, I'(-)- épigallocatéchine gallate, la naringénine, I'hespérétine,
I'ériodictyol, la cyanidine, la delphinidine, la pétunidine, la péonidine, la pélargonidine, la
malvidine, la daidzéine, la génistéine, et la glycitéine.

Les structures des molécules ont été téléchargées de la base de données PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

du National Center for Biotechnology Information, sous format SD 2D. Les structures
ont été converties au format 3D par LigPrep 2.5, en générant jusqu’a quatre stéréo-isoméres
pour tout stéréo-centre non spécifié ; un seul conformer de basse énergie a été retenu
pour chaque structure en échantillonnant seulement les petits noyaux (de 5/6 membres).
Les états des structures (ionisation et tautomérisation) ont été prédits par Epik 2.2 ) a pH
physiologique.

2.4.2 Génération des grilles des récepteurs

Six récepteurs, a savoir : 1AMW, 1UY6, 2BRC, 2BSM, 2BZ5, 2H55 ont été utilisées pour le
criblage de la petite chimiothéque. Pour les récepteurs ne comportant que trois molécules
d’eau conservees, (la quatriéme étant déplacée par les ligands cocristallisés, voir IV, 2.2

Préparation des cibles) : 2H55, 2BRC, et 2BSM, leurs grilles générées pour le test de
Glide (vair, IV, 2.3.2.2 génération des grilles des récepteurs) ont été réutilisées ; et pour
les récepteurs comportant quatre molécules d’eau conservées : 1AMW, 1UY6, et 2BZ5, les
grilles ont été générées de nouveau avec les mémes paramétres utilisés pour la génération
des grilles du test de Glide, sauf que la quatrieme molécule d’eau conservée, pouvant étre
déplacée ou remplacée par certains groupements chimiques des ligands, a été éliminée ici,
mais elle sera prise en considération lors de I'évaluation des poses du docking.

2.4.3 Docking

La méthodologie Glide XP avec les mémes parametres et les mémes options utilisés dans
le test de Glide (voir, 1V, 2.3.2.3 docking) a été choisie.
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2.5 Criblage virtuel d’une chimiothéque relativement grande de
flavonoides et de coumarines

Une chimiothéque de flavonoides et de coumarines plus grande et plus diversifiée a été
criblée virtuellement par le présent protocole avec une stratégie un peu différente, pour des
raisons de temps et de ressources computationnelles, vu le nombre relativement grand des
structures a traiter.

2.5.1 Préparation de la grande chimiotheque

Plus de 5700 structures de flavonoides redondantes (un flavonoide peut étre représenté
par plusieurs structures) et 400 structures de coumarines uniques ont été téléchargées de
la base de données PubChem sous format

2D SD ; une base de données Phase Database a été générée a partir des structures
téléchargées par Phase 3.3, selon les étapes suivantes :

Skip duplicatestructures : afin de n’introduire dans la Phase Database que des
structures uniques (un flavonoide est représenté par un seule structure) en raison de
la redondance des 5700 structures téléchargées ; cette tache est assurée par Lidfilter.

Preparation : Les structures ont été converties au format 3D par LigPrep 2.5, en
générant jusqu’a quatre stéréo-isoméres pour tout stéréo-centre non spécifié ; un seul
conformer de basse énergie a été retenu pour chaque structure en échantillonnant
seulement les petits noyaux (de 5/6 membres). Les états des structures (ionisation et
tautomérisation) ont été prédits par Epik 2.2 a pH physiologique.

Filtering : un préfiltrage a été effectué sur les structures a introduire dans la Phase
Database basé sur des propriétés ADME/T et des descripteurs moléculaires parmi
un grand nombre d’autres générés par QikProp 3.4, a savoir (les valeurs entre
parenthéses représentent les limites choisies pour le présent protocole ; toute
molécule ayant une valeur hors ces limites est automatiquement exclue de la Phase
Database) :

—  #stars (0 — 5) : nombre des propriétés et/ou des descripteurs dont
les valeurs sortent de l'intervalle des valeurs similaires pour 95 % des
médicaments connus (violations). Un grand nombre d'étoiles suggére
qu'une molécule est moins drug-like que les molécules avec quelques
étoiles. Les propriétés et les descripteurs suivants (pour leur signification
voir Annexe 01) sont inclus dans la détermination des

—  #stars: MW, dipole, IP, EA, SASA, FOSA, FISA, PISA, WPSA,
PSA, volume, #rotor, donorHB, accptHB, glob, QPpolrz,
QPlogPC16, QPlogPoct, QPlogPw, QPlogPo/w, QlogS, QPLogKhsa,
QPlogBB,#metabol.

—  mol_MW (£600): le poids moléculaire du ligand.

— accptHB (>0): Estimation du nombre de liaisons hydrogéne que le
ligand peut donner.

— donorHB (>0): Estimation du nombre de liaisons hydrogéne que le
ligand peut accepter.

—  #rtvFG (0-1) : Nombre des groupes fonctionnels réactifs ; la présence
de ces groupes peut conduire a des faux positifs dans des bio-essais,
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et a une décomposition, une réactivité ou a des probleémes de toxicité in
Vivo.

— RuleOfFive (0-2) : Nombre des violations de la régle des cinq de
—  Lipinski (Lipinski et al., 2001). Les régles sont les suivantes: mol_MW

— <500, QPlogPo/w <5, donorHB < 5, accptHB < 10. Les composés qui
satisfont a ces régles sont considérés drug-likes.

La Phase Database de flavonoides et de coumarines ainsi générée contient 1445 structures,
dont 1050 sont des structures uniques (le reste sont des stéréo-isomeres) prétes a étre
passeées au criblage virtuel.

2.5.2 Docking

Les 1445 structures de la Phase Database ont été passées au criblage utilisant Virtual
Screening Workflow en deux stages avec les parameétres (champ de force, pénalité Epik,
facteur de graduation) utilisés pour le test de Glide (voir 1V, 2.3.2.3 docking) :

Le premier stage en mode Glide SP (standard precision) contre les huit grilles des
récepteurs générées auparavant, a savoir : 1AMW, 1BGQ, 1UY6, 2BRC, 2BZ5, 2H55,
2IWX, avec les options suivantes : méthode du docking flexible, minimisation post-
docking, et contrainte d’une liaison hydrogéne avec un oxygéne carboxylique du
résidu Asp93 (Asp79 pour la levure).

Le deuxiéme stage en mode Glide XP (extra-precision) a passé les structures issues
du premier stage au criblage contre les grilles des deux récepteurs qui ont enregistré
les meilleurs scores en mode Glide SP, a savoir : 1UY6 et 2H55, aves les mémes
options utilisées pour le test de Glide (voir IV, 2.3.2.3 docking) et le post-traitement
par Prime MM-GBSA.

2.6 Evaluation des résultats

Les résultats de Virtual Screening Workflow pour chaque récepteur sont stockés dans des
fichiers OUT_le nom du récepteur_pv.maegz ; Virtual Screening Workflow génére aussi un
fichier FINAL_DOCK_OUT.mae qui comporte la meilleure pose pour chaque ligand et le
récepteur avec lequel elle a été obtenue. Ces résultats sont visualisés et étudiés a travers
l'interface Maestro.

Dans I'évaluation des poses, les critéres suivants ont été pris en compte :

Un bon score de docking : par rapport aux scores des ligands cocristallisés avec la
Hsp90.

Une basse Prime MM-GBSA AG bind : I'énergie libre de liaison prédite par Prime
MM-GBSA.

Le mode de liaison de la pose : évaluation du mode de liaison de la pose par
comparaison aux modes de liaison expérimentaux.

Le critére clé de cette évaluation est basé sur le pouvoir du ligand a déplacer la quatrieme
molécule d’eau conservée.
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Figure 32 : structure PDB : 1TAMW avec le substrat naturel ADP et
les quatre HOH conservées autour de I'’Asp79 (Asp93 pour la Hsp90 de
I’'homme). a noter la liaison hydrogéne OH---N entre HOH 4 et la purine.
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Figure 33 : structure PDB 1BGQ avec l'inhibiteur naturel
Radicicol et seulement trois HOH conservées, la quatrieme ayant été
déplacée et remplacée par I'hydroxyle du radicicol (en surbrillance).

Comme Glide ne simule pas ce phénomeéne du déplacement des molécules d’eau,
la molécule HOH4 a été éliminée des grilles des récepteurs du criblage virtuel (voir 1V,
R.4.2 Génération des grilles des récepteurs), mais elle est prise en considération dans
I'évaluation des poses. Une pose n’est sélectionnée que si sa molécule comporte soit un
atome accepteur a une distance convenable de 'oxygéne de HOH4 (comme le cas de
I’ADP Figure 32) pour former une liaison hydrogéne avec lui, soit un groupement capable
de déplacer HOH4 (comme le cas de I'hydroxyle du radicicol Figure 33).

Quantum-Polarized Ligand Docking :

Les meilleures poses issues du criblage de la grande chimiothéque sont réanalysées par la
solution QM-Polarized Ligand Docking de Schrodinger LLC.

Le protocole QM-Polarized Ligand Docking vise a améliorer les charges partielles sur
les atomes du ligand dans une simulation de docking par Glide en les remplagant par des
charges dérivées des calculs par la mécanique quantique sur le ligand dans I'environnement
du récepteur. De cette fagon la polarisation des charges sur le ligand par le récepteur
est expliquée, et le redocking des ligands avec ces nouvelles charges peut améliorer la
précision de la simulation. Le protocole fonctionne en prenant un petit ensemble de poses
de meilleurs scores pour chaque ligand, en calculant les charges par QSite 5.7, puis en
réamarrant chacune de ces poses dans le récepteur, pour, enfin, sélectionner la meilleure
pose de I'ensemble.

Les paramétres suivants ont été choisis pour le protocole :

Pour le récepteur, les grilles générées précédemment ont été utilisées.

Pour le docking initial, les charges ont été générées par la méthode semi-empirique
NDDO, Glide XP a été choisi, le facteur de graduation (scaling factor) des rayons

des interactions van der Waals a été défini de 0.8 pour les atomes du ligand, toute
pose ayant un RMSD inférieur a 0.5 A et un déplacement atomique inférieur & 1.3 A
estconsidérée comme dupliquée et est éliminée, et enfin, un maximum de 5 poses ont
été gardées pour chaque ligand.

Pour le calcul des charges dérivées du quantum, Jaguar 7.8 a été utilisé avec le
niveau de précision accurate (précis) basée sur la théorie de la densité fonctionnelle
pour le ligand dans le contexte du récepteur.

Pour le redocking, Glide XP a été choisi, le facteur de graduation (scaling factor) des
rayons des interactions van der Waals a été défini de 0.8 pour les atomes du ligand,
toute pose ayant un RMSD inférieur & 0.5 A et un déplacement atomique inférieur &
1.3 A est considérée comme dupliquée et est éliminée, et enfin, la meilleure pose a
eté gardée pour chaque ligand.

La sélection finale est basée sur GlideScore.
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1 Résultats du test de la fiabilité du programme Glide

5.7

2H55-ligand | -13.784 | -97.853 | 2431 HZ5 OPLS a 2 1
2BSM-ligand | -12.885 | -104.310 | 0.507 B3P MEFFS a 0 a
2BRC-ligand | -12.253 | -34.065 | 1.763 BRL 2riginal a ] a
1BGO-ligand | -12.212 | -85.945 | 0.443 BRC 2riginal a 3 a
1AMW-ligand | -12.160 [ -43.049 | 0.859 AW QPLS 4 2 2
1UYE-ligand | -12.045 | -87.564 | 0.978 HZ5 QPLS a 0 a
2IWX-ligand | -11.319 | -80.252 | 0.309 BRL 2riginal a 2 a
2BZ5-ligand | -11.433 | -7115% | 1728 BRC QPLS o 0 o

Tableau 2 : résultats du test de Glide

GScore (Glide Score) : est le score de la pose basé sur un modéle énergétique
(Emodel) ; ce score est une approximation de I'énergie de liaison et donc, plus il est
négatif, meilleure est I'affinité prédite. GScore = (0.065 x vdW) + (0.130 x Coul) +
Lipo + Hbond + Metal + BuryP + RotB + Site.

vdW : I'énergie de Van der Waals.

Coul : I'énergie de Coulomb.

Lipo : I'’énergie des contacts lipophiliques.

HBond : I'énergie des liaisons hydrogéne.

Metal : I'énergie des liaisons métalliques.

BuryP : pénalité des groupes polaires enfouis.

RotB : pénalité de 'immobilisation des liaisons rotables du ligand.
Site : I'énergie des contacts polaires dans le site actif.

Pour le mode Glide XP, des termes additionnels sont pris en compte (voir IV, 2.3.1 Glide 5.7)

Prime MM-GBSA AG bind : I'énergie libre de liaison prédite par Prime sur le modéle
de solvatation électrostatique GBSA.
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ensemble receptor : le récepteur avec lequel la meilleure pose du ligand a été
obtenue.

conformer field : le champ de force sur lequel a été obtenu le conformer de la pose
suite a la recherche conformationnelle.

#stars, #rtvFG, et Rule Of Five : pour leur signification voir (1V, 2.5.1 Préparation de la
grande chimiothéque)

Discussion :
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On voit que les RMSD des poses sont tous < 2 A (valeurs positives), sauf celui du ligand
de 2H55 (2H55-ligand ) qui a un RMSD de 2.431, mais méme pour ce ligand Glide a été
capable de reproduire le mode de liaison expérimental exactement Figure 34, la valeur de
RMSD légerement supérieure a 2 étant due seulement a une mauvaise conformation d’'une
hétéro-chaine exposée au solvant peu importante. Pour le reste, on peut dire que le pouvoir
prédictif de Glide pour les modes de liaison de la Hsp90 est plus ou moins fiable, du moins
pour les structures PDB choisies. Ces bons résultats sont dus en partie aux enrichissements
du protocole utilisé, notamment la contrainte de la liaison hydrogéne, qui ont aidé Glide a
prédire avec fiabilité les modes expérimentaux et d’éviter les poses incorrectes.
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Figure 34 : superposition de la meilleure pose de H55-ligand
(en surbrillance) et de son mode de liaison cristallographique.
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Figure 35 : superposition de la meilleure pose de 2IWX-ligand (meilleur
RMSD : 0.309, en surbrillance) et de son mode de liaison cristallographique.

2 Résultats du criblage virtuel de la petite
chimiothéque de flavonoides
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j{;ﬁ:f;””“m““'" 18198  -99.995  UY6 MIMFFS 5 1 2
(-}Epicatechingallate -17.667 -97.083 L& LLFFS 4 1 1
{-}Epigallocatechin -13.243 -45.286 ERC [AFFS ] 0 1
(+}Gallecatechin -1z2e21 -R2044 L& ] ] 0 1
Miyricetin -12.859 -4951%9 BERC Jriginal ] ] 1
(+}Catechin 12436 -G08 205 LIYG Jriginal 0 0 ]
Eriodictyaol -12.315 -65.511 LUva Criginal ] 0 ]
{-}Epicatechin -12.192  -54.230  HSS Original 0 0 0
Delphinidin -11.749 48105 ERC LMFFS 0 0 1
Luteolin 11699 -GSl H&5 OPLS Q a 0
Quercetin -11.520 53973 ERC Original ] 0 ]
Peonidin -11.399 -56 185 H&5 Jriginal 1] 0 0
Maringenin -11.381 -66.241 LY LMFFS 0 0 ]
Glycitein 11278 62179 ERC LILFFS 0 0 0
Genistein 11001 -56.579 BRC MMFFS ] ] ]
Hesperetin -logss 49186 ERC LLFFS 0 0 0

Tableau 3 : résultats du criblage virtuel des 25
flavonoides les plus abondants dans I'alimentation
Discussion
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I'évaluation des 25 poses basée sur leur GScore, leur énergie libre de liaison, et leur mode
de liaison (pour les critéres de I'évaluation, voir, IV, 2.6 Evaluation des résultats ), a révélé
que la majorité des flavonoides criblés seraient peu ou pas actifs contre la Hsp90, du moins
pour ce criblage virtuel, excepté trois molécules qui pourraient avoir une activité potentielle
plus ou moins puissante contre la Hsp90.

En effet, I'(-)-épigallocatéchine comme exemple, bien qu’elle ait un GScore de -13.243
(1), n’a pas une assez bonne MM-GBSA AG libre de liaison : -45.286 (). En plus, le mode
de liaison de sa meilleure pose indique qu’elle n’aurait pas une grande affinité a la Hsp90,
vu qu’il ne présente aucun groupement susceptible de remplacer HOH4 et aucun atome
accepteur pour former une liaison hydrogéne avec elle. Son C8—H du noyau phényle A
serait en clash stérique et électrostatique avec HOH4 Figure 37.

Davies et al (Davies et al., 2012) ont remarqué que le remplacement d’'un N par un
CH lors de la modification de la purine en pyrrolopyrimidine a causé la perte de I'affinité de
liaison de la molécule Figure 36.
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Figure 36 : la modification de la purine (13) en pyrrolopyrimidine
et la perte de son affinité (>200). Le N de la purine (13)
est remplacé par un CH dans la pyrrolopyrimidine (14).

Ceci a été attribué a un changement dans les interactions type liaison hydrogéne
entre le core du ligand (purine ou pyrrolopyrimidine) et une molécule d'eau structurellement
conservée (HOH4).

La modification de la purine en pyrrolopyrimidine remplace une liaison hydrogéne
O—H----N entre HOH4 et la purine avec un clash stérique du O—H-----H—C5 entre HOH4 et
la pyrrolopyrimidine, trés probable explication de la perte d'affinité pour les composés 14a-
c Figure 36.

Figure 37 : A : mode de liaison de I’(-)-épigallocatéchine ; B : rétablissement
de HOH4 et simulation de son clash stérique et électrostatique avec C8—H.

Par contre, I'(-)-épigallocatéchine gallate, I'(-)-épicatéchine gallate, et la (+)-
gallocatéchine, avec leur groupement hydroxyle en C5 du noyau phényle A, seraient

capables de déplacer HOH4 Figure 38, et par conséquent éviteraient le clash stérique et
électrostatique décrit ci-dessus.
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Ce raisonnement est basé sur (a) le fait que les deux molécules d’eau HOH3 et
HOH4 soient dans un environnement semi-hydrophobe (Leu48, 1le91 et Val186), qui n’est
pas, a priori, le plus favorable environnement pour une molécule d'eau ; (b) plusieurs
structures cristallographiques montrent clairement que HOH4 peut étre remplacée par
certains groupements chimiques, entre autres, les hydroxyles Figure 33.

Le déplacement des molécules d'eau « piégées » peut parfois avoir un gain entropique,
en permettant des interactions favorables directes additionnelles entre le ligand et la
protéine (Davies et al., 2012).

Figure 38 : A:mode de liaison de 1'(-)-épigallocatéchine galiate;, B: mode de
liaison de 1'(-)-épicatéchine ga liate; C: mode de liaison de la gallocatéchine;D:
superposition de 1'(-)-épigallocatéchine gallate (en surbrillance) et PU3 (1UY6-ligand).
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Figure 39 : diagramme d’interaction de I'(-)-
épigallocatéchine gallate avec la Hsp90 (1YUG6).
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Figure 40 : diagramme d’interaction de PU3 (1UY®6-ligand) avec la Hsp90 (1YUS).

L'(-)-épigallocatéchine gallate et [I'(-)-épicatéchine gallate ayant des GScores
excellents : -18.198 et -17.667 (11) respectivement (le meilleur score des ligands
cocristallisés étant celui de H55-ligand : -13.784) et de trés bonnes MM-GBSA AG libre :
-99.996 et -97.083 (1) respectivement (la meilleure AG libre des ligands cocristallisés étant
celle de 2BSM- ligand : -104.310), pourraient avoir une activité potentielle trés puissante
contre la Hsp90. Elles ont un mode de liaison proche de 1UY6-ligand (PU3) Figure 38,
cocristallisé avec le récepteur avec lequel leurs meilleures poses ont été obtenues.

Elles forment par leur noyau phényle A une liaison hydrogéne clé avec Asp93 et une
autre avec HOH1; leur groupement hydroxyle en C5 remplace HOH4 et forme une liaison
hydrogéne avec HOHS3 ; elles forment par leur noyau phényle B une liaison hydrogéne
avec la chaine latérale de Asn51, et deux autres avec le squelette peptidique au niveau de
Gly135 et Phe138 ; elles forment également par leur ester gallique une liaison hydrogéne
avec la chaine latérale de Trp162 et une interaction de 1-11 stacking avec son noyau, et
une liaison hydrogéne avec le squelette peptidique au niveau de Leu103, tandis que PU3
(2YU6-ligand) forme seulement une liaison hydrogéne clé avec Asp93, et deux autres avec
HOH1 et HOH4.
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Figure 41 : emplacement de I'(-)-épigallocatéchine dans le site
actif de la Hsp90 (PDB : 1UY6) ; a noter la présence d’un tunnel (a
gauche) dans lequel s’enfonce I'ester gallique de I'(-)-épigallocatéchine.

L'ester gallique s’enfonce dans un tunnel lipophile Figure 41 qui n’est pas présent
dans toutes les structures PDB de la Hsp90 (induced fit pour PU3), 1AMW, entre autres,
ne présente pas ce tunnel, son entrée étant fermée par les chaines latérales des résidus
avoisinants Figure 42.

pat de tunnal, acinds fermis

annel [indaced fit)

Figure 42 : a gauche TAMW avec I'’ADP, pas
de tunnel ; a droite 1TUY6 ave PU3, tunnel présent.

L'(-)-épigallocatéchine gallate et I'(-)-épicatéchine gallate établissent des interactions
lipophiles importantes a travers leur noyau A, leur hétérocycle C, et I'enfouissement de
leur ester gallique dans le tunnel décrit ci-dessus avec les résidus hydrophobes avoisinants
Figure 43.
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Figure 43 : contactes hydrophobes de I'(-)-
épigallocatéchine gallate dans le site actif de 1UY6.

Presque tous les hydroxyles de I'(-)-épigallocatéchine gallate et I'(-)- épicatéchine
gallate sont placés dans des régions hydrophiles, et 'emplacement de certains d’entre eux
est presque le méme emplacement de certaines molécules d’eau cocristallisées avec 1UY6.
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Figure 44 : a gauche, régions hydrophiles (mailles en turquoise) du site
de liaison de 1UY6 ; a droite, les régions hydrophobes (mailles en rouge).
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Figure 45 : emplacement de certains hydroxyles de de I'(-)-
épigallocatéchine gallate superposés avec certaines molécules d’eau
(en surbrillance) cocristallisées dans le site de liaison de 1UY6.

Des évidences precliniques grandissantes suggérent que I'(-)- épigallocatéchine gallate
(flavan-3-ol), la catéchine principale trouvée dans le thé vert, a un effet potentiel sur
diverses maladies humaines. Elle fonctionne comme antioxydant puissant, empéchant
les dommages oxydatifs dans les cellules saines, mais également comme agent
antiangiogénique et antitumoral, et comme modulateur de la réponse des cellules tumorales
a la chimiothérapie. Une grande partie des propriétés anticancéreuses du thé vert sont
médiées par I'(-)-épigallocatéchine gallate qui induit I'apoptose et favorise I'arrestation de la
croissance cellulaire, et bloque la carcinogenése en affectant une grande sélection de voies
de transduction de signal. Diverses études cliniques ont indiqué que le traitement par I'(-)-
épigallocatéchine gallate empéche l'incidence et la prolifération des tumeurs dans différents
sites, tels que le foie, I'estomac, la peau, le poumon, la glande mammaire et le colon. L'(-)-
épigallocatéchine gallate a un grand potentiel dans la prévention du cancer en raison de sa
sUreté, son colt bas et sa biodisponibilité (Singh, Shankar and Srivastava, 2011).

Dans un premier temps, Palermo et al. (Palermo, Westlake and Gasiewicz,2005) ont
suggéré que I'(-)-épigallocatéchine gallate inhibait la Hsp90 en se liant au domaine C-
terminal dans un site proche du site ATPasique C- terminal. Apres, Li et al. (Li et al., 2009)
ont confirmé les suggestions précédentes et ont avancé que I'(-)-épigallocatéchine gallate,
en se liant au domaine C-terminal, n’interfére pas avec la liaison de I'ATP. Au contraire, Yin
et al. (Yin, Henry and Gasiewicz, 2009) ont trouvé que I'(-)- épigallocatéchine gallate se
liait a au domaine C-terminal et a la Hsp90 d’une maniére compétitive avec I’ATP. Tran et
al. (Tran et al., 2010) ont trouvé que I'(-)-épigallocatéchine gallate se liait a la Hsp90 et la
Hsp70 d’'une maniére compétitive avec I'’ATP et inhibait méme leur expression.
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Nos résultats suggérent que I'(-)-épigallocatéchine gallate se lie au domaine N-terminal
d’'une maniére compétitive de la méme fagon dont il se lie au chaperon moléculaire Grp78
(glucose-regulated protein) (Ermakova et al., 2006).

3 Résultats du criblage de la grande chimiotheque de
flavonoides et coumarines

[--Epizallocatechin -18.185  -1&.300 -l00.082

zallate

Gossypin -18.021  -18.15%0  -100857  Uyé IATAFFS ) 1 2
Epicatechin 3-0-(4-0- -17.e08  -17.7323 -102252 U¥e OFPLS 2 1 1
methylzallate )

3.4.2' 4 -Tetrahydroxy-2- -16.533  -16.771 -101.235 LWe Original 1 0 ]
geranyldihydrachalcone

Artanin E -16.053 -16.177  -100719  2HEE Original 0 1] 0
Broussachalcone A -15.885 -15.343 850791 Uye IAIFFS ] 1 ]
Bolusanthol € -15. 730  -15.846  -1l00.249  2HES Original 2 1] 1
Sopharaflavanane G -14.931 -15.077 -89.%4% L& Original 1 a a
Bavachalcone -14.706 -14.806 -85.683 2HEE Original 1] 1 1]
Sopharaisaflavanone D -14.637  -14.688 -101704 LWe [ FFS 2 a 1
Heptyl-3-catechin -14.521  -14.623 -96.460 LI IIFFS 0 1] 0
Desmethylxanthohumal  -14.438%  -14.499  -87.367 L& OpLs a 1 a
E.A'-Dimethoxuy-3'- -14.180 -14.296 -92.003 LI Original 0 1] 0
prenylbiochaninA

lflorusin -13.817  -13.930 -98.971 LI OFLS 1 0 ]

Tableau 4 : résultats finals du criblage de la grande
chimiotheque de flavonoides et de coumarines.

QM-Polarized GScore : le score de la réévaluation par le protocole QM-Polarized
Ligand Docking.

Discussion

Le premier stage de docking en mode Glide SP a généré plus de 1000 poses (la meilleure
pose pour chaque ligand ayant respecté la contrainte imposée et le récepteur avec lequel
elle a été obtenue). Toute pose ayant un score > -8 a été exclue, et il n’a été retenu qu’un
seul stéréo-isomére pour chaque ligand (ayant le meilleur score), ce qui a réduit le nombre
des poses a passer au deuxiéme stage a 571.

Le deuxiéme stage en mode Glide XP a généré 571 poses qui ont été évaluées
minutieusement (pour les critéres de I'évaluation voir : V, 2

Résultats du criblage virtuel de la petite chimiothéque de flavonoides), et 14 molécules,
dont les structures sont présentées Figure 46, ont été sélectionnées et réévaluées par le
protocole : QM-Polarized Ligand Docking (tableau ci-dessus)
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Figure 46: structures des molécules des résultats
finals du criblage de la grande chimiotheque.

Le meilleur score est celui de 1'(-)-épigallocatéchine gallate (QM Polarized GScore
(XP) : -18.300 (11), MMGBSA DG bind: -100.082 (11)), tout comme dans le criblage de
la petite chimiothéque et avec exactement le méme mode de liaison, ce qui prouve la
reproductibilité des résultats de Glide et la pertinence du protocole de criblage.

Le dérivé méthylé épicatéchine 3-O-(4-O-methylgallate) avec un score trés légérement
inférieur (QM-Polarized GScore (XP) : -17.733 (11), MMGBSA DG bind : -103.252 (1)) et
exactement le méme mode de liaison de I'(-)-épigallocatéchine gallate, a 'avantage d’avoir
le nombre de #stars : 2 et seulement 1 violation de la régle de Lipinski par rapport a 5 et
2, respectivement, pour I'(-)-épigallocatéchine gallate. L’heptyl-3- catéchine avec un bon
QM-Polarized GScore (XP) : -14.623et une bonne MMGBSA DG bind : -96.460, a un profil
pharmaceutique encore meilleur, avec un nombre de #stars : 0 et O violations de la régle
des cing. Elle a presque le méme mode liaison que les deux précédents, sauf qu’a la place
de l'ester gallique, elle a une chaine aliphatique qui s’enfonce dans le tunnel hydrophobe
ou elle établit un réseau de contacts lipophiles Figure 47.
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Figure 47 : mode de liaison et contacts
hydrophobes de I'heptyl-3-catéchine (PDB : 1UY6).

La gossypine (gossypetine-8-glucoside), un glucoside du flavonol gossypetine (8-
hydroxyquercetine), ayant un excellent QM-Polarized GScore (XP) : -18.150 (11) et une tres
bonne MM-GBSA AG : -100.857 (1), pourrait avoir une puissante activité sur la Hsp90.

Son désavantage est quelle est glucoside, les flavonoides glycosidiques étant
déglycosilés lors de leur absorption.

Figure48 : adroite,modedeliaisondela gossypine;
adroite,ses contactshydrophobes(PDB: UY6).
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La 3,4,2',4'-tetrahydroxy-2-géranyldihydrochalcone, qui est une dihydrochalcone, a un
trés bon QM-Polarized GScore (XP) : -16.771 (1), une trés bonne MMGBSA AG bind :
-101.235 (1), et un meilleur profil, avec un nombre de #stars : 1 et 0 violations de la regle

des cing. Elle est stabilisée par un grand réseau de contacts lipophiles Figure 49.
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Figure 49 : mode de liaison et contacts hydrophobes
de la 3,4,2' 4"-tetrahydroxy-2-géranyldihydrochalcone.

L'artonine E (5'-hydroxymorusine), un flavone, a un trés bon QM- Polarized GScore
(XP) : -16.177 (1), une trés bonne MMGBSA AG bind : -100.719 (1), et un meilleur profil
pharmaceutique, avec un nombre de #stars : 0 et 0 violations de la regle des cing. Elle a
un mode de liaison similaire a celui de 2H55-ligand (PU-DZ8) cocristallisé avec le récepteur

avec lequel sa meilleure pose a été obtenue Figure 50.
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Figure 50 : superposition de I'artonine E (en
surbrillance) et de PU-DZ8 (2H55-ligand) dans 2H55.

o ATE @)
I

Figure 51 : contacts hydrophobes de I'artonine E dans le site actif de 2H55.

Elle forme par son noyau phényle B une liaison hydrogéne clé avec Asp93 et deux
autres avec HOH1; son groupement hydroxyle en C2' remplace HOH4 et forme une liaison
hydrogéne avec HOH3. Son noyau phényle A et son prényle se placent a I'entrée du tunnel
hydrophobe ou ils forment un réseau de contacts lipophiles Figure 51.

88



Chapitre V : Résultats et Discussion

Figure 52 : I'artonine E dans le site actif de 2H55.

L'artonine E présente une bonne complémentarité structurelle avec le site actif de 2H55
Figure 52.

Toutes les autres molécules ont des modes de liaison plus ou moins similaires aux
molécules précédentes, avec un noyau phényle assurant la liaison hydrogéne clé avec
Asp93, et un groupement hydroxyle déplacant HOH4, et des cycles ou des chaines
s’enfongant plus ou moins profondément dans le tunnel hydrophobe, excepté deux
molécules qui ont, a la place du groupement hydroxyle remplagant HOH4, un oxygéne
accepteur, a savoir : le bolusanthol C Figure 53 et la 5,4'-diméthoxy-3'- prénylbiochanine
A Figure 54. Ces deux molécules ne déplacent pas HOH4, mais plutoét en acceptent une
liaison hydrogéne comme I’ADP, PU3, PU- DZ8 et autres ligands. Ces deux molécules ont
été réamarrées dans leurs sites actif respectifs en présence de HOH4 (le premier docking
ayant été réalisé en absence de HOH4), leurs scores présentés Tableau 4 en sont issus.
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Figure 53 : mode de liaison de la 5,4'-diméthoxy-3"-
prénylbiochanine A avec ses contacts hydrophobes.
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Figure 54 : mode de liaison du le bolusanthol C avec ses contacts hydrophobes.
Conclusions

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer in silico I'effet inhibiteur potentiel des
flavonoides sur la Hsp90 comme mécanisme moléculaire anticancéreux. Cette évaluation
a été menée au moyen de I'élaboration d’un protocole de criblage virtuel basé sur la
structure de la cible (structure-based virtual screening) ; ce protocole comprend plusieurs
enrichissements pertinents mis en place suite a une étude approfondie de la cible : Hsp90,
qui se sont révélés efficaces, du moins pour les structures Hsp90 étudiées, a reproduire les
modes de liaison expérimentaux avec fiabilité lors du test du protocole.

Ce protocole de criblage virtuel, aprés avoir été testé, a été appliqué d’'une maniére
poussée sur une petite chimiotheque de 25 flavonoides des plus abondants dans
I’'alimentation, et suite a une évaluation multicritéres fine des résultats, trois molécules de
la sous classe des flavan-3-ols se sont révélées actives in silico contre la Hsp90, dont deux
sont trés prometteuses, a savoir : I'(-)-épigallocatéchine gallate et I'(-)- épicatéchine gallate
ayant des GScores excellents : -18.198 et -17.667 (11) respectivement (le meilleur score
des ligands cocristallisés étant celui de H55-ligand : -13.784) et de trés bonnes Prime MM-
GBSA AG libre : -99.996 et -97.083 (1) respectivement (la meilleure AG libre des ligands
cocristallisés étant celle de 2BSM-ligand : -104.310).

Le protocole de criblage virtuel a été appliqué en deuxieéme lieu avec une stratégie un
peu différente (implication de deux stages de docking) sur une chimiothéque de flavonoides
et de coumarines relativement plus grande, comprenant 1050 composés préfiltrés selon
des critéres pharmaceutiques a partir de plus de 5700 structures, et suite a une évaluation
multicritéres fine des résultats, 14 molécules de différentes sous-classes de flavonoides se
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sont révélées plus ou moins actives contre la Hsp90 in silico, dont 4 sont trés prometteuses,
a savoir : I'(-)- épigallocatéchine gallate (QM-Polarized GScore (XP) : -18.300 (11),
MMGBSA DG bind : -100.082 (1)), I'épicatéchine 3-O-(4-O- methylgallate) (QM-Polarized
GScore (XP) : -17.733 (11), MMGBSA DG bind : -103.252 (1)), la 3,4,2',4'-Tetrahydroxy-2-
geranyldihydrochalcone (QM-Polarized GScore (XP) : -16.771 (1),MMGBSA AG bind :
-101.235 (1)) , et I'artonine E (QM-Polarized

GScore (XP) : -16.177 (1), MMGBSA AG bind : -100.719 (})).

Autant que nous sachions, hormis I'(-)-épigallocatéchine gallate dont 'effet inhibiteur
sur le site N-terminal ATPasique de la Hsp90 est controversé, les molécules jugées actives
in silico dans cette étude n’ont jamais été évoquées dans la littérature comme inhibiteurs
du site ATPasique N-terminal de la Hsp90, et nous serions les premiers a les découvrir, et
si elles s’avérent tels in vitro, ce serait Ia un nouveau mécanisme moléculaire découvert de
I'effet anticancéreux des flavonoides.
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Annexes

Annexe01

#rotor (0 — 15): Number of non-trivial (not CX3), non-hindered (not alkene, amide,
small ring) rotatable bonds.

mol_MW (130.0 — 725.0): Molecular weight of the molecule.
dipole (1.0 — 12.5): Computed dipole moment of the molecule.

SASA (300.0 — 1000.0): Total solvent accessible surface area (SASA) in square
angstroms using a probe with a 1.4 A radius.

FOSA (0.0 — 750.0): Hydrophobic component of the SASA (saturated carbon and
attached hydrogen).

FISA (7.0 — 330.0): Hydrophilic component of the SASA (SASA on N, O, and H on
heteroatoms).

PISA (0.0 — 450.0): 11 (carbon and attached hydrogen) component of the SASA.
WPSA (0.0 — 175.0): Weakly polar component of the SASA (halogens, P, and S).
volume (500.0 — 2000.0): Total solvent-accessible volume in cubic angstroms using a
probe with a 1.4 A radius.

donorHB (0.0 — 6.0): Estimated number of hydrogen bonds that would be donated by
the solute to water molecules in an aqueous solution. Values are averages taken over
a number of configurations, so they can be non-integer.

accptHB (2.0 — 20.0): Estimated number of hydrogen bonds that would be accepted
by the solute from water molecules in an aqueous solution. Values are averages
taken over a number of configurations, so they can be non-integer.

glob (0.75 — 0.95): Globularity descriptor, where r is the radius of a sphere with a
volume equal to the molecular volume. Globularity is 1.0 for a spherical molecule.
QPpolrz (13.0 — 70.0): Predicted polarizability in cubic angstroms.

QPlogPC16 (4.0 — 18.0): Predicted hexadecane/gas partition coefficient. QPlogPoct
(8.0 — 35.0): Predicted octanol/gas partition coefficient. QPlogPw (4.0 — 45.0):
Predicted water/gas partition coefficient. QPlogPo/w (—2.0 — 6.5): Predicted octanol/
water partition coefficient.

QPlogS (-6.5 — 0.5): Predicted aqueous solubility, log S; S in mol dm-3 is the
concentration of the solute in a saturated solution that is in equilibrium with the
crystalline solid.

QPlogBB (-3.0 — 1.2): Predicted brain/blood partition coefficient. Note: QikProp
predictions are for orally delivered drugs so, for example, dopamine and serotonin are
CNS negative because they are too polar to cross the blood-brain barrier

QPlogKhsa ( —1.5 — 1.5): Prediction of binding to human serum albumin.
IP(ev) (7.9 — 10.5): PM3 calculated ionization potential.
EA(eV) (-0.9 — 1.7) PM3 calculated electron affinity.
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#metab (1 — 8): Number of likely metabolic reactions.
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