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CHAPITRE 1
Les flavonordes



Les flavonoides

1. Origine

L’organisme humain ne synthétise pas de flavonoidais, de maniere générale, elles sont
largement rencontrées dans le regne végétal. Bbbes cependant rares chez les végétaux
inférieurs puisque ce sont des métabolites secasdaomposés non issus de la photosynthese
mais de réactions chimiques ultérieures. Nous ugtnes les flavonoides dans notre alimentation
quotidienne [8, 9, 10,11]. Les fruits (orange, irgigtc..), les légumes (oignon, laitue, etc.3, le
graines (feve, cacao) ou encore les racines deasteplasont, pour 'homme, des sources
importantes de flavonoides. Les feuilles de thét smalement connues pour étre riches en

flavonoides.

La consommation journaliére en flavonoides n’a jang¢e étudiée de maniere systématique
au vu du trés grand nombre de composés et de pmtraturelles a prendre en considération. Les
seules estimations précises sur la consommatiditeeonoides concernent essentiellement les
flavonols et les flavones [12,13]. Ainsi la consoation journaliere en flavones et flavonols est

de I'ordre de quelques dizaines a une centaimagle

2. Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides ont tous une origine biosynthétigommune et par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base de quinze atomesarbjenes constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliésupar chaine en C3 [14] (figl).



3! 4

(a) (b)
Figure 1 :Motif flavane (a) et flavone (b) et numérotatiors®ymatique

A l'origine, les flavonoides proviennent de la dégaation d’'un acide aminé essentiel, la
phénylalanine. La réaction de désamination estyss#a par la phényl ammonia lyase (PAL) et
conduit a la formation de cinnamate. Ce dernieeastiite transformé en acide coumarique puis
en 4-coumaroyl-coenzyme A, respectivement par yarecinnamate-4- hydroxylase (C4H) et la
CoA-ligase (4CL). Cette réaction preliminaire prdeda biosynthése de tous les flavonoides. Le
coumaroyl-CoA est ensuite transformé en chalconéaisant intervenir le malonyl-CoA et la
chalcone synthase. Le motif chalcone est ainsiolatpde départ de la synthése des différents

groupes de flavonoides (Fig. 2) [15]
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Figure 2 : Etapes de la biosynthése des Flavonoides

Les flavonoides sont classés selon plus@iteses : présence ou non d’une double liaison en
position 2, et présence ou non d'un groupement dxydie en position. Des groupements
hydroxyles (et méthoxyles) peuvent le plus souvensituer en position 2’, 3', 4’ et 5" ainsi
gu’en position 5 et 7. Les isoflavones provienngone transposition du noyau aromatique du
carbone 2 vers le carbone 3 ; les flavones et flavonols d’'une oxydation (formatioa ld double

liaison sur le cycle C) respectivement des flavasaet des dihydroflavonols (Fig. 3).

Chalcone Flavanone

Dihydroflavonol

%Q@/;Q

Flavonol Isoflavone anthocyanidinol

' Fla\f'anol

Figure 3 : Structdes différents sous-groupes de flavonoides



Les flavonoides se rencontrent soit sousdoglycosylée (O et C-hétérosides) soit sous
forme d’aglycone ou forme non substituée par un baesubstitution par les sucres peut avoir
lieu soit en position 3, 5 ou 7 des flavones etdtals. Le cas des flavanols est singulier car en
plus des formes glycosylées, il est possible dedasontrer substituées par I'acide gallique ou
encore sous formes polymériques. La configuraties darbones asymétriques augmente la

complexité de structure des flavonoides (Fig.4).
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Figure 4 :r@plexité structurale des flavanols
Cette grande diversité de structures fait des flaides I'une des plus grandes familles de
substances naturelles connues. En effet, les tpobmid’analyse récentes ont permis d’identifier
plus de 8000 flavonoides [16].

3. Intérét biologique des flavonoides

La recherche sur les flavonoides a recu aho @articulier au sein de la communauté
scientifique lors de la découverte du paradoxe chiEn [17,18]. En effet, des études
épidémiologigues ont montré qu’une population ayamé¢ alimentation riche en acides gras
polyinsaturés présentait un taux de mortalité aadiiuaux maladies cardiovasculaires. En
revanche, les populations méditerranéennes, bienpggsentant ce méme type d’alimentation,
étaient moins sujettes a ces maladies. L’'explioatourrait provenir en partie de la
consommation quotidienne de flavonoides présents e jus de raisin et dans I'huile d'olive.
Les flavonoides présentent de nombreuses activit@tioxydantes, anti-inflammatoires,
inhibitrices d'enzymes, et prévention des maladadiovasculaires. Pharmacologiquement, les
aglycones sont particulierement efficaces. Certaomd des activités hépatoprotectrices,

diurétigues, vasodilatatrices, antibactéreinnes, imaprotectrices, anti-inflammatoires,



antidiabétiques, inhibitrices de I'aldolase rédsetat antiallergiques [19].

La majorité des activités biologiques tlagonoides est due a leur pouvoir antioxydant et
chélateur. Plusieurs études ont montré qu'un régiimeentaire riche en flavonoides peut avoir

des effets bénéfiques sur la santé [19].

4. Propriétés anticancéreuses des flavonoides

Parmi les nombreuses propriétés biologigiessflavonoides, nous nous intéressons dans ce
travail a leurs propriétés anticancéreuses notarnmen

Selon les dernieres observations du Fondsdib da la Recherche contre le Cancer
publiées en 2007, on estime que 30% de tous leemsont directement reliés a la nature du
régime alimentaire des individus. Ce pourcentagev@ot méme atteindre jusqu'a 70% dans le
cas des cancers du systeme gastro-intestinal phag®e, estomac et colon. De nombreuses
études épidémiologiques ont montré que la consoimmade fruits et Ilégumes était associee a
une baisse importante du risque de développer cediadie. Dans les études cliniques, les
personnes consommant le moins de fruits et [égwmmisenviron deux fois plus susceptibles de

développer certains cancers que celles ayant safpite consommation de ces aliments.

Des études sur la composition chimique eigams fruits et Ilégumes ont montré que la
richesse de ces végétaux en certains métabollgegue les flavonoides est a l'origine de leur
efficacité dans la prévention et le traitement dnoer.

In vitro, les flavonoides sont considérés comme des agatipgadifératifs et cytotoxique
vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires cancsgsuD'autres études menées sur des animaux se

sont intéressées a évaluer le pouvoir anticancétesitlavonoides in vivo [20].

5. Critéres de Choix des flavonoides

Dans cette étude, nous nous sommes limit&sia types de molécules les plus représentatifs
de la famille des flavonoides : les flavones etdtels. Des études récentes ont montré que la
flavone apigénine, et les flavonols fisétine, gaééne et myricétine (Tableau 1) sont des
inhibiteurs de I'ADN topoisomérase | humaine [24.structure particuliere de leur squelette de
base leur confére les caractéristiques les plusesdumises en avant dans l'activité d'un

flavonoide : le cycle catéchol et I'insaturationgasition 2 conjuguée avec la fonction carbonyle



en position 4. Pour toutes ces raisons, ces quii@eonoides sont les molécules modeéles par
excellence pour aborder I'étude des interactionsyme-inhibiteur a I'aide des méthodes de

modélisation par docking moléculaire.

Tableau 1. Structure chimique des flavonoides antitiBJADN topoisomérase |

R2

Squelette de ldese flavones et flavonols

Composés R1 R, R3 Ra Rs Re

OH OH OH OH OH OH
Myricétine

OH H OH OH OH H
Fisétine

OH OH OH OH OH H
Quercétine

H OH OH H OH H
Apigénine




CHAPITRE 2
Géeneralités sur le cancer



1. Définition et caractéristiques du cancer

Le cancer est une maladie caractérisée gardissance anarchique et ininterrompue de
cellules anormales. Ces cellules dérivent touteladaéme cellule, initiatrice du cancer, qui a
acquis certaines caractéristiques lui permettaseddiviser indéfiniment. Au cours de I'évolution
de la maladie, certaines cellules prennent I'apgarel'une excroissance locale : une tumeur
primitive qui, dans un premier temps, grossit etsdcie les tissus voisins. D’autres cellules
forment des cancers « non solides » sous formeltldes sanguines anormales qui ne sont pas

associées a un organe en particulier.

La cellule cancéreuse va au cours de seela@pement acquérir une série de capacités que
ne possedent pas les cellules normales. En 200@/dhberg et D. Hanahan ont suggéré que

I'apparition de cellules cancéreuses passe pajuiaition d’au moins six propriétés [21] :

- Indépendance vis-a-vis des signaux stimu&aptolifération : Normalement, les cellules ne
se divisent que lorsqu'elles recoivent un stimylagiculier mais dans les tumeurs, les cellules
n'ont plus besoin de ce signal a cause de I'exmmesaccrue et continue des genes de la
prolifération cellulaire.

- Insensibilité aux signaux inhibiteurs de taliération cellulaire.

- Abolition de I'apoptose ou mort cellulaire grammée. En cas de stress ou d’anomalie ne
pouvant pas étre éliminée, une cellule normaleusgde en utilisant 'apoptose. Les cellules
tumorales ont inactivé tous ces mécanismes pourxiservivre.

- Capacité proliférative illimitée : le nombuosuel de divisions cellulaires pour une cellule
humaine est de 50 a 60, aprés quoi elle cesse aipase diviser. Les cellules tumorales
continuent de se diviser sans limite visible grad&ctivité de la télomérase qui est fortement
active dans toutes les cellules cancéreuses. Lletesedeviennent immortelles.

- Capacité de susciter I'angiogenése. Les celltiesorales (et la tumeur) ont un besoin
important en oxygéene et en nutriments pour surviitkes vont donc stimuler la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins afin d’alimenter laetum

- Acquisition d’'un pouvoir invasif. Les cellulesmiorales sont capables de passer a l'intérieur
d’'un vaisseau sanguin afin d’étre transportées danautre organe ou elles vont générer une

seconde tumeur.



De maniere générale, les cancers résultennutations de I'ADN de certaines cellules,
mais des facteurs génétiques et des agents extedemme les cancérogenes physiques (UV et
les rayonnements ionisants), chimiques et biolagqirus du papillome humain, virus de
'immunodéficience humaine, schistosomiase, Hépdiitet Hépatite B) tendent a accroitre de
maniére importante l'apparition des cancers. Leaga&me, la consommation d’alcool, la
consommation insuffisante de fruits et de Iégumesi gue le vieillissement ont une incidence
directe avec l'apparition des cancers. De plus,estime que 5 % a 10 % des mutations
génétiques a l'origine d’'un cancer sont hérédisaiRdus globalement, c’est la conjugaison de ces
différents facteurs qui entrainent I'apparitioncdecers.

Les principaux types de cancers sontdesimomes (touchant I'épithélium, c'est-a-dire une
surface composée uniquement de cellules), les masdgtouchant les tissus conjonctifs comme

les 0s) et les cancers hématopoiétiques qui sertateers des cellules sanguines.

Il existe presque autant de sources deecane de tissus dans l'organisme. A ceci s’ajoute
le fait que certains cancers sont plus fréquengsdiautres. Ainsi les cancers de la prostate (33 %
des cancers chez I'nomme) et du sein (30 % deersacbez la femme) sont parmi les plus
fréquents tandis que les cancers de la thyroidke 1% des cancers) sont parmi les plus rares
[22].

2. Diagnostic et traitements

Aujourd’hui encore, la majorité des cancesatsdiagnostiqués a un stade avancé et sont
incurables, d’'ou la nécessité de développer deealmsvtechniques de plus en plus précises pour
détecter les cancers le plus précocement posdibke.recherches actuelles s’orientent vers
I'imagerie moléculaire avec le développement dalesrcapables de détecter les stades précoces

de la progression tumorale et de visualisenlégastases de taille inférieure

au millimétre. Ces sondes reconnaissent des musdsologiques spécifiques des cancers et
permettent de les imager au moyen de techniquemadérie médicale de plus en plus

performantes [23].

Les principaux moyens de traiter un casoet [24] :
- la chirurgie : elle permet l'ablation d'une tumeur des tissus lésés. C'est le principale

mode de traitement des tumeurs solides, localisées.



- La radiothérapie : la tumeur est irradiée par dgems X ouy afin de détruire les cellules
tumorales. Elle est souvent utilisée en associatv@t d'autres thérapies.

- Les traitements biologiques : ils utilisent des sdabces endogenes. Par exemple,
I'immunothérapie renforce les défenses immunitaicedre les cellules tumorales.

- Les traitements hormonaux : ils agissent sur lasgi a laquelle les cellules tumorales
grossissent, se multiplient ou meurent. C'est oneéd particuliere de chimiothérapie qui agit sur
le systéme endocrinien et qui est utilisée potraikement de cancers hormono-dépendants.

- Les greffes de la moelle osseuse : il ne s'agitdhas traitement direct mais elles sont
parfois utilisées pour renforcer le systeme de petidn des cellules sanguines.

- La chimiothérapie : il s'agit de l'utilisation debstances pharmacologiques pour tuer les
cellules tumorales. L'utilisation de la chimiothgia anticancéreuse dépend du type de cancer a
traiter. Plusieurs agents anticancéreux avec deamsmes d’action différents sont généralement
combinés pour augmenter l'efficacité du traitemesit,éviter des phénomenes de résistance.
L'inconvénient principal des composés utilisés lestnanque de sélectivité qui entraine de

nombreux effets secondaires [25].

Les principaux agents chimiothérapeutiquéseés actuellement peuvent étre regroupés en

trois catégories selon leur mode d’action [25] :

- les premiers perturbent la synthese d’ADNmMmme par exemple les inhibiteurs des
topoisomérases. Ces derniers sont considérés cdesregents chimiothérapeutiques les plus

efficaces utilisés en clinique.

- les seconds introduisent des dommages a I’ADN. nGita titre d'exemple les
anthracyclines et la bléomycine qui sont issusifiérdnts champignons du gerfséreptomyces

- les troisiemes inhibent les fonctions du fuseawtigjtie. Les inhibiteurs des microtubules
agissent en se liant a la tubuline, perturbant éansise en place correcte d’'un fuseau mitotique
fonctionnel.

L’ADN et les microtubules sont donc lesud cibles essentielles des agents
chimiothérapeutiques. Plusieurs dizaines de conspoaturels ou synthétiques sont utilisés en
chimiothérapie anticancéreuse. Parmi ces agenis, g#¢ 60% sont soit directement isolés de
sources naturelles, soit dérivés de produits niatuaprés modification chimique ou encore

entierement synthétiques mais dont la structuraspirée de produits naturels.



La diversité des agents utilisés en chindi@apie anticancéreuse a permis d'augmenter le
nombre de rémission et également leur durée maidrdtements restent lourds, difficiles a
supporter et présentent de nombreux effets seaasd&'est pourquoi il est important de trouver
de nouvelles molécules plus sélectives sur certgjpes de cancers.

Ces dernieres années, l'évolution des aiesances a permis de comprendre de maniéere
plus approfondie le mécanisme d'action de médictsneééja utilisés et ainsi, d'envisager de
nouvelles perspectives thérapeutiques. [24]

Parmi les différents agents thérapeutiquéss précédemment les inhibiteurs des
topoisomérases retiennent d'avantage notre atteriiioeffet les nombreux réles exécutés par les
topoisomérases en font des cibles privilégiées aftaios médicaments déja utilisés comme
antibiotiques ou comme antitumoraux et qui agissaninhibant I'activité de ces enzymes [26].
Ceci révele I'importance d’approfondir I'étude Hionique de ces topoisomérases en passant par
une meilleure connaissance de leur meécanismeatiaatin de contribuer au développement

silico de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme.



CHAPITRE 3
Les topoisomérases d ADN



Lestopoisomérasesi’ADN

1. Définition

La molécule d’ADN contient les informatiogénétiques transmises d’une cellule a l'autre,
et de génération en génération, grace aux difféseétapes qui constituent son métabolisme :
réplication, transcription et traduction, étapeseesielles du cycle cellulaire. Depuis la
découverte de la structure en double-hélice de NABe nombreuses questions ont été soulevées
sur les mécanismes avec lesquels ces fonctionsesmwhies possibles.

L'extraordinaire longueur - plusieurs noifls de kilo bases chez 'hommel@®) la
compaction dans les chromosomes ainsi que la steuen double-hélice de la molécule d'’ADN
conduisent a une entité fortement enchevétrée m@seun grand nombre de contraintes

topologiques : entrecroisements, surenroulemeagsids (Fig 5).

Figure 5. Représentation schématisée de la coropaiti I’ADN dans la cellule.

En fait, dans la plupart des génomes, 'ABprésente soit sous forme circulaire (virus,
mitochondries et chloroplastes) soit sous forméaiecles de 103 a 105 paires de bases (pb),

attachées par leur extrémités en des points figda thatrice nucléaire chez les eucaryotes, ou



du nucléoide chez les procaryotes. Topologiquentemicles et molécules circulaires sont
équivalentes ; ce sont des molécules fermées, eandmités libres et soumises a de fortes
contraintes topologiques. Ainsi, les processusguessitent la séparation des deux brins d’ADN
demanderaient une rotation sur une longueur impdmsie matériel génétique. Cela implique
gue les deux brins de la double-hélice sont ingdyes a moins de générer une cassure sur un ou

sur les deux brins [28].

Lorsque deux brins entremélés d’une debiblee d’ADN doivent étre séparés, au cours
d'un des processus biologique, cela entraine I'augation de leur enroulement 'un autour de
l'autre plus loin dans la molécule (Fig 6). Aing, mouvement de la fourche de réplication
produit un supereroulement positif devant elle, radnant rapidement une résistance
insurmontable pour tout mouvement supplémentaimet Thangement du nombre d’enlacements
nécessite au moins la coupure d’un brin. Gracendestrémité libre, un brin peut tourner autour

de l'autre, apres quoi la coupure est ressoudée.télle réaction convertit un topoisomere en un

autre.
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Figure 6. Représentation des surenroaiésnqui interviennent apres séparation locale de

deux brins sur un ADNirculaire.

Sur la base de ces considérations, il a@jpéavident que la régulation de la topologie de
I'ADN est indispensable a la survie des cellulegjéelle nécessite la présence d’'un systéme
enzymatique qui permette de résoudre les contmiexéstantes sur 'ADN au cours de son
métabolisme. Cette action de contrdpologiqueest effectuée par des enzymes nucléaires, les
topoisomérases d’ADN, qui jouent un role esserdihs les processus de croissance et de

division cellulaire. Ces enzymes catalysent l'iptarétration entre brins d’ADN ou double-



hélices, en générant des coupures transitoirdsAddiN [29]. De cette facon les surenroulements
et les nceuds présents dans la molécule d’ADN pédten eliminés et ainsi la réplication, la
transcription ou les autres processus du métabeldan’ADN, avoir lieu. Grace a leur capacité
de résoudre tous les problemes topologiques, cegmas sont aussi indiquées comme des
véritables « magiciens de ’ADN [30].

Ce fut en 1971 que James Wang découvritdenigr représentant des topoisomérases en
purifiant une enzyme a partir d’extraitsegcherichia coli[31]. Wang identifia cette enzyme,
appelée protéine, comme capable de relaxer les surenroulementstifg¢géune molécule
d’ADN circulaire. Suite a cette découverte, unavéét de relaxation de 'ADN surenroulé, soit
positivement, soit négativement, fut identifiee slales extraits de cellules de souris [32]. Puis
une enzyme ATP-dépendante, capable d’introduiresdesnroulements négatifs sur un ADN
relaxé, fut identifiée chek. colipar Gellert etil [33]. Ces trois topoisomérases, les premiéres en

termes historiques, sont des représentantes ddlifférentes sous-classes de topoisomérases.

Les études successives ont élargi la fardiés topoisomérases grace a la découverte de
nouveaux membres, qui ont permis de classifiedilé&rentes topoisomérases et de conclure que
ces enzymes participent a pratiquement chaque gsoseellulaire impliquant 'ADN. En effet,
au cours de la réplication et de la transcripties, topoisomérases permettent d’éliminer les
surenroulements, qui peuvent s’accumuler en amantgpport a I'avancement de la fourche de
réplication sur la double-hélice d’ADN. Au cours kEssemblage, de la condensation et de la
ségrégation des chromatides, les topoisomérasdsessentielles afin de permettre le correct
déroulement de ces proces [34, 35]. Le role desisomérases dans la recombinaison et la

réparation de dommages sur ’ADN a aussi été démmdde].

Dans ce contexte, il est évident que laleggun de la topologie, et ainsi de la superhdicit

est indispensable au cours de chaque étape duadtigtad de 'ADN [28].

2. Classification des topoisomérases

Ces enzymes contrdlent et modifient |a logie de 'ADN d’une fagon simple, et toutefois
élégante, grace a une réaction de transestérficafie mécanisme, postulé la premiere fois par
Wang en 1971 [31] (Fig7), permet la coupure etdhgation de I'ADN par attaque d'un
hydroxyle situé sur un résidu de tyrosine de I'eney(la Tysospour la topoisomérase Il humaine

et la Tyr2s pour la topoisomérase | humaine) sur un atome dasgitore du squelette



phosphodiester de '’ADN, ainsi générant une noeviglison phosphodityrosyl et une coupure
sur 'ADN. La religation se réalise grace a une xieme transestérification qui est
essentiellement la réaction inverse de la premi@isi, 'oxygene de I'hydroxyle généré sur
'ADN au cours de la premiére réaction attaque hegphore de la liaison phosphotyrosyl et
cause la coupure de la liaison covalente entreyee et 'ADN. Le squelette de 'ADN est ainsi

reconstitué [30].
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Figure 7. Réactions de transestérification déteantita coupure de ’ADN commune a toutes les
topoisomérases. La réaction inverse permet laatsdig de 'ADN coupé.

Les topoisomérases se divisent en deuxedgmsncipales, selon la nature des mécanismes
gu’elles mettent en ceuvre. Les enzymes de typ&dduaisent une coupure transitoire dans un
des brins d’ADN. Les enzymes de type Il introdutsene coupure transitoire double-brin. Les
topoisomérases | et Il ont été ultérieurement dléss en sous-classes sur la base des
différences structurales et de leur mécanisme idia¢29,37]. Les topoisomérases de type IA,
découvertes par Wang en 1971 [31], déterminenbimdtion d'un hydroxyle libre en 3’ du
squelette phosphodiester de I’ADN par formatiome'liaison phosphotyrosyl avec le phosphate
en position 5’ (Fig 7, haut). Inversement, les iepmérases de type IB identifiees pour la
premiere fois par Champoux et Dulbecco [32] génevenhydroxyle libre en position 5’ par
formation de la liaison phosphotyrosyl avec le mihade en position 3 du squelette
phosphodiester (Fig 7, bas). Enfin, les topoisosegale type Il, isolées pour la premiére fois par

Gellert et al [33] comme les topoisomérases IA, catalysent lem#&ion d'une liaison



phosphotyrosyl avec le phosphate en position &isroette fois sur les deux brins d’ADN.

Dans ce présent travail nous nous sommesigésasur les topoisomeérases | qui se présente

comme cibles privilégiées dans les traitementsantéreux.

3. Topoisomérases |

3-1. Structure

L'ADN topoisomérase | humaine (topol) esk yorotéine monomeérique de 765 acides
aminés [38] Elle est constituée de quatre régioagunes : le domaine terminal MHe cceur, le
domaine de liaison et le domaine terminal COOHS8(ffig_e domaine terminal NH d'environ
210 résidus, est hautement chargé, contient trés dcides aminés hydrophobes et est
grandement désordonné [39]. Le domaine terminal BO@environ 50 résidus, contient
I'essentiel Tyrosine 723 qui forme une liaison gihaester avec le phosphate 3' du brin d’ADN
coupé du site de clivage [40]. Le cceur est corstitienviron 430 résidus et le domaine de
liaison, qui n'est pas requis pour l'activité émzyme, de 70 résidus [41].Topo | apparait donc

comme une enzyme multi-domaines comportant :

- Deux domaines globulaires hautement conseteasogéur et le domaine terminal COOH) qui
sont cruciaux pour l'activité catalytique.
- Deux régions (le domaine terminal plet le domaine de liaison) qui ne sont pas indispele

aux fonctions catalytiques et de relaxation dezjare.
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Figure 8 : Structure de I'ADN togpminéarse | humaine

3-2. Mécanisme enzymatique

Le cycle catalytique de la topoisoméralarhaine est divisé en quatre étapes : une étape de
liaison de I'enzyme a I'ADN, une étape de clivagiaduisant la coupure, une étape de rotation
du brin coupé autour du brin non coupé, et uneeéthp religation permettant de restaurer la
continuité du brin d’ADN[42, 43] (Fig 9).
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Figure 9. Schéma du mécanisme d'acigolADN topoisomérasel

Liaison de I'enzyme a I'ADN
Topol se lie uniquement a I'ADN double iisnmaniére non covalerGette liaison apparait

comme étant plus efficace au niveau des régiondémsuou sur-enroulées de I'ADN. [44, 45]

Clivage de I'ADN

Le clivage de l'un des brins d'ADN, suivi ldgtachement de maniere covalente de topol a
I'extrémité 3' de I'ADN coupé, conduit a la forneatid'un complexe covalent : le complexe dit
“clivable" [46, 47].

Relaxation de 'ADN
Plusieurs hypothéses sont émises quant acamsmes de relaxation de I'ADN, apres la
formation du complexe covalent et avant la relmatide I'ADN. Parmi ceux-ci figurent

"le passage simple-brin” et " le modéle de rotatiore ".

Le mécanisme de passage simple brin progasele brin non coupé passe a travers un
espace formé entre la liaison covalente de I'extéd et la liaison non covalente de I'extrémité
5' du brin coupé avec I'enzyme. Dans ce cas, uhése&mement de désenroulement peut étre

réalisé lors d'un cycle de clivage/religation [48].



Le modele de rotation libre suppose dextrémité 5' du brin coupé soit libérée du site
actif de I'enzyme et puisse tourner librement authw brin complémentaire non coupé. Ceci
sous-entend que de multiples évenements de désement peuvent étre realisés pour chaque
cycle de clivage/religation [49].

Cependant, un mécanisme intermédiaé® gproposé par Stewart et coll en 1998, sous le
nom de " rotation controlée " (fig 10), dans leqled interactions ioniques entre 'ADN et
certaines régions de I'enzyme réguleraient le psaede désenroulement [43]. Dans ce cas, les

surtensions de I'ADN seraient libérées par un asiplrs cycles de rotation contrélée.
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Figure 10. Mécanisme de rotation contrdlée de tdpADN hautement surenroulé de tours
négatifs (en rouge) devient a la fin du processoms surenroulé (en vert).

Religation et libération de topol
La religation se fait par une deuxiéme tiéacde transestérification ou les deux brins divé

de I'ADN sont reliés et topol libérée.

Sélectivité de séquence

Il est connu que les sites de clivagéAleN par topol ne sont pas distribués au hasard au



sein des fragments d'’ADN, signifiant que topol rewit des séquences spécifiques.

Neufs nucléotides sur le brin coupé et gnqle brin non coupé s'avérent étre essentiels

pour une forte liaison de topol a I'ADN [50, 51].

3-3. Fonctions biologiques

Elles sont diverses et variées au niveau'AleN. Durant la réplication, des super-tours
positifs s'accumulent dans la portion non répligdéd’ADN, créant ainsi des forces de torsion.
En absence de topol, le mouvement de la fourcheeplecation est alors arrété. Cet effet est
pallié par I'activité de coupure/religation de tbpo
Topol est impligué dans la transcription de cegajgnes. Les sites de liaison et de clivage de
topol ont été cartographiés le long de régions dAdativement transcrites comme les genes des
ARN polymérase | et Il [52 ,53]. Topo | agit comme pivot pour soulager les contraintes de
torsion causées par la génération de super-towitifpeen amont et de super-tours négatifs en

aval du mouvement de I'ARN polymérase [54, 55].

4. Les inhibiteurs de 'ADN topoisomérase | humaia

La topoisomérase | est la cible de nombrénixibiteurs, qui empéchent I'enzyme
d’accomplir entierement son cycle catalytique atvpguent des dommages irréversibles de
I’ADN, ainsi qu’un arrét du cycle cellulaire. Parhes inhibiteurs de topoisomérases, on retrouve

certains medicaments les plus actifs contre leerantilisés en clinique.
Les inhibiteurs de la topoisomérase | sivités en deux groupes principaux : les poisons et

les suppresseurs. lls inhibent tous les deux Vi&ticatalytique de I'enzyme, mais selon des

modes d'actions différents [56].

4-1. Les poisons

lIs tuent les cellules en stabilisant les ptawes de clivage ADN-topol, ceci empéchant la
religation des brins coupés d'ADN et la libératitntopo I. (Fig 11)
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Figure 11. Mécanisme d'action gdoison de I'ADN topoisomérase I.

Il a été montré que la sensibilité ddiilEs aux poisons augmentait avec la surexpression
de topol [57] et qu'une réduction de l'activitétdgol est une cause de résistance des cellules aux
poisons [58, 59].

Les grandes classes de poisons sont degptothécines et ses dérivés " irinotecan,
topotecan " et les benzo[c]phénanthridiness benzoanthracénes, les protoberbérines,
des composés hétérocycligues comme les indolognétbnes, les indolacarbazoles, les
benzimidazoles [60, 61]. Dans des études réceds,nouveaux composés ont été prouveé
comme des inhibiteurs de I'ADN topoisomérase | hHoma les dérivés du 6-Arylamino-7-
chloro-quinazoline-5,8-diones [62] et le 2,6- Dathyl-4-furyl pyridines [63].

Camptothécine, l'irinotecan, topotecan, sont laeygatilisées dans le domaine clinique pour
le traitement des cancers, et particulierement taoancer du poumon, le cancer de I'ovaire et le

cancer colorectale [64].

4-2. Les suppresseurs

lls agissent en empéchant la reconnaiss@adepol a son site de fixation, inhibant ainsi la
formation des complexes de clivage.

En générale, les ligands de I'ADN, includes intercalants comme la doxorubicine,
I'aclacinimycine A, et la distamycine A peuvent gumer la liaison de topol a I'ADN. Cet effet
est observé a des concentrations de drogue rataivieélevées et apparait directement lié a
I'affinité de liaison a I'ADN. De ce fait, la drogse liant a I'ADN empéche l'acces a topol et/ou
distord la structure de I'ADN [56].



CHAPITRE 4
Modélisation des interactions
Protéine-Ligand par docking

moléculaire

1. Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est le termeégigue regroupant les méthodes qui permettent
de simuler le comportement d’'un systéme de paescula taille du systeme étudie peut aller

d’'une simple molécule diatomique jusqu’a des maciéoules biologiques de plusieurs dizaines



de milliers d’atomes.

La modélisation moléculaire peut ainsi peftne de décrire le comportement électronique
des atomes et des molécules pour expliquer lewstivéés, comprendre les processus de
repliement d’'une protéine ou encore expliquer l'aripnce de certains acides amines d’'un site
catalytigue enzymatique. Pour réaliser ce typeudé&t il est nécessaire de déterminer une
expression de I'énergie d’interaction des atomesyiieme moléculaire en fonction de leurs

positions relatives.

L'association non covalente et réversitim récepteur (R) et d'un ligand (L) pour former
un complexe récepteur-ligand (RL), dans un miligueax contenant des électrolytes peut étre

décrit par I'équation 1 [65] :

Rag + Lag=RLaqg
Equationl

A I'équilibre, cette réaction est déteréairpar I'énergie libre de liais@@G°. Cette quantité
est liée (Equation 2) aux constantes d'associdiah et de dissociation (), qui peuvent étre
déterminées expérimentalement (Equation 3). Eligient une composante enthalpiqudif) et

entropique (AS°) (T étant la température absolue) [65].

AG? = —RTInKa = AH’- T AS?
Equation 2

Ka=K, ' =[RLU/[R][L]
Equation 3

3. Reconnaissance moléculaire

Au niveau du site actif, le processus tdiiaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec l'architecture protéique. Les forcetenvenant dans la formation du complexe
peuvent étre de nature stérique, électroniqueddax avec des contributions différentes.

Les états conformationnels choisis lad'idteraction ne sont pas nécessairement ceux de

plus basse énergie en solution, mais des étatsitomas stabilisés par celle-ci. Les complexes



formés sont alors plus stables que les formes dés® Cette association intermoléculaire est
stabilisée par plusieurs effets et des liaisons momalentes. Au niveau du processus
biochimique, elles s’expriment par différentes iations : électrostatiques, hydrophobiques, de

Van Der Waals et des ponts hydrogéne [15].

2-1. Intéractions de Van Der Waals

Les interactions de Van Der Waals sontdilg8les non permanents de faible rayon d’action
(fig 12). Elles sont nombreuses et contribuent regdeement dans la recherche de la
concordance stérique entre le ligand et la protéineptrice.

©

Figure 12. Interactions\n Der Walls

2-2. Ponts hydrogéne

Les ponts hydrogéne avec une force dedrkode 2 a 4 Kcal/mol agissent dans les
systémes biologiques, & trés courte distance (2,8 &) entre un H lié¢ & un O ou un N avec un
O ou un N. lls sont peu nombreux et s’adaptent toemn a la flexibilité (I'angle peut varier de
120° a 180°). (figl13)
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Figure 13 : ponts hydrogéne

2-3. Interactions électrostatiques
Les interactions électrostatiques agissemilus grande distance entre dipbles chargés

(fig14). La distance pour une liaison saline, peereple, est de 3,7 a 4,5 A, et sa force est de



'ordre de 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ioésractions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d'ea

A\
A

Figure 14 : Intetians électrostatiques
3. Amarrage moléculaire (ou docking)

Les interactions protéine-protéine et @ra#-ligand jouent un réle clé dans I'organisation
des systémes biologiques. Elles permettent la aéigal de certains processus biologiques, la
transmission des signaux ou encore la caatle  diverses réactions biochimiques.
Connaitre la facon dont les protéines interagisa®et d’autres entités biochimiques est une
étape essentielle pour comprendre les processlogigjoes dans lesquels elles sont impliquées
[66].

Différentes méthodes d’étude expérimerttzle que la cristallographie aux rayons- X et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) permetterdgrgéement de déterminer la réponse a cette
guestion. Cependant, d’une part ces méthodes nigpasrioujours simples a mettre en ceuvre, et
d’autre part certaines molécules ont une duréeigleivcourte qu’'une étuda vitro est tout
bonnement impossible. Or, pour comprendre les nmi&T&s qui permettent aux protéines
d’assurer leurs fonctions, il faut tout d’abord @yendre comment elles interagissent entre elles
ou avec d’autres molécules. D'ou lintérét d’avaies méthodes prédictives procédant par
simulation, complémentaires a ces approches expatales [67]. A I'heure actuelle la
simulation par amarrage moléculaire plus connues d@ppellation de docking moléculaire
représente I'approche prédictive la plus utiliséasdce domaine de la recherche médicale et

pharmaceutique.

3-1. Les différents types de docking moléculaire
Le docking moléculaire est I'étugesilico des différents mécanismes et interactions qui
interviennent lorsque plusieurs structures molérgas’assemblent, I'objectif étant de parvenir a

déterminer comment ces molécules vont s’agencesmles par rapport aux autres (fig 15).



Fig. 15 — Représentation schématique duidgake deux molécules. (a) Molécules de
depart. (b) Complexe moléculaire

Il existe deux grands types de docking mdbice. Le docking rigide consiste a obtenir la
conformation préférentielle d'un systéme protéigesid en considérant que chacune des deux
molécules conserve une géomeétrie interne fixe. @ansas, la relaxation de la géométrie interne
de chaque entité, en interaction dans le complexst pas prise en compte. Cependant, il est
tout a fait concevable que les structures de laépre et du ligand soient modifiées durant le
processus de docking moléculaire afin d’optimiaemaeux l'interaction entre les deux entités.

On parle, dans ce cas, de docking flexible [66].

3-2. Principe de fonctionnement

Le docking moléculaire peut se rapporter apubleme d’optimisation selon une valeur
numérique qui rendrait compte de la conformatiarsu moins favorable de deux entités (e.g.
I'énergie libre totale du systéme protéine-ligarfpur cela le docking moléculaire s'accomplit
au deux étapes complémentaires durant la premiape,éle programme tend a rechercher les
conformations du ligand aptes a établir des intemas idéales avec le récepteur. La deuxieme
étape, appelée score de docking permet d'évalisecaaformations par un calcul rapide de

I'énergie libre totale du systeme protein-liganahfé [66].

La capacité d'un programme a réussir ceaftaast habituellement jugé au moyen de la
déviation quadratique moyenne ou RMSD (root-mearasgderivation) du modéle congu par le



logiciel vis-a-vis de la structure du cristal. Latio admis est une différence maximum de 2

angstroms au-dela de laquelle la prédiction essidénée comme non pertinente [15
Calcul du RMSD

Les différentes conformations issues de feadyique sont analysées et comparées entre elles

par des superpositions et des calculs de déviaiRM$SD) (Equation 4) [68].

—

A NE(nl-m2)"

U&qion 4. Expression du RMSD

Avec: N le nombre d’atomes du systeme étudié
ril le vecteur position de I'atome i dans la structure

r12 le vecteur position de I'atome i dans la strucfire

3-3. Le processus de scoring

Le score est une donnée numérique utile gaantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur. C’est globalement uneoappation de I'énergie libre résultant du
passage de la forme libre de la protéine et duntlgal’association sous forme de complexe. Le

principe thermodynamique est le suivant [68] :
AG=AG complexeAligand'AG protéine

Concretement, le score est une estimat@Hhaffinité entre la macromolécule et la petite
molécule organique. Un score ne prédit donc enutenactivité mais bien une affinité.

Un grand nombre de programniesmmerciaux ou non) de docking moléculaire sont
d’ores et déja disponibles. Parmi ceux-ci, nougerons par exemple AUTODOCK [69],
FLEXX [70], GOLD [71], DOCK [72] et SURFLEX [73] et lls different les uns des autres sur



la maniere de réprésenter le systeme moléculaleerainiere de déterminer le score de docking
(fonction de score). Deux approches sont principat#d employées pour la modélisation du

systeme protéine-ligand.

3-3-1. Représentation géométrique

Cette premiere approche a conduit au dépelment de méthodes géomeétriques dites de
complémentarité de formeshape complementar)typu la protéine et le ligand sont décrits par
des surfaces de descripteurs qu’il suffit d’appafieatching. La construction de la surface de
descripteurs de chacune des deux entités prendnepte différentes caractéristiques telles que la
surface moléculaire, la surface accessible au sglvkes propriétés hydrophobes, la formation
éeventuelle de liaisons hydrogene, etc. Dans cefpeoahe, la fonction de score mesure un taux
d’appariement correct des descripteurs entre & et le ligand pour chaque conformation a
évaluer. Plus ce taux est grand, plus le scoreodkimly est élevé et plus la conformation du
systéeme protéine-ligand est optimale. Ces méthedestypiquement rapides et robustes. Elles
sont choisies préférentiellement, par exemple, dansas d’'un scan de plusieurs milliers de

ligands pharmacophores [66].

3-3-2. Représentation atomique

La seconde approche repose, quant a ellejn® simulation du processus de docking avec
une description atomique du systeme protéine-lighadprotéine et le ligand sont, au début,
éloignés a une certaine distance et le ligand @witfil de la simulation, trouver sa position
optimale dans le site actif de la protéine apresartain nombre de déplacements dans I'espace
configurationnel. Ces déplacements correspondenttranslations et aux rotations du ligand,
auxquelles on ajoute les changements de géométteené du ligand et de la protéine
(principalement des angles de torsion) si on c@msidn docking flexible. Le traitement explicite
de la flexibilité est un avantage indéniable deecafiproche par rapport a la précédente. Cette

approche s’apparente aussi d'avantage a un prollémezonnaissance moléculaire.

Signalons qu’il existe des fonctions de secliées au traitement spécifique d'un type de
docking tel que protéine-ligand, protéine-protéing, protéine-ADN. Ces fonctions calculent
généralement le score de docking a partir d’'unénatet paramétrée ou empirique. Nous avons

regroupé ces méthodes selon trois grandes cate¢66k:

- Champ de forces : Le score est calculé en faisagbinme des forces intermoléculaires

de van der Waals et électrostatiques entre tousati@®mes du systeme protéine-ligand. Les



énergies intramoléculaires des deux entités safaipancluses dans le score final.

- Empirique : Ces méthodes se basent sur un décatopt®mbre d’interactions dans le

systéme protéine-ligand comme par exemple le nendler liaisons hydrogéne, les contacts
hydrophobes, les contacts hydrophiles, les con@side torsion dues a la formation du complexe
protéine-ligand, etc. Le score est finalement altean général, en utilisant des méthodes de

régression linéaire multiple.

- Connaissance : Ces méthodes sont fondées sur gdes/ations statistiques de contacts
intermoléculaires proches dans des bases de doB@me¢Sambridge Structural Database ou
Protein Data Bank Il est supposé que les contacts intermolécdaireches entre certains types
d’atome (ou entre certains groupes fonctionnelss gtéquents qu’une distribution aléatoire
conduisent a des interactions énergétiquement dbles, permettant alors d’estimer une affinité
de liaison reliée a un potentiel de force moyei@eite valeur estimée de l'affinité de liaison est
le score de docking.

En plus de la conformation optimale, jaif d’'un programme de docking moléculaire
est idéalement de déterminer I'enthalpie lik&) de formation en solution du complexe [P : L]

entre la protéine P et le ligand L, selon:

sol?t+ Lsoiv AG—» [ P : Llsow

Quelle que soit I'approche utilisée, les fonctigmécédentes nous donnent le score de docking
sous la forme d’'une valeur, souvent abstraite, &sprtative de la conformation obtenue du

systéme protéine-ligand. Cette valeur n’est padealirectement a une grandeur énergétique du
systéme, sauf dans le cas de l'utilisation d’unnghale forces ou le score est donné par les
énergies d’interaction intermoléculaire. Des cacslipplémentaires sont donc nécessaires, a
partir des conformations optimales, pour détermiteer valeur de [I'enthalpie libre de

formation[74].

4- Le programme de docking moléculaire Surflex

Pour réaliser le présent travail de rede nous avons utilisé le programme Surflex. Dans
ce programme le docking se base sur la construdtiome pseudo-molécule comme cible sur
laquelle doit I'aligner le ligand. Il s'agit de fnments de molécules placés dans le site actif de

maniere a occuper idéalement et de maniere redtmndemlui-ci, a partir de critéres



morphologiques. Il est important de préciser quiteceseudo molécule peut étre construite a
partir du ligand dans le site a condition de bieref d’'une structure, ou bien a partir du
récepteur sans aucun ligand : il utilise dans se3cypes de fragments CH4, C=0 et N-H mais

il est nécessaire de connaitre I'emplacement éuasiif.

L’étape de docking s’effectue suivantxdeéthodes :
- la premiére est une méthode incrémentale ditmrhierhead Dans ce cas le programme
fractionne le ligand et cherche a trouver le meill@ppariement pour chaque fragment,
il essaye d’adapter les fragments a ceux de ladasewlécule. Les fragments ayant la plus haute
affinité sont utilisés pour reconstruire le ligardla différence de la recherche incrémentale de
Dock il n'y a pas de recherche systéematique dedeande torsion mais une étape de

minimisation entre chaque ajout de fragment.

- la deuxieme méthode dite "molécule entieeprend la méme étape de fractionnement que
précédemment. Le changement se fait au niveaurdgménts du ligand conservés. Dans la
méthode Hammerhead ne sont conservés pour I'é@gdeaking que les meilleurs fragments qui
s’alignent avec ceux de la pseudo-molécule. Ics tims fragments sont pris en compte pour la

recherche de configuration optimale du ligand.

Ainsi le résultat des configurations retes pour s’'apparier avec le ligand contient des
molécules proches de l'alignement initial du ligamgi ont été localement modifiées par le
processus de fragmentation. Les fragments de cd¥gguomtions sont évalués puis une étape de
sélection et de fusion des meilleurs fragments eemionfigurations permet d’obtenir un
« conformeére » global. Cette deuxieme méthode sgmnmbeaucoup plus rapide que la méthode

Hammerhead pour des résultats au moins équivalents.

Dans la version de Surflex que nous avaitisae (version 1.3), il s’agit de la méthode par
défaut.

Pour I'utilisateur, I'emploi du logicielggse par trois étapes :
- Choisir de quelle maniere définir le site actdijt a partir d’un ligand soit a partir du récepteu
- Construire la «pseudo-molécule » qui sera laeaild la recherche de similarité.

- Enfin lancer le processus de docking

Le résultat est donné sous la forme des &dlaurs « conforméres » au format mol2.



Chaque fichier possede trois scores : le premigespond a I'affinité ; le second correspond au
degré de pénétration impropre du ligand dans l&ep® appelé «crash score», plus ce score est
proche de 0 plus l'interaction est favorable drdésiéme ou «polar score» correspond au niveau
de contribution des interactions polaires. Pluseptions permettent d’adapter le calcul suivant
le nombre de torsions ou suivant |'espace confdonael a représenter avec la
«pseudo-molécule » [75].



Etude pratigue

. Matériels et méthodes

1. Préparation de la protéine

protein Data Bankou PDB est une collection mondiale de donnéeslaustructure
tridimensionnelle (structure 3D) de macromolécul@slogiques : protéines essentiellement,
et acides nucléiques. Ces structures sont essemtéit déterminées par cristallographie aux
rayons X ou par spectroscopie RMN. Dans notre énales avons utilisé le complexe 1T8I

disponible dans la PDB contenant I'ADN topoisomérasumaine et le ligand [76], le complexe



a été téléchargé au format pdb apres l'introduct®aon code. Les deux molécules du complexe
ont été séparées dans des fichiers différents.rbgramme Surflex exige le format.mol2, les
molécules sont donc protonées, et transformées tarfermat.mol2 par le programme
OpenBabel 2.3.0.

2. Préparation des flavonoides

Les structures des quatre molécules retemoerr le docking "quercétine, myricétine,
fisétine et apigénine” ont été construite avecrtgmmme de construction moléculaire Titan, ils
sont enregistrées sous format pdb et en ensuiteceonertis en format.mol2. Le programme
Titan dispose d'une banque d’atomes sous difféegats d’hybridation permettant de construire
tous les groupements chimiques éventuels. Ce tgpeodstruction ne peut se faire sans une
étape de minimisation importante de I'énergie pidda, durant laquelle le choix du champ de
force est primordial. Pour les flavonoides, l'opsiation a été réalisée par la méthode AM1 ou
Austin Modell, c'est une méthode de calcul de ahiquantique développée par M. Dewar en
1985 [77]. Le modéle AM1 est basé sur une appradmi-empirique,dont l'objectif est
d'optimiser la géométrie de la molécule et deemé@iner I'énergie et la distribution électronique.

3. Docking

Le docking a été réalisé en utilisant legpamme Surflex 1.3 [73]. Trois étapes sont

nécessaires :

Identification du site actif par construction d'upseudo-molécule appelée "protomol”. Cette
étape est réalisée grace a la commande suivante :

Surflex-dock proto ligand.mol2 protein.mol2 pl

Docking du ligand
L'étape de docking débute par une fragmientgiréalable du ligand. L'assemblage des
fragments obtenus permet de rechercher les maleconformations du ligand dans le site

actif de I'enzyme.

La réalisation de cette étape nécessitertam@nde suivante :
Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 pgwt.mol2



Traitement des résultats

Les résultats pour les dix meilleurs conferes sont fournis dans un méme fichier. Chaque
conformere posseéde trois scores : le premier quorek a l'affinité, le second au degré de
pénétration impropre du ligand dans la protéinerdin le troisieme correspond au niveau de

contribution des interactions polaires.

Le programme Surflex est dépourvu de la visuabsati'est pour cette raison nous avons
utilisé le programme ViewerLite 4.2 afin de vissali les différents interactions formés entre les

flavonoides étudiés et le site actif de 'ADN t@monérase |.

[l. Résultats et discussions

1. Test de fiabilité du programme Surflex

La prédiction du mode d’interaction coteia déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacitéh ggrogramme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quapra moyenne ou RMSD de la position du
ligand calculée par le logiciel par rapport au tigade référence existant au niveau de la PDB.

La prédiction est acceptable si sa valeur ne dépgass 2 angstréms [78, 79].

Le test de fiabilité du programme Surflear le RMSD, a été réalisé en utilisant 134
complexes protéines-ligands pris de maniére andtrde la PDB. Les complexes sont
téléechargés au format pdb aprés introduction dan®DB le code correspondant a chaque

complexe.

Apres séparation de la protéine et du ligand dassfighiers différents, ces derniers sont
convertis du format pdb au format mol2 grace agmmmme OpenBabel.

Une fois la reconstruction du complexe pradigand est réalisée par docking moléculaire,
Surflex calcule le RMSD en comparant la géométtie meilleur conformeére (final-0) au ligand

d'origine issu directement de la PDB.

Le RMSD est calculé en utilisant la commande su&an

Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol2

La liste des complexes protéine-ligand étudiés mrauvée dans l'annexe 3.



Dans la figure suivante, les résultats stonnés en pourcent (%), a deux intervalles de
RMSD.

BRMSDde 0a2"85.8%" ®WRMSD>2 "14.2%"

Figure 16. Résultats en % obtenus par Suéfléeux intervalles de RMSD (A).

La figure montre que 85,8 % des valeurs RMSD soférieures & 2 A et que seulement
14.2 % des résultats sont supérieurs a 2 A. Coréforent aux travaux de vieth M. at(1997) et
Chikhi A., Bensegueni A. (2008) [78,79], ces réatsltmontrent que le programme Surflex est un

outil de modélisation par docking moléculaire hengat performant.
Afin de nous assurer que le programme Sugtut étre utilisé sans trop de risque d'erreurs
dans notre travail sur la topoisomérase |, noussappliqué le test RMSD sur six complexes de

la topol humaine disponibles dans la PDB. Les tatubsont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2: Valeurs du RMSD descsimplexes protéine-ligand

Code PDB du Code PDB du ligand RMSD (A)

complexe

178l EHD 0.411




1K4T TTC 0.430
1RR8 TG 0.481
1SC7 M38 0.850
1TL8 Al3 1.045
1SEU SA3 1.679

Le tableau montre que dans tous les casydeurs de RMSD sont inférieures a 2 A. Ces
résultats sont fortement appuyés par l'analysesllésqui montre a chaque fois une
superposition maximale de la conformation optimdleligand calculée par Surflex avec la
géomeétrie du méme ligand donnée par diffraction degsayons-X
(Fig. 17, 18, 19, 20, 21 et 22). Dans toutes lgsrés les hydrogénes ne sont pas représentés pour

une meilleure clarté de l'image.



Figure 17. Superposition de la géométrie du ligghidD obtenu par rayon-X (coloré en marron)
et celle calculée par docking moléculaire avedi®ufcoloré en vert).



Figure 18 Comparaison de la géométrie de la TTC donnée ganfX (coloré en marron) avec
celle obtenue par docking moléculaire (coloré am)ve



Figure 19.Superposition de la conformation du ligand TTG d@npar rayon-X (coloré en
marron) et celle simulée par Surflex (coloré ert)ver



SFh33

Figure 20. Comparaison des géométries de I'inhibitd38 données par rayon-X (coloré en
marron) et par simulation avec Surflex (coloré ert)v



Figure 21. Superposition des géométries du ligaldddénnées par rayon-X (coloré en marron)
et par modélisation avec Surflex (coloré en vert).



Figure 22. Comparaison des géométries de l'indubitSA3 données par rayon-X (coloré en

marron) et par simulation avec Surflex (coloré ert)v

2. Etude des interactions entre les flavonoidesla topoisomérase |
L'étude fut menée sur quatre composés elatuappartenant a la classe des flavonoides dont

trois sont des flavonols : la myricétine, la qétiree, la fisétine et une flavone : l'apigénine.

2-1 Régle de Lipinski
La regle de 5 de Lipinski [80] est enateln directe avec les propriétés biologiques
d'absorption, de digestion, de métabolisme et ddwn (ADME) éventuelles des molécules

étudiées, repose sur cing propriétés physico-chiesg savoir :



- Un poids moléculaire (PM) maximum de 500g/mol
- Un maximum de 5 liaisons H-donneurs (DH) (OH dd)N
- Un maximum de 10 liaisons H-acceptéaid) (O ou N)
- nombre de liaisons retables (LF)L5
- Un coefficient de partition octanol / eau "loghtf une lipophilie< 5.

Le tableau suivant présente les résultata digle de Lipinski appliquée aux flavonoidesiés.

Tableau 3 : Résultats de la régle de Lipinski ssrguatre flavonoides

Descyipteur

PM DH AH LF LogP
Flavonoides

318.2 6 8 1 2.63
Myricétine

Fisétine

286.2 4 6 1 3.23
Quercétine

302.2 5 7 1 2.82
Apégénine

270.2 3 5 1 2.77

Le tableau montre que parmi les cing coowlt de la regle de Lipinski, une seul n'est pas
respectée pour la myricétine. Il s'agit du donrhydrogéne dont le nombre est égal a 6 alors
que le maximum est fixé a 5, cependant les quiwerioides sont capables de présenter une
activité biologique trés importante conformément edsultats de Lipinski., el (1997) [80] qui
montre que toute molécule validant au moins trasdiions de la regle de Lipinski est

considéréee comme candidat potentiel.



2-2. L'analyse visuelle des interactions

Pour effectuer le docking de ces molécuiesis avons utilisé le complexe 1T8I. L'analyse
visuelle de ce complexe montre que I'enzyme tapoérase | est liée a une séquence d'ADN de
22 bases, par une liaison phosphotyrosyl qu'oued entre le résidu Tyr 723 du site actif de
I'enzyme et la thymine T10 du brin d'ADN. Danscoenplexe, le ligand est la camptothécine
portant le code "EHD". Il s'agit d'un inhibiteur B&DN topoisomérase | humaine se trouvant en
position intercalée entre la thymine T10 et la goarG 11, empéchant ainsi la religation de
I'ADN par cette enzyme. (Voir figure 23)

Figure 23 : Positionnement du ligand EHD (colorévert) entre les bases T10 et G11de I'ADN

(Pour la clarté de I'image nous avons représemntérsent quelques résidus de la topo 1)

Afin de réaliser correctement notre dogkimous avons éliminé au préalable le ligand EHD
du site de l'enzyme. Les résultats du docking dmsofoides, dans le site actif de I'ADN
topoisomérase | sont représentés dans le tableawDahs le but d'établir une relation entre les
résultats du docking moléculaire et les donnée®mxentales, nous avons reporté dans un
méme tableau les valeurs théoriques des affinitbes dGo obtenusn vitro a partir d'études trés
récentes [21].



Tableau 4. Résultats théoriques de I'affinité alegpar docking des flavonoides dans le site

actif du topol et leurs relations avec les donreéggrimentales (16).

Affinité
Composés Structures ICs0 (UM) M™
11.1+£2.0 7.01
Myricétine
17.4+5.2 6.09
Fisétine
Quercétine
439+7.0 5.53
» 3' OH
4'
) 45 +10.8 4.16
Apigénine

Les résultats de l'affinité obtenue par surflecosetrouvés dans I'annexe 4.
Le tableau montre que le score d'affinité @8dlavonols myricétine, fisétine et quercétine
est meilleur que celui de la flavone apigénine,vd@isemblablement au nombre plus élevé

d'hydroxyles qu'on retrouve sur leur squelettbak®e en position 3, 3" et 5" notamment.



Il ressort également de ce tableau que ipeestrois flavonols, la myricétine présente le
meilleur score d'affinité (7.01 W), suivie de la fisétine (6.09 ®) puis de la quercétine (5.53 M
Y. Enfin, le tableau révéle que les scores d'aéfides quatre flavonoides sont en parfait accord
avec les résultats expérimentaux deg libtenus dans des tegtsvitro par Lopez-Lazaro M. et
al (2010) [21]. D'autres travaux ont montrés que tres flavonols présentent une activité
inhibitrice vis-a-vis de la topoisomérase | [8183],Certains chercheurs ont méme prouvé que la

flavone apigénine peut inhiber la topo | [84].

Nos résultats sont complétés par une analyse lasde$ interactions de chaque molécule avec

I'ADN topoisomérase |I.
a/ Myricétine

Il est utile de rappeler que parmi les qudtavonoides étudiés, la myricétine avec les
meilleurs résultats sur l'affinité d'interactionQ¥ MY et sur I'Gq (11.1 + 2.0 pM) se présente
comme l'inhibiteur le plus puissant de la topo |.

Ces résultats s'expriment visuellement pamige en place de nombreuses interactions de
type hydrophobe et hydrophile entre I'enzyme, I'ABIN'inhibiteur. Comme dans le cas de la
camptothécine, la myricétine occupe une positiberaalante entre les bases T10 et G11.

On observe la présence de cing ponts hydefgrmés par les hydroxyles des carbones 3, 5,
7, 3" et 5" de la molécule. Le premier pont hydregest observé entre I'hydroxyle porté par le
C3 et l'oxygéne cyclique du désoxyribose li¢ adaeb G11 (Myr-C3-OH...@11; d =2.04 A).

L'hydroxyle en C5 établit un deuxieme pont hydreg@avec I'oxygéne de la base T10
(Myr-C5-OH...04T10; d = 2.18 A). Un troisiéme pont hydrogéne est formé entre le groupement
C7-OH et I'azote Nde la base cytosine C112 (Myr-C7-OH.4z0112; d =2.47 A). On retrouve
un quatrieme pont hydrogene entre I'hydroxyle eet3'oxygéne du résidu Thr718 (Myr-C3’-
OH...O-Thr718; d = 1.92 A). Le cinquiéme pont est formé entre le groupement C5-OH et
l'oxygéne du sucre lié a la base G12 (Myr-C5-OBGC12; d = 1.81 A). Enfin la myricétine
est stabilisée par des interactions hydrophobidaesées par la base adénine (A113) et les
résidus : Tyr 723, Gly 717 et Leu 721. (Figure 24)
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Figure 24 : Mode de liaison de la myricétine@leesite actif de I'ADN topoisomérase |

b/ Fisétine

Ce composé forme quatre ponts hydrogene ldoptemier se trouve entre I'hydroxyle en
position C3 et l'oxygéne O4 de la base T10 (FiS3EB..04-T10; d =2.20 A), le deuxiéme
entre le groupement C7-OH et I'oxygéne du sucra le&ébase A113 (Fis-C7-OH...®13;d=
2.10 A), le troisiéme entre I'hydroxyle en positid3’et l'oxygéne O2 de la base T10 (Fis-C3'-
OH...02T10; d = 2.24 A) et enfin le quatriéme entre I'hydroxyle porté par C4" et I'oxygéne du
résidu ASN722 (Fis-C4 --H...@SN722; d =1.84 A). La molécule est stabilisée également par
les bases G11, C112 et les résidus : Leu 72172Byrt Gly717 par des interactions
hydrophobiques. (Figure25)
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Figure 25 : Mode de liaison de la fisétine avesite actif de 'ADN topoisomérase |

c/ Quercétine
L'analyse visuelle du complexe nous réwales liaisons hydrogénes, dont l'une entre le

groupement C3-OH de la quercétine et lI'oxygeneutueslié a la base G11 (Que-C3-OH...O-
G11; d=2.13 A), une autre liaison entre le groupement C3’-OH et l'oxygéne du sucre lié au G12
(Que-C3'-OH...0612; d = 2.03 A), et enfin une troisiéme liaison entre I'nydroxyle en position
C4" et ORIlié au G12 (O-H...O 12;d =1.99). La molécule est stabilisée par les bases A113,
C112, T10 et les résidus: Gly717, Tyr723 et [Z@d par des interactions hydrophobiques.

(figure26)
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Figure 26 : Mode de liaison de la quercétine deesite actif de 'ADN topoisomérasel

d/Apigénine

La visualisation des interactions entre fépine et L'ADN topoisomérases | montre trois
ponts hydrogéne, dont le premier est formé etigelloxyle en position C5 de la molécule et
l'oxygéne O6 de la base G11 (Api-C5-OH...06-G11, 2118 A), le deuxiéme pont hydrogéne
est établit entre le groupement C7-OH et I'oxyg@dede la base T10 (Api-C7-OH...04-T10, d
= 1.98 A), et le troisieme pont est formé entrgieupement C4’-OH et QMé au G12 (Api-
C7--H...0-G12, d = 1.89 A). Enfin la molécule estbiliaée par les noyaux des bases C112,
A113 et les résidus: Tyr723, Gly717 et Leu 721qe® interactions hydrophobiques. (Figure 27)



T PPR72S

3
\ <, (- S
- 'L 89 /
- Y, £ 4 p .}
5) I VN
[ ¥ L‘*:ffmz
\ *_ TGF‘H
\ " i
| DAT14 | !

.\. "l
e i *j{:IGHE ) Di:m

N ..J f:-.

,? A\

Figure 27 : Mode de liaison de I'apigénine avesitke actif de 'ADN topoisomérase |

Les résultats du docking montrent que lets tilavonols : myricétine, fisétine et quercetine
avec des affinités de 7.0116.09 M* et 5.53 M présentent une meilleure activité inhibitrice
que la flavone apigénine dont laffinité est égale 4.16 M'. Sachant que la structure de
I'apigénine differe des flavonols par I'absenceggoupement OH en position C3, montrant ainsi
le réle majeur que joue cet hydroxyle dans I'at#iunhibitrice des flavonoides, qui est en

accord avec les travaux expérimentaux de Constadli etal (1995) [81].

En plus de I'hydroxyle en C3, le groupem®tt en C3' présent chez les trois flavonols
cités plus haut forme des liaisons hydrogénes ée®aésidus du site actif. Ceci démontre
'importance de ce groupement qui intervient pone meilleure activité inhibitrice vis-a-vis de
la topol. Le réle de ce groupement est égalemeseroB par la faible affinité que présente
I'apigénine en comparaison avec les trois flavenétudiés, cette molécule ne contient pas

d'hydroxyle en C3', ces résultats sont en parfaib@ avec les résultats expérimentaux de



Michael R. etal (2004) [85].

En comparant la structure des trois flavonols, entponstater que seule la myricétine
posséde sur son noyau latérale un OH en C5’. Geedgoue un réle majeur dans l'activité
inhibitrice de cette molécule qui jusque la, prdsela meilleur affinité avec la topol,

conformément aux résultats de Lopez-Lazaro Nl €2010) [21].

3. Substitution de la myricétine :
Dans le but de développer de nouveaux itéhibs plus efficaces de la Topo |, nous avons
utilisé comme structure de départ, le meilleur biteur parmi les flavonoides étudiés : la

myricétine. (Voir fig28)

Figure 28 : Sture de la myricétine

Afin d'améliorer l'affinité de la myricétinplusieurs groupements fonctionnels présentant la
capacité d'engager des liaisons hydrogéne aveiteladif de I'enzyme ont été introduits sur
différentes positions de la molécule. Il s'agit desctions : alcool (-OH); thiol (-SH); acide
(-COOH) et amine (-Nb) [86]. (Voir tableau 5)



Tableau 5: Réss de la substitution

es

grQupements

COOH SH NH, CH,-OH

Position
De

substitution Affinité (¥

491 4.11 6.81 6.02
C3

1 2 3 4

8.11 6.01 6.88 5.35
C5

5 6 7 8

6.54 5.93 5.40 6.88
C6

9 10 11 12

7.80 5.79 7.55 7.62
C7

13 14 15 16

6.12 5.69 6.44 6.69
C8

17 18 19 20

4.63 4.94 5.35 5.38
cz

21 22 23 24

8.11 7.84 8.22 8.79
C3

25 26 27 28

8.36 6.36 8.12 6.98
c4

29 30 31 32




6.82 7.55 7.22 7.56
C5

33 34 35 36

5.47 4.11 5.64 4.08
C6’

37 38 39 40

Le tableau montre que parmi les différentes tdulisns réalisées, seuls 13 composés ont
présenté des affinités supérieures a celle de ldcéiine qui est de 7.01 M Il s'agit des
composeés portant les numéros : 5,13,15,16,25,2828,31,34,35 et 36. Par ailleurs les
résultats indiquent que les substitutions en C&’, C5°, C5 et C7 ont nettement amélioré
I'affinité de la myricétine montrant le réle esseinde ces carbones dans l'inhibition de la topo I,

contrairement aux positions C2", C6", C6 et C8 io@l naisse de l'affinité est observée.

Enfin, il faut souligner limportance de I'hydrogylen C3 car Iutilisation d'autres
groupements fonctionnels dans cette position n& pa améliorer I'affinité de la molécule

étudiée.
4. Application de la regle de Lipinski sur les 13@mposés

Le tableau ci-dessous présente les résuléata regle de 5 de Lipinski sur les 13 composés

présentant une affinité supérieure a c'elle deylaaétine.



Tableau 6: résultats de la regl&igenski sur les 13 composés

Desteipr
Composés Afinité
(M)

PM DH AH LF LogP
5 8.11 346.2 6 9 2 2.21
13 7.80 346.2 6 9 2 2.21
15 7.55 317.2 6 8 1 2.22
16 7.62 32.2 6 8 2 2.22
25 8.11 346.2 6 9 2 242
26 7.84 334.2 5 7 1 3.2
27 8.22 317.2 6 8 1 2.22
28 8.79 332.2 6 8 2 2.22
29 8.36 346.2 6 9 2 2.42
31 8.12 317.2 6 8 1 2.22
34 7.55 334.2 5 7 1 3.2
35 7.22 317.2 6 8 1 2.22
36 7.56 332.6 6 8 2 2.22

Les résultats du tableau montrent quelBsomposés s'inscrivent parfaitement dans la
marge des criteres imposés par la regle de LipirB&rmi ces composés, il ressort que le

composé 28 présente la meilleure affinité (8.79.M

Une étude plus poussée sur le composé 28 a éiééman faisant appel a d'autres
propriétés physico-chimiques complémentaires dédke de Lipinski [75]. Il s'agit de :

- nombre d’halogénes (F, Cl, Br,4)7
- chaines alkyles -(CH2)6-CH3
- nombre de cycles 6

- au moins un atome d’azote ou d’oxygene dans lécute.



L'étude a donné les résultats suivants (tableau 7)

Tableau 7 : Autre propriétés physico-chimeis| du composé 28

Descripteur Nombres Longueur de Nombre
d'halogénes la Nombre d'azote
chaine alkyle | de cycle ou d'oxygene
Composé 28 0 Dépourvue de 3 8 atomes
Chaine d'oxygenes
alkyle

Ce complément d'information sur d'autregppétés moléculaires du composé 28 nous
confirme qu'il s'agit d'une molécule biologiquemtas active dont I'effet inhibiteur sur la topo |

doit étre vérifié expérimentalement par des teststro etin vivo.

5. Etude des interactions du composé 28 :

L'étude du composé 28 a été complétée par uneligtian des interactions établit entre
ce compose et 'ADN topoisomérase |, cette moléesteobtenu par substitution de I'hydroxyle
en C3" par le groupement @BH. Cette substitution a entrainé la formation @gont hydrogéene
entre I'hydroxyle de ce groupement et le résida722 de la topo | avec une distance de 1.89
A, (-C3’-CH-OH...0-Asn722). On voit également apparaitre un pbwtdrogéne entre le
groupement C3-OH du composé 28 et l'azoteldla base G11 (C3-OH../MG11; d =2.12 A).

Le groupement C7-OH établit une liaison hydrogérecd'oxygene du sucre lié a I'adénine 113
(C7-OH...0A113; d =2.06 A). Enfin le groupement C5-OH forme une liaisordiogéne avec
l'oxygéne de la base T10 (C5-OH..T20; d = 1.96 A). La molécule est stabilisée par d'autres
interactions de type hydrophobique faisant inteirvéas résidus Leu 721, Tyr723, C112 et
Gly717. (figure29)
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Figure 29 : Mode de liaison du composé 28 aveitdeastif de 'ADN topoisomérase |



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Ce mémoire de thése avait pour but le dgpamentin silico de nouvelles structures
hypothétiques agissant comme inhibiteurs trés pnissde la toposiomérase | dans le domaine
de la chimiothérapie cancéreuse. Pour cela nous sommes appuyés sur des récents travaux
expérimentaux montrant que les quatre flavonoiiascétine, fisétine, quercétine et apigénine
sont des inhibiteurs de la topoisomérase |. Darte ceptique, a partir de modifications
structurales variées, nous avons cherché a déwwlame nouvelle molécule anticancéreuse en
conservant la structure de base des flavonoidés.dAdtteindre cet objectif nous sommes passés

par plusieurs étapes.

Dans un premier temps nous avons testé ldit@adu programme Surflex utilisé dans ce
travail. Pour cela nous avons fait appel au tesSRMroot-mean-square derivation), permettant
de comparer la déviation entre la structure simup@e Surflex et celle obtenue par
cristallographie. Sur les 134 complexes pris abvgment de la PDB, 85.8 % ont présenté un
RMSD inférieur & 2 A, témoignant ainsi de la hapterformance du programme Surflex.
L'application de ce test a six complexes de I'ADdpdisomérase | humairtésponibles dans la
PDB a donné a chaque fois un RMSD inférieur a Palalyse visuelle de ces résultats montre
une superposition maximale de la conformation oplendu ligand calculée par Surflex et la
géométrie du méme ligand pris initialement de IeBPDe test nous a permis de conclure que
Surflex est un programme de docking moléculaires tii@able qu'on peut utiliser en toute
confiance pour modéliser les interactions des quéronoides cités plus haut avec le site actif

de la topoisomérase |.

Dans un deuxiéme temps, la modélisation pakidg moléculaire nous a permis d'évaluer
l'affinité des flavonoides étudiés et de retenmiaicétine avec une valeur de 7.01*Kbmme le

meilleur inhibiteur de la topo I.

Ce résultat est en parfait accord avec ssmtrx de Lopez-Lazaro M., &l. (2010),dont les
testsin vitro sur l'effet inhibiteur de la myricétine donnent pius faible valeur de I'l§
(11.1 £ 2.0 pM).

Dans un troisieme temps, nous avons pu ddudies mécanismes d'interaction entre les
flavonoides et la topo | par visualisation desétéhts types de liaisons faibles mis en jeu. Les

résultats montrent que les OH en C3, C5, C7,dE35  du meilleur inhibiteur, qui est la



myricétine forment des liaisons hydrogene avec NABLt le site actif de la topo | jouant ainsi un

réle essentiel dans l'inhibition de cette derniere.

Dans un quatrieme temps nous avons dévela@se nouveaux inhibiteurs du topo |
présentant une affinité plus élevé que la myrigtour cela nous nous sommes servis de la
myricétine comme structure de départ sur laquedkgsravons réalisé différentes substitutions.
Parmi les 40 composés obtenus seulement 13 ont présenté une affinité nettement
supérieure & celle de la myricétine. La meilledfimigé (8.79 M%), est donnée par le composé 28
qui provient de la substitution du groupement hygll® en position C3" de la myricétine par le

groupement alcoolique GBH.

La derniére partie de ce travail nous a pemoius renseigner sur les éventuelles propriétés
biologiques d'absorption, de digestion, de métabwdi et d'excrétion des 13 composés par
simple application de la regle de 5 de LipinskesLrésultats montrent que ces composés se

présentent comme des inhibiteurs puissants dgtasimmérase | humaine.

Sur la base de ces résultats préliminairess mmvisageons d’approfondir I'étude de l'effet
des flavonoides sur l'inhibition de la topoisomérasen faisant appel a d'autres programmes
d'étude de docking et de simulationsilico des propriétés ADME notamment. Notre étude ici
n’étant qu'initiale, une étude expérimentale compétairein vitro et/ouin vivodevra permettre

de vérifier les résultats théoriques obteimusilico.
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Annexe 1

Structures de quelques poistnBAND topoisomérase |

Poisons Structures

Camptothécine

Topotecan

I[rinotecan

Protoberbérines R3




dérivés du 6-
Arylamino-7-chloro-
guinazoline-5,8-
diones




Annefe

Fichier PDB 1T8I

HEADER |ISOMERASE/DNA 1
iT8l

2-MAY-04

TITLE HUMAN DNA TOPOISOMERAS E | (70 KDA) IN COMPLEX WITH THE
TITLE 2 POISON CAMPTOTHECIN AND COVALENT COMPLEX WITH A 22

BASE

TITLE 3 PAIR DNA DUPLEX

DBREF 1T8I A 174 765 UNP P11387 TOP1_HUMA
765

DBREF 1T8/B 1 10 PDB 1T8I 1T8I

10

DBREF 1T8IC 11 22 PDB 1T8l 1T8I

22

DBREF 1T8ID 101 122 PDB 1T8l 1T8lI

122

SEQADV 1T8I PTR A 723 UNP P11387 TYR 723 MO
SEQRES 1B 10 DA DA DA DA DA DG DA DC
SEQRES 1C 12 TGP DG DA DA DA DA DA DT

DT

SEQRES 1D 22 DA DA DA DA DA DT DT DT

DC DA

SEQRES 2D 22 DA DG DT DC DT DT DT DT
SEQRES 1A 592 LYSLYSPROLYS ASN LYS ASP LYS
VAL PRO

SEQRES 2 A 592 GLU PRO ASP ASNLYSLYSLYSLYS
GLU GLU

SEQRES 3 A 592 GLUGLNLYSTRP LYS TRP TRP GLU
TYR PRO

SEQRES 4 A 592 GLU GLY ILELYS TRP LYS PHE LEU
GLY PRO

SEQRES 5 A 592 VAL PHE ALA PRO PRO TYR GLU PRO
ASN VAL

SEQRES 6 A 592 LYSPHE TYR TYR ASP GLY LYS VAL
SER PRO

SEQRES 7 A 592 LYS ALA GLU GLU VAL ALA THR PHE
MET LEU

SEQRES 8A 592 ASP HIS GLU TYR THR THR LYS GLU
LYS ASN

SEQRES 9 A 592 PHE PHE LYS ASP TRP ARG LYS GLU
GLU GLU

SEQRES 10 A 592 LYS ASN ILE ILE THR ASN LEU SER
PHE THR

SEQRES 11 A 592 GLN MET SER GLN TYR PHE LYS ALA
ALA ARG

SEQRES 12 A 592 LYS GLN MET SER LYS GLU GLU LYS
LYS GLU

SEQRES 13 A 592 GLU ASN GLU LYS LEU LEU LYS GLU
CYSILE

N 174
1
11
101
DIFIED RESIDUE
DT DT
DT DT DT
DT DT DC

DT
ASP LYS LYS

PRO LYS LYS

GLU GLU ARG

GLU HISLYS

LEU PRO GLU

MET LYS LEU

PHE ALALYS

ILE PHE ARG

MET THR ASN

LYS CYS ASP

GLN THR GLU

LEULYS ILE

TYR GLY PHE



SEQRES 14 A
LYS ILE
SEQRES 15 A
HIS PRO
SEQRES 16 A
GLU ASP
SEQRES 17 A
PRO SER
SEQRES 18 A
HIS ASP
SEQRES 19 A
ASN ILE
SEQRES 20 A
SER SER
SEQRES 21 A
GLU THR
SEQRES 22 A
ARG ASN
SEQRES 23 A
LYS VAL
SEQRES 24 A
LYS LEU
SEQRES 25 A
GLU THR
SEQRES 26 A
GLU HIS
SEQRES 27 A
TYR VAL
SEQRES 28 A
ARG TYR
SEQRES
LYS ASN
SEQRES
ASP ASP
SEQRES
LYS HIS
SEQRES
VAL PHE
SEQRES
GLN LEU
SEQRES
ALALYS
SEQRES
ALA ILE
SEQRES
PHE GLU
SEQRES
ALALYS
SEQRES
LYS SER
SEQRES
LYS THR
SEQRES 40 A
GLN ARG

29 A

30A

31A

32A

33A

34 A

35A

36 A

37A

38 A

39A

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

592

MET ASP ASN HIS LYS GLU ARG ILE

GLU PRO PRO GLY LEU PHE ARG GLY

LYS MET GLY MET LEU LYS ARG ARG

ILE ILE ILE ASN CYS SER LYS ASP

PRO PRO PRO GLY HIS LYS TRP LYS

ASN LYS VAL THR TRP LEU VAL SER

GLN GLY SER ILELYS TYR ILE MET

ARG ILE LYS GLY GLU LYS ASP TRP

ALA ARG ARG LEU LYS LYS CYS VAL

GLN TYR ARG GLU ASP TRP LYS SER

ARG GLN ARG ALA VAL ALALEU TYR

ALA LEU ARG ALA GLY ASN GLU LYS

ALA ASP THR VAL GLY CYS CYS SER

ILE ASN LEU HIS PRO GLU LEU ASP

VAL GLU PHE ASP PHE LEU GLY LYS

TYR ASN LYS VAL PRO VAL GLU LYS

LEU GLN LEU PHE MET GLU ASN LYS

LEU PHE ASP ARG LEU ASN THR GLY

LEU GLN ASP LEU MET GLU GLY LEU

ARG THR TYR ASN ALA SER ILE THR

LYS GLU LEU THR ALA PRO ASP GLU

ILE LEU SER TYR ASN ARG ALA ASN

LEU CYS ASN HIS GLN ARG ALA PRO

LYS SER MET MET ASN LEU GLN THR

LYS GLU GLN LEU ALA ASP ALA ARG

ALA LYS ALA ASP ALALYS VAL MET

LYS LYS VAL VAL GLU SER LYS LYS

ALA ASN PHE

ARG GLY ASN

ILE MET PRO

ALALYS VAL

GLU VAL ARG

TRP THR GLU

LEU ASN PRO

GLNLYSTYR

ASP LYS ILE

LYS GLU MET

PHE ILE ASP

GLU GLU GLY

LEU ARG VAL

GLY GLN GLU

ASP SER ILE

ARG VAL PHE

GLN PRO GLU

ILE LEU ASN

THR ALALYS

LEU GLN GLN

ASN ILE PRO

ARG ALA VAL

PRO LYS THR

LYS ILE ASP

ARG ASP LEU

LYS ASP ALA

LYS ALA VAL



SEQRES 41 A 592 LEU GLU GLU GLN LEU MET LYS LEU
ALA THR

SEQRES 42 A 592 ASP ARG GLU GLU ASN LYS GLN ILE
THR SER

SEQRES 43 A 592 LYS LEU ASN PTR LEU ASP PRO ARG
ALA TRP

SEQRES 44 A 592 CYSLYSLYS TRP GLY VAL PRO ILE
TYR ASN

SEQRES 45 A 592 LYS THR GLN ARG GLU LYS PHE ALA
ASP MET

SEQRES 46 A 592 ALA ASP GLU AS P TYR GLU PHE
MODRES 1T8I TGP C 11 DG

MODRES 1T8I PTR A 723 TYR O- PHOSPHOTYROSINE
HET TGP C 11 19

HET PTR A723 16

HET EHD D990 26

HETNAM TGP 5'-THIO-2'-DEOXY-GUANOSINE PHOSPHONI
HETNAM PTR O- PHOSPHOTYROSINE

HETNAM EHD 4-ETHYL-4-HYDROXY-1,12-DIHYDRO-4H-2-
DIAZA-

HETNAM 2 EHD DIBENZOI[B,H]JFLUORENE-3,13-DIONE
HETSYN PTR PHOSPHONOTYROSINE

HETSYN EHD CAMPTOTHECIN

FORMUL 2 TGP C10H14N506P S

FORML 4 PTR C9H12NO6P

FORMUL 5 EHD C20 H16 N2 O4

GLU VAL GLN
ALA LEU GLY
ILE THR VAL
GLU LYS ILE

TRP ALA ILE

C ACID

OXA-6,12A-



Annexe

Liste des 134 complexes et leur RMSIsés pour tester le programme  Surflex

NUMERO CODE RMSD
1 1C1C 0.376
2 1CoU 0.446
3 1FKO 0.051
4 1IKV 0.268
5 1TKT 0.323
6 2B5J 0.298
7 2RKI 0.308
8 2VG5 0.368
9 2VG6 0.450
10 3DLG 0.342
11 3FFI 0.252
12 3ISN 0.053
13 3M8P 0.493
14 1KCI 0.299
15 2WIH 0.409
16 2FHR 0.409
17 3FMM 0.483
18 3KWF 0.475
19 3D4L 0.372
20 1BQM 0.532
21 1BQON 0.868
22 1DTT 0.662
23 1EET 0.557
24 1EP4 0.648
25 1HNI 0.858
26 1IHNV 0.565
27 1S1W 0.593
28 1S6P 0.517
29 1TV6 0.828
30 2BAN 0.756
31 2BE2 0.713
32 2RF2 0.633
33 2VG7 0.596
34 2WON 0.772
35 2ZE2 0.584
36 3DM2 0.868
37 3DOK 0.919
38 3DOL 0.923
39 3I0R 0.658
40 3LAK 0.526
41 3NBP 0.562
42 3EBI 0.782
43 3EBH 0.807
44 3HVC 0.708
45 2Z0Q 0.851
46 3GC8 0.859
47 2HPT 0.936
48 2EK9 0.729
49 2DQM 0.767
50 2B3L 0.882
51 1MUO 0.955
52 1RL4 0.999




53 3FMR 0.736
54 3E3U 0.882
55 3GCU 0.580
56 3F8S 0.798
57 3E43 0.882
58 2RIP 0.722
59 1YW9 0.938

60 1COT 1.379
61 1DTQ 1.432
62 1TKX 1.688

63 1TKZ 1.048

64 1VRT 1.458

65 2WOM 1.168

66 3C6T 1.113
67 310S 1.024
68 1AJ6 1.046
69 1ZXM 1.296

70 3FMQ 1.264
71 1GCQ 1.286
72 3GC7 1.016
73 2GU6 1.451
74 3D44 1.426
75 2B3H 1.119
76 IXRY 1.452

77 2EWS 1.402
78 1G2A 1.385
79 1BSJ 1.449
80 3B7U 1.435
81 3B7R 1.269
82 3CHR 1.550
83 2P98 1.492
84 1C1B 1.535
85 1TLL 1.937
86 1VRU 1.656
87 3BGR 1.904
88 3C6U 1.839
89 3DI6 1.739
90 3DLE 1.794
91 3DRP 1.628
92 3E01 1.469
93 3HVT 1.709

94 3IRX 1.989

95 3ITH 1.219

96 3LAL 1.539

97 1EG6 1.610
98 3B3V 1.952
99 2PRQ 1.763
100 3FDG 1.774
101 1X2B 1.582
102 1TKF 1.646
103 1LOK 1.623
104 1KQO 1.966
105 1FT7 1.536
106 2A17 1.660
107 3GCS 1.822
108 2093 1.856
109 3KED 1.636
110 2EVC 1.623
111 1YW8 1.889
112 1R5H 1.565
113 1R5G 1.790




114 1BOA 1.935
115 1FK9 2.123
116 2ZD1 2.153
117 2DL8 2.376
118 2EK8 2.088
119 1XRL 2.502
120 1TKH 2.332
121 1CP6 2.091
122 2W3U 2.095
123 1817 2.173
124 2SV5 2.815
125 2GVS 3.091
126 2GG5 3.161
127 1YJ3 3.617
128 1XBU 3.501
129 2GG7 2.966
130 1IMT3 2.634
131 1KQ9 2.538
132 1C27 3.220
133 3D27 3.154
134 1BSZ 2.171




Annexe 4

Résultats de l'affinité des quatre flavonoide® ebimposé 28 obtenu par le
programme Surflex
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Annexe 5

Résultats de I'application des propriétés physkintigues sur le composé 28

Your request parameters:

data format : smiles
Data size : 1 compounds.
Toxic atoms :
Molecular weight : min 200.0 max 600.0
Hydrogen donors : min 0.0 max 6.0
Hydrogen acceptors : min 0.0 max 12.0
Flexible bonds : min 0.0 max 15.0
Rigid bonds : min 0.0 max 50.0
Ring number : min 0.0 max 7.0
Ring size : min 0.0 max 12.0
Atom number : min #carbons: 5.0 min #non ¢ arbons 2.0
Ratio carbon/herero : min 0.1 max 1.0
Charge number : min 0.0 max 3.0
Total charge : min -2.0 max 2.0
logP : min -2.0 max 6.0
Polar Surface Area : min 0.0 max 150.0
Results URL : http://bioserv.rpbs.jussieu. fritmp/ADMETox/469124895
Will proceed ...

List of compounds passing the filter:

C1(C(=C(c2cc(c(c(c2)C0O)0)0)0c3clce(ce(c3)0)0)0)=0
C:\Users\TENIOU\Desktop\34\34.pdb

Detailled output for each compound:

MW : Moleculare weigth

Drs : Donors

Ars : Acceptors

FB : flexible bonds

RB : Rigid Bonds

#R : Ring Number

RL : Ring Length

C : carbons

nC : non carbons

C/nC : ratio non carbons/carbons
#Chrg : number of charges
Chrg: Total Charge

LogP : logP (octanol / water)
PSA: Polar surface area

C1(C(=C(c2cc(c(c(c2)CO)0)0)0Oc3clc(ce(c3 )0)0)0)=0
C:\Users\TENIOU\Desktop\34\34.pdb : MW : 332.2 Drs :6Ars:8FB:2RB: 18
#R:3RL:6C:16nC:8 C/nC:0.500000 #Chrg :0Chrg:0LogP:

2.220000 PSA : 147.680000
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Théeme :conceptiorin silico de nouveaux inhibiteurs de la topoisomérase telaules
canceéreuses

Résumé

L'ADN Topoisomérase | humaine (topo |) estclale de plusieurs drogues utilisées en
chimiothérapie cancéreuse. Ces drogues formenta®plexes ternaires "topo-ADN-drogue”
entrainant la mort des cellules cancéreuses. RBigsigavonoides ont montré une activité
anticancéreuse en inhibant la topo I.

En faisant appel aux méthodes de modélisatioléculaire plus particulierement le docking
par le programme Surflex, nous avons évalué Iaétiahibitrice de quatre flavonoides : décrits
récemment par la littérature comme inhibiteurs pidéé¢s de la topo I. Il s'agit de : la myricétine,
la fisétine, la quercétine et I'apigénine. La Mgtioe présentant I'gle plus bas (11.1 + 2.0
UM) a donné par simulation avec Surflex la mei#eaffinité d'interaction (7.01 M). Afin de
développerdes nouvelles molécules plus puissantes que laicétiyre, nous avons réalisé sur
cette derniére plusieurs substitutions. Le changéme I'hydroxyle en C3" de la myricétine par
un groupement alcoolique GEBH améliore nettement [l'affinité qui passe de
7.01 M'a8.79 M.

L'application de la regle de 5 de Lipinski sovenseigne de maniére positive sur les
proprietés ADME de cette nouvelle molécule qui seesente comme un inhibiteur

potentiellement plus actif que la myricétine.

Mots clés: L'ADN Topoisomérase I; Flavonoides; Mition moléculaire; Docking

moléculaire; Surflex; Affinité; Myricétine.



Title: designin silico of new inhibitors of the DNA topoisomerse | ohcar cells
Summary

Human DNA Topoisomérase | (topo |) is thegédrof several drugs commonly used in
cancer chemotherapy. These drugs induce topo-DNAptexes that eventually trigger cell
death. Several flavonoides have been shown asitotsbof topo I, having an anticancer
activity.

Using the methods of molecular modeling intipalarl the docking by the Surflex program,
we theoretically evaluated the affinity of four anoids: myricetin, fisetin, quercetin and
apigenin, presented in recent studies as inhibibdrsopo I. Myricetin with the lowest I§
(11.1 + 2.0 pM) gave the best affinity (7.01™M For the developmerin silico of novel
molecules most powerful myricetin, we have madees#\substitutions. Replacing the hydroxyl
group carried by the carbone C3" of the myricetynabn alcoholic group C¥DH significantly
improves the affinity increases from 7.01'Nb 8.79 M.

The application of the rule of Lipinski infosnin a positive way about the ADME properties

of this new molecule that is as an inhibitor pagdht more active than myricetin.

Key words: DNA topoisomérase |; Flavonoids; Moleacumodeling; Molecular Docking;
Surflex; Affinity; Myricetin.
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