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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante dans les médicaments
anticancéreux. La problématique est par conséquent la suivante : tout anticancéreux

est-il antioxydant ?

Pour répondre a cette problématique, une simulation du pouvoir antioxydant est faite
sur deux médicaments anticancéreux de la famille des antimétabolites (Méthotrexate
et Hydroxyurée) en utilisant le docking moléculaire. Les résultats obtenus sont

similaires a ceux de I’antioxydant de référence, le resveratrol.

Mots clé : stress oxydatif, antioxydants, médicaments anticancéreux, docking

moléculaire.
Abstract

The objective of this study is to evaluate antioxidant activity in anticancer drugs.
The problem is therefore: is any anticancer agent an antioxidant?

To answer to this problem, a simulation of the antioxidant activity is made for two
anticancer drugs belonging to the antimetabolite class (Methotrexate and
Hydroxyurea) using molecular docking. The results show a close activity to which of

the resveratrol considered as a reference antioxidant.

Key words: oxidative stress, antioxidants, anticancer drugs, molecular docking.
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Introduction générale

Introduction générale

Les maladies et les médicaments efficaces présentent un sujet de préoccupation

pour toute I’humanité.

Le cancer est pour les chercheurs, un challenge a confronter car il est devenu
généralisé en termes d’age, de sexe, d’origine... Parmi les facteurs qui le cause, le
stress oxydatif résultant de la production excessive des radicaux libres dans le corps
humain, 1l y a des molécules contre ces radicaux toxiques, appelé « les antioxydants
», qui sont des substances trés importantes et efficaces pour empécher ou ralentir

I’oxydation en neutralisant des radicaux libres dans 1’organisme.

La plupart des recherches sur I'évaluation de l'activité antioxydante comptent
sur les plantes.

Ce modeste travail a pour but d’évaluer le pouvoir antioxydant de quelques
médicaments anticancéreux, pour pouvoir estimer la relation entre ces deux activités

biologiques.

Pour répondre a ce probleme, nous avons fait une simulation du pouvoir
antioxydant de deux anticancéreux de la famille des anti-métabolites en utilisant un le

Docking moléculaire.

Ce mémoire étudie en premiére partie les antioxydants, leur effet sur la santé et
les divers tests qui détectent leur activité. Ainsi que les médicaments anticancéreux et

leurs principales classes.

La deuxiéme partie concerne le docking et les interprétations des résultats

obtenus.
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Chapitre I. Antioxydants

Chapitre I : Antioxydants

|.1.Introduction

Notre systéme immunitaire a besoin des radicaux libres pour la lutte contre les
bactéries qui tentent de nous infecter. Il faut alors satisfaire un équilibre entre la
quantité des radicaux libres et la quantité d’antioxydants pour qu’ils se neutralisent.
Lorsque cet equilibre est perturbé, un dysfonctionnement physiologique peut
commencer a dégénérer. Lorsque les radicaux libres (pro-oxydants) dépassent les

antioxydants, cela peut conduire a un état appelé stress oxydatif.

|.2.Stress oxydatif

Le stress oxydatif est créé a cause d’un déséquilibre quotidien et constant dans le
corps entre les radicaux libres et les antioxydants [1]. Le stress oxydatif n’est pas une

maladie mais un mécanisme physiopathologique [2].

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

Figure 1.1.Stress oxydatif [1].

Un radical libre (RL) est un atome ou groupement qui se caractérise par la
presence d’un électron célibataire, c’est-a-dire non apparié (Figure 1.2.), ce qui le

rend instable et donc agressif vis-a-vis les molécules voisines [3].
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Electrons appariés

G = stahiliteé

OO
OO

0.0,
Atome stable

_» O
Electron célibataire

= instabilité

OO
Perte d’un électron Radical libre

Figure 1.2. Formation des radicaux libres [3].

Les radicaux libres sont des molécules synthétisées naturellement par

I’organisme et jouent un role dans la défense immunitaire. Chaque fois que ’on

respire, I’utilisation de I’oxygéne par 1’organisme entraine la formation des radicaux

libres. Néanmoins, certains facteurs extérieurs, peuvent les libérer en trés grand

nombre, les antioxydants sont chargés de freiner cette production [4].

1.3.Excés de radicaux libres et stress oxydatif

L’effet des radicaux libres peut étre amplifié par différents facteurs de deux

origines:

» Facteur internes: (inflammation, infection, déficit immunitaire, stress,

vieillissement, ....... Etc.)

» Facteur externes : (pollution, tabac, rayons UV, traumatismes, hygiéne de vie
déséquilibrée,.............. etc.) [5] (Figure 1.3).
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Pollution e ¢ @

Tabac e ¢ @ € ¢ ¢+ Inflammation

. & ¢ ¢ Infection
Traumatismes ¢ ¢ @

@ ¢ ¢ Déficit immunitaire

Hygiéne, de Vice o @
eséquilibrée
& ¢ ¢ Stress

Rayons UVe ¢ @ @ ¢ ¢+ Vieillissement

& Facteurs externes
@ Facteurs internes

Figure 1.3. Radicaux libres et stress oxydatif [6].

Le stress oxydatif, d0 aux radicaux libres, entraine des changements tissulaires

essentiellement par 1’oxydation des protéines, de I’ADN et des lipides.
I.4.Stress oxydatif et le cancer

Le stress oxydatif affecte directement ’ADN de nos cellules. Il est connu que
I’ADN est trés sensible a I’attaque des radicaux libres ce qui peut entrainer sa rupture,
et donc le vieillissement des cellules. Sur le long terme, ces ruptures peuvent

provoquer le développement d’un cancer.

A P’intérieur du noyau de chaque cellule, il y a des corps microscopiques appelés
« chromosomes » structurés par paires. Ils sont responsables de la fonction et de la
reproduction de chaque cellule de Il’organisme. L’étre humain posséde 46
chromosomes constitués de deux grosses molécules ou brins d’acide

désoxyribonucléique (ADN) qui constituent le code génétique.

L’ADN est formé de quatre acides nucléiques : 1’adénine, la cytosine, la guanine et la
thymine. La structure de ces acides dans I’ADN représente le code génétique qui

détermine chaque caractéristique dans un individu, qu’il aura a la fin de sa croissance
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et méme sa vulnérabilité a certaines maladies. Les radicaux libres attaquent les

composants de I'ADN et conduisent a son dysfonctionnement.

Lorsqu’une cellule se divise pour se reproduire, une copie exacte des
chromosomes qui la composent est créée pour la nouvelle cellule. Si ’ADN du
chromosome est endommagé, les instructions qui contrélent la fonction de la cellule
et sa reproduction le seront également. Si la cellule se reproduit au lieu de mourir, une
nouvelle cellule mutée peut voir le jour. Dans de nombreux cancers, les instructions
qui arrétent la croissance de la cellule sont parfois altérées, si bien que les cellules se
reproduisent indéfiniment. Le taux anormal des radicaux libres et leurs interactions
avec I'ADN peuvent endommager les cellules de cette maniére et induire des

différentes maladies de cancer [7].

En outre, ces radicaux libres, en endommageant les cellules de I’organisme,
peuvent étre un précurseur dans 1’apparition de plusieurs maladies cardiaques,
maladie de parkinson, celle d’Alzheimer et d’autres...La solution se réside dans
I’utilisation des antioxydants. Des études suggérent qu’un régime alimentaire riche en
antioxydants des fruits et légumes soit associé a un risque inferieur des maladies

citées ci-dessus [8].

eXCes

J

Production du RL en J

Lipides ADN Protéines

—

Figure 1.4. Stress oxydatif et le cancer
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|.5.Définition des antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance (molécule) présente a
faible concentration par rapport au substrat oxydable pour empécher ou ralentir

I’oxydation en neutralisant des radicaux libres dans 1’organisme.

Quelques antioxydants sont synthétisés par le corps humain, et d’autres doivent

étre apportés par notre alimentation [9].
1.6. Antioxydants : haute efficacité contre les radicaux libres

Les antioxydants neutralisent les radicaux libres en leur donnant un électron et les

transforment en molécules stables non nocives pour le corps [3].

Q Hectron
ajouté
3
Y - -’7' B )
Q DO Don d'électron
OO W OC
Antioxydant Radical libre Atome stable

Figure 1.5.Action des antioxydants sur les radicaux libres [3].

1.7.Systeme de défense des antioxydants

Les antioxydants sont de deux types: sous forme enzymatique ou non

enzymatique. Leur role est triple:

» ils empéchent la formation de radicaux libres,

» ils les éliminent quand ils sont en exces,

» etils réparent les cellules endommagées [9].
1.7.1.Antioxydants enzymatique

IIs sont synthétisés par notre organisme il peut s’agir de facteur spécifique
comme ’acide alpha — lipoique , I’acide urique , la coenzyme Q10 , mais ce sont aussi

des enzymes (catalase, glutathion, réductases, superoxyde dismutase ) qui ont besoin
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d’étre mises en présence de minéraux issus des aliments pour étre activees: fer pour
la catalase, zinc et cuivre pour la superoxyde dismutase, sélénium pour le glutathion-
peroxydases, ce qui favorise directement les antioxydants apportés par 1’alimentation

[4]
1.7.2.Les antioxydants non enzymatiques
lIs sont présents dans notre assiette, ce sont:

v Certaines vitamines : C, E, mais aussi B (Riboflavine),

v Des oligo-éléments : zinc, cuivre, sélénium, fer, nécessaire pour activer des
enzymes protecteurs,

v Des composés de fruit et Iégumes : caroténoides, polyphénoles,

v Des composés des épices et aromates : terpénes [4].

Antioxydants
Enzymatique Non enzymatique
Fabriqué par Notre
L’organisme assiette

1

Prévention de

Figure 1.6. Systeme de défense des antioxydants
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1.8.Antioxydant et prévention du cancer

S’il est actuellement admis que la modification des comportements alimentaires
participe & ’augmentation de I’incidence du cancer avec des taux importants et que la
consommation de fruits et de Iégumes frais réduirait le risque de cancer de 30% a
40%, les composants anti- carcinogénes de I’alimentation restent a déterminer. Parmi
les molécules les plus intéressantes, les antioxydants tels que: p-caroténe
(provitamine A), vitamine C, tocophérol (vitamine E), sélénium ...contenus en
quantité dans les fruits et Iégumes et qui font I’objet de multiples travaux de recherche

fondamentaux et épidémiologique.

En effet, les radicaux libre produits par la respiration cellulaire et augmentés lors
du «stress oxydatif », sont a I’origine de phénoménes d’oxydation responsables de
dommages cellulaires (Iésions de I’ADN, des protéines et d’enzymes) pouvant

conduire a une transformation cancéreuse de la cellule [10].

En dépit de quelques résultats apparemment contradictoires, des recherches
considérables suggerent que les antioxydants puissent aider a empécher les dommages
cellulaires provoqués par les radicaux libres qui sont associés au cancer, et que les
antioxydants peuvent donc ralentir, et probablement méme arréter le développement
du cancer. Les tests cliniques continuent a étudier les effets potentiels des
antioxydants sur le cancer chez I’homme. Les antioxydants diététiques liés a la
prévention du cancer incluent la catéchine et d’autre polyphénoles trouvés dans le
thé ; ils peuvent aider a empécher les cancers du colon et de la peau. Le resveratrol,
trouvé dans les raisins rouges, peut contribuer a empécher les cancers de poumon, de
sein, de colorectal, et de prostate. En outre, la forme immunise — amplification
d’alpha — tocophérol de la vitamine E trouvee dans les huiles végétales, I’huile de
germe de blé, et les graines peuvent diminuer le risque de cancer de poumon de plus

de 50 %, selon des chercheurs au centre de cancer a I’université du Texas [5].
|.9.Evaluation de I’activité antioxydante

Depuis ces derniéres décennies, I’activité antioxydante a pu attirer ’attention des
chercheurs dans D’objectif d’étudier son importance pour la santé humaine et
I’incorporation des molécules dotées de cette propriété dans les formulations

pharmaceutiques et alimentaires. Pour ce fait, les tests d’activité antioxydante ont été
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largement développés pour évaluer I’efficacit¢é de nouveaux composés. De
nombreuses méthodologies sont disponibles, permettant d’évaluer les différents
aspects physico-chimiques du potentiel antioxydant dans différentes conditions [11].
1.9.1.Test au DPPH

La réduction du radical libre DPPH’ (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution
de I'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs
de radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se

réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune.
1.9.2.Test TEAC

La méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) permet d’évaluer
le pouvoir d’un composé a piéger le radical cation ABTSe+ (obtenu a partir de sels
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La
particularité de cette méthode est I’aspect compétitif puisque la mesure sera comparée
a la capacité d’un antioxydant de référence le Trolox, ou ce dernier est un analogue

chimique de la vitamine E.

1.9.3. Test ORAC

Le test ORAC (ou Oxygen Radical Absorbance Capacity) est une méthode de
mesure de la capacité antioxydante des échantillons biologiques in vitro. Cette
méthode mesure la dégradation oxydative d’une molécule fluorescente aprés ajout
d’un générateur de radicaux libres, le 2,2'-azobis (2-amidinopropane) (AAPH). La
dégradation thermique de cette molécule en présence d’oxygene va provoquer la
génération de radicaux libres de facon réguliére qui vont pouvoir attaquer la

membrane des globules rouges.

1.9.4. Test FRAP

Le test FRAP (ou Ferric Reducing Ability of Plasma) est une méthode basée sur
le changement de coloration lors de la réduction du fer aprés un transfert d’électrons,
c’est un passage de 1’ion ferrique (Fe®") a I’ion ferreux (Fe?*). Cette réduction se fait
grace a la présence d’un antioxydant capable de céder des électrons. Le transfert
d’atome d’hydrogéne ne sera pas, donc, le mécanisme privilégié. L’absorbance est

mesurée a 593 nm.
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Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. Toutefois il n’est pas capable
d’évaluer ’activité antioxydante des thiols (SH), incluant donc les polypeptides et les

protéines a groupement cystéine.

1.9.5. Test TRAP

Ce test TRAP (ou Telomeric Repeat Amplification Protocol) est spécifique de
I’action des antioxydants sur les radicaux peroxyles ROOe. Ces radicaux vont étre
produits par des générateurs de radicaux libres. Pour ce test, le BAP [2,2-azo-bis (2-
amidinopropane) chlorhydrate] ou le AAPH [2,2'-azobis(2- amidinopropane)] seront
utilisés.

Cette méthode permet de quantifier les antioxydants non enzymatiques ainsi
que de mesurer la capacité antioxydante du plasma et du sérum. En revanche, cette
méthode se base sur le fait que chaque antioxydant posséde un temps de latence avant
son action. Ainsi la corrélation avec d’autres méthodes d’évaluation est

particulierement compliquée [12].

1.9.6.Cyclovoltammeétrie

La cyclovoltammétrie ou voltammeétrie cyclique est une méthode d’analyse
physique capable de caractériser des composés oxydables et réductibles en solution.
Elle consiste a mesurer un courant en fonction d’un potentiel appliqué. Le courant est
directement li¢ aux changements d’état d’oxydoréduction du systeme étudié. Plus un
systeme s’oxyde facilement, plus il est réducteur et donc son potentiel antioxydant est
intéressant.

Le matériel nécessaire est constitué de 3 électrodes : une électrode de
référence, une électrode de travail et une contre-électrode. Un électrolyte sera ajouté a
la solution afin d’obtenir une conductivité suffisante.

Augmenté de fagon linéaire jusqu’a un maximum Emax. Il Sera ensuite diminué
progressivement jusqu’a un minimum Emin. Enfin, le potentiel sera ramené
progressivement au potentiel initial Eo. De cette maniére, plusieurs cycles seront
mesurés. A partir de I’évolution de I’intensité en fonction du potentiel, les potentiels
Redox d’un systeme peuvent étre obtenus, mais également d’autres informations plus
fondamentales telles les niveaux énergétiques des orbitales moléculaires de frontiéres,

indicateurs importants du transfert électroniques.
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1.9.7. Test a I’hémolyse des globules rouges

Ce test consiste a prélever sur de "EDTA (ou Ethyléne Diamine Tétra-Acétique)
du sang qui sera ensuite centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes afin
d’extraire un culot de globules rouges. Ce culot sera lavé puis mis en contact avec le
génerateur de radicaux libre AAPH a 37°C.
Quand les antioxydants endogénes seront consommeés, les radicaux libres agiront alors
sur les parois des érythrocytes entrainant alors leur éclatement. L ’hémoglobine sera
alors reléguée dans le milieu. Ce phénoméne d’hémolyse sera suivi par
spectrophotométrie a 545nm. Si dans le milieu sont présents des composes a activité
antioxydante, 1’hémolyse sera logiquement retardée. Cette méthode nécessite un

étalonnage en utilisant la vitamine C comme référence.

1.9.8.La résonnance paramagnétique électronique (RPE)

Cette méthode est une technique tres utilisée pour visualiser directement les
radicaux libres que ce soit in vitro ou in vivo. Elle suit le méme principe que la
résonnance magnétique nucléaire, a savoir 1’absorption et la réémission d’énergie
provenant d’un rayonnement ¢lectromagnétique extérieur.

Les radicaux libres se caractérisent par la présence d’un électron libre, qui par
son mouvement de spin, va produire un champ magnétique. Si le radical se trouve
dans un champ magnétique extérieur puissant et dirigé, il en résultera une absorption
d’énergie qui pourra étre visualisée sous la forme d’un spectre. Plus la quantité de
radicaux libres présents dans le milieu sera importante, plus 1’absorbance sera grande.
Cette méthode est idéale pour évaluer les emballements de processus oxydatif. Par
exemple, I’inhibition de la peroxydation lipidique par des antioxydants est aisément
quantifiable. Un antioxydant enrayera rapidement la phase de propagation empéchant
la formation de nouveaux radicaux. Un autre exemple est la quantification de
production d’oxygene singlet dans le milieu. Pour la quantification du radical anion
superoxyde, la méthode est fréquemment calibrée en utilisant [’efficacité de

superoxyde dismutase (SOD) [11].
1.10.Conclusion

Un antioxydant est une substance capable de prévenir, réduire ou réparer des

effets négatifs causés par les radicaux libres.
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Il peut diminuer ou empécher I’oxydation cellulaire. Il existe différents types
d’antioxydants. Parmi eux en trouve les vitamines A, C, E qui luttent contre la

production exagérée de radicaux libres et s’opposent aux phénomenes toxiques.

Une bonne santé résulte d’un bon équilibre entre la production inéluctable de

radicaux libres et I’action des antioxydants.

Si un déséquilibre intervient, il aura des conséquences plus au moins graves sur
la santé. Il faut, donc, veiller a enrichir nos plats par des aliments riches en

antioxydants.
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Chapitre 11. Médicaments anticancéreux

I1.1.Introduction

Les cancers sont des proliférations anarchiques de cellules anormales, immortelles en
I’absence de traitement, ayant la possibilité de se déplacer par voie sanguine ou lymphatique
et de former de nouvelles colonies ou métastases sur d’autres sites de ’organisme. De
nombreux facteurs génétiques, chimiques et/ ou viraux peuvent étre a 1’origine d’une

cancérogenese.

L’objectif de traitement par des anticancéreux (antinéoplasiques ou cytostatiques) est
d’entraver la prolifération cellulaire. Les anticancéreux sont divisés selon les diverses cibles a
différents niveaux du cycle cellulaire (ADN et les métabolites entrant dans leur constitution,
tubuline, oncogenes, enzymes intervenant au cours de la division cellulaire) [13].
11.2.Définition

Un meédicament anticancéreux est destiné a lutter contre le cancer quel que soit le
mécanisme. Il peut détruire les cellules malignes dont la croissance spontanée ne connait pas
de limites, ou arréter cette croissance, ou encore aider l'organisme & les éliminer plus
efficacement [14].

11.3. Traitement médicamenteux anticancéreux

La plupart des médicaments anticancéreux actuellement disponibles ont pour but de tuer
les cellules tumorales et de provoquer une réduction totales ou partielle de la tumeur, par des
voie distinctes, ils atteignent les capacités prolifératives des cellules cancéreuses mais
également celle des cellules normales de 1’organisme, ou leur toxicité hématologique et
digestive, c’est sur la base de ces capacités antiprolifératives que la plupart ont été découverts
ou sélectionnés [15].

Les grands types de traitement médicamenteux anticancéreux sont les médicaments
cytotoxiques, les thérapies ciblées, I’hormonothérapie et les immunomodulateurs.

Le traitement de la maladie cancéreuse met souvent en ccuvre plusieurs types de

médicaments, de maniéres successives ou concomitantes.
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I1.4.Principe d’action des anticancéreux

La figure I1.1 illustre les principales classes des médicaments anticancéreux.

Médicaments anticancéreux

l l l l

Médicaments Thérapeutiques Hormonothérapie Immunomodulateurs
cytotoxiques ciblées

Figure 11.1. Médicaments anticancéreux.

11.4.1.Médicament cytotoxiques
Les cytotoxique ont pour but d’altérer le fonctionnement de la cellule cancéreuse soit en
empéchant la cellule de se diviser, soit en provoquant des altérations métaboliques ou
morphologiques conduisant a la mort cellulaire.
IIs sont classés en :
11.4.1.1.Alkylants
Médicaments induisant des modifications de I'ADN (liaisons covalentes intrabrin ou
interbrins d'’ADN):
» moutardes a l'azote;
» organoplatines;
» autres (nitroso-urées, triazenes...) [13].
11.4.1.2.Intercalants
IIs ont une action sur la structure de I’ADN; ils inhibent les topoisomérases intervenant
dans les mécanismes de torsion de la double hélice. On distingue :
» les inhibiteurs de la topo-isomérase I.
> les inhibiteurs de la topo-isomérase Il (anthracyclines, notamment).
11.4.1.3.Antimétabolites
IIs ont une action sur les bases ADN; ils inhibent la synthése de I’ADN et des protéines.
Les 3 classes principales d'antimétabolites sont :
» les antagonistes pyrimidiques.

> les antagonistes foliques.
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> les antagonistes puriques.
11.4.1.4.Poisons du fuseau mitotique
Ces poisons arrétent le processus mitotique (alcaloides de la pervenche) et inhibent la
dépolymérisation des microtubules (taxanes) [17].

Tableau I1.1. Quelgues médicaments cytotoxique [18].

Les alkylants

Dénomination commune internationale Nom de spécialité

Moutardes a I’azote

busulphan Busilvex®

Dérivés du platine

cisplatine Cisplatine® Cisplatyl®
Nitrosourées
carmustine Bicnu® Gliadel®
Autres
mitomycine C Amétycine®

Les intercalants

Inhibiteurs de la topoisomérase |

irinotécan Campto®

Inhibiteurs de la topoisomérase Il (Anthracyclines, épipodophyllotoxines)

doxorubicine Adriblastine®

Les antimétabolites

Antipyrimidiniques

Fluororuracile (5-FU) Fluorouracile®

Antipuriques

Clofarabine Evoltra®

Anti-foliques

Méthotrexate Méthotrexate® Ledertrexate®

Les poisons du fuseau mitotique

Les alcaloides de la Pervenche

vinblastine Velhé®

Les alcaloides de I’If (taxanes)

paclitaxel Taxol®
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La figue 11.2 récapitule les types des médicaments cytotoxiques et leurs principes

d’action.

Medicaments cytotoxiques

l l l l

Alkylants Poisons du Anti métabolites Intercalants
fuseau mitotique

Ciblée sur la
tubuline
Inhibition de la
syntheése d’ADN
Interaction double
hélice

Forment de liaison
covalente ADN

Figure 11.2. Agents cytostatiques.
11.4.2. Thérapies ciblées

Les thérapies ciblées désignent des thérapies dirigées contre des cibles moléculaires
présentes sur la cellule cancéreuse et supposées jouer un réle dans sa transformation ou sa

prolifération néoplasique.

Les cibles moléculaires concernées peuvent étre des anomalies moléculaires
responsables de la transformation néoplasiques ou des anomalies moléculaires contribuant a la

progression tumorale.

Ces thérapies ciblées n’ont pas d’impact sur les cellules saines ne présentant pas les

anomalies moléculaires.
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Une cellule devient cancéreuse suite a 1’accumulation d’altération génétique (d’origine
héréditaire ou environnementale). Ces altérations concernent des génes codant des protéines

de régulation de la croissance cellulaire. Ces génes sont :

— soit des oncogenes, ce qui aboutit & une protéine hyperactive ou surexprimé.

— soit des genes suppresseurs, ce qui aboutit a une protéine inactive ou absente.

Au niveau cellulaire, les protéines de régulation se fixent a des récepteurs membranaires aux
niveaux de la membrane cytoplasmique : récepteur de tyrosines kinases. Cette liaison entraine
I’activation de secondes messagers puis la transduction du signal au niveau de cytoplasme et

la repense au niveau du noyau.

Les inhibiteurs des récepteur de tyrosines kinases, en bloquant 1’activité de ces
récepteurs spécifiques aux cellules tumorales, bloquent la transduction du signale et donc la

croissance tumorale [19].
11.4.3.Hormonothérapie

Elle a pour but de supprimer ou de réduire le taux et 1’action des hormones susceptible
de favoriser la croissance tumorales. Les cancers qui présentent une sensibilité aux traitements
hormonaux sont les cancers de sein, de la prostate, de la thyroide, de 1’endometre, et

¢galement, mais a un moindre degré, du testicule, de I’ovaire et des reins.
Ce sont :

— les agonistes de la LH-RH ou les antiandrogenes dans le cancer de la prostate.

— les antioestrogenes dans le cancer du sein [19].
11.4.4.Immunomodulateurs

L’utilisation de ces médicaments repose sur le postulat selon lequel 1’organisme est
capable de détecter la transformation de cellules normales en cellules cancéreuses et de les
¢liminer. L’utilisation d’immunomodulateurs a pour objectif de stimuler le systéme
immunitaire afin d’accroitre 1’élimination des cellules cancéreuses.

Les immunomodulateurs constituent toute une famille de drogues qui vont
(interleukine, interféron) aux inhibiteurs des tyrosines kinases, en passant par les anticorps

monoclonaux et I’hormonothérapie [19].
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Tableau 11.2. Modulateurs de la réponse biologique (immunomodulateurs et

Médicaments agissant sur une transmission hormonale) [18].

Immunomodulateurs

et hormonothérapie

Dénomination commune internationale

Nom de spécialité

Modulateurs de la

réponse de I’hote

BCG thérapie

Immucyst®

Antagonistes hormonaux et

inhibiteurs de I’aromatase

Dirigés « contre » les oestrogenes

Antagonistes du récepteur des oestrogéenes

fulvestrant

Faslodex®

Inhibiteurs de I’aromatase

exemestane

Aromastine®

Dirigés « contre » la testostérone

Antagoniste de la Gn-RH

dégarélix

Firmagon®

Antagonistes de la testostérone

cyprotérone

Androcur®

Agonistes hormonaux

Agonistes de la LH-RH

leuproréline

Enantone®

Oestrogenes

diéthylstilbestrol

Distilbéne®

Progestatifs

médroxyprogestérone

Dépo-Prodasone® Farlutal®

Analogues de la somatostatine

lanréotide

Somatuline®
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11.5.Chimiothérapie anticancéreuse

Il s’agit de traitement appliqué dans la circulation générale par perfusion généralement,
baignant ainsi tout les organes, pour neutraliser d’éventuelle cellule cancéreuse ou quelle soit.
La chimiothérapie est donc destinée aux cellules qui n’ont été traitées ni par la chirurgie ni par

la radiothérapie [20].

Elle a pour but d’inhiber la croissance tumorale a I’aide des médicaments interférant dans la

synthése protéique ou bloquant la division cellulaire [21].

11.5.1.Comment fonctionne la chimiothérapie ?

Il existe de nombreux médicaments de chimiothérapie. lls sont le plus souvent associés
entre eux. lls détruisent directement les cellules cancéreuses ou les empéchent de se
multiplier. Le choix des médicaments est adapté en fonction de chaque situation : chaque

cancer est particulier et nécessite un traitement approprié [22].
11.6.Récepteurs des anticancereux

Les récepteurs des anticancereux se divisent en :

Inhibiteurs de topo-isomérases : Les topo-isomérases sont des enzymes entrainant
un désenroulement de I’ADN

e Latopo-isomérase I coupe un seul des 2 brins d’ADN.

e La topo-isomérase II coupe les 2 brins de la molécule d’ADN. Les inhibiteurs

Topo | ou Il entrainent un blocage de ce désenroulement
- Inhibiteurs de tyrosine kinase
- Anti-aromatases : Ils permettent d’inhiber la synthése des estrogénes d’origine
extra-ovarienne.

- Anti-estrogénes : Les molécules anticancéreuses se fixent sur le récepteur des
estrogenes et I’inhibent, elles empéchent les hormones naturelles d’agir.

- Anti-endrogenes non stéroidiens : On les appelle les X-lutamides.

IIs inhibent la capture des endrogenes surrénaliens par la prostate, et inhibent leurs effets

au niveau des récepteurs nucléaires [23].
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I11.7.Conclusion

Le développement des anticancéreux est 1’'une des préoccupations des chercheurs
puisqu’il s’agit de la lutte contre une maladie mortelle. L’objectif du traitement par ces
médicaments est de s'opposer a la prolifération des cellules cancéreuses: par la destruction des
cellules malignes dont la croissance spontanée ne connait pas de limites, ou stopper cette

croissance.
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Chapitre 111. Docking

I11.1.Introduction

Le docking moléeculaire principalement utilisé dans le développement de
médicaments fournit une gamme d'outils précieux pour leurs conceptions et analyse.
La visualisation simple de molécules et l'accés facile aux bases de données
structurelles sont devenus des composants essentiels sur le bureau du chimiste
médical. L'application la plus importante de docking moléculaire est le criblage
virtuel. Divers programmes d'amarrage ont été développés pour visualiser la structure
tridimensionnelle de la molécule et le score docking peut également étre analysé a

I'aide de différentes méthodes de calcul [24].

111.2.Docking
111.2.1.Définition

Le docking est une méthode qui prédit I'orientation d'une molécule par rapport
a une autre pour avoir le complexe (médicament-récepteur) le plus stable.
Il est fréquemment utilisé sur I'étude de la cible moléculaire des Médicaments
et réduire les essais expérimentaux.
La désignation des complexes est basée sur deux approches
> la complémentarité des surfaces,
> le calcul de I'énergie du complexe [25].
111.2.2.0bjectif de la réalisation d’une étude de docking
Le docking moléculaire a pour but de maitriser les interactions faites entre un
ligand et un récepteur afin de former un complexe a partir de deux ou plusieurs
molécules, en balayant les orientations dans 1’espace et les conformations favorables
pour cette fixation ligand - récepteur [26].
111.2.3. Eléments constitutifs d’une étude de docking moléculaire
Le docking est devenu actuellement un outil indispensable en biologie,
pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules
(ligand) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique (protéine).
111.2.3.1.Ligand
Un ligand est un atome, un ion ou une molécule portant des fonctions chimiques

lui permettant de se lier a un ou plusieurs atomes ou ions centraux. Le terme de ligand
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est le plus souvent utilisé en chimie de coordination et en chimie organométallique
(branches de la chimie inorganique).

En biologie, un ligand (du latin ligandum, liant) est une molécule qui se lie de
maniére réversible a une macromolécule ciblée, protéine ou acide nucléique, jouant en
géneral un role fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation d'une
activité enzymatique, transmission d'un signal. Ce terme, tres utilisé pour I'étude de
protéines, désigne les molécules qui interagissent avec la protéine de maniere non-
covalente et spécifique et qui jouent un réle dans ses fonctions [27].
111.2.3.2.Récepteur

Les structures 3D des protéines et ADN/ARN sont rassemblées dans la banque
de donnée PDB. Ces données structurales sont obtenues par cristallographie aux
rayons X et par spectroscopie RMN.

En plus des structures, on y retrouve aussi des informations sur la structure primaire,
les hétéroatomes, la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome dans une conformation donnée [28].
111.2.4. La théorie de la serrure et la clé (The Lock and Key Theory)

Emil Fischer avait propose un modele appelé "modeéle du Serrure et clé" des
1890 (Figure I11.1), qui explique le fonctionnement des systémes biologiques. Un
substrat s’intégre dans le site actif d’une macromolécule, tout comme une clé
s’integre dans une serrure. Les serrures biologiques ont des caractéristiques

stéréochimiques uniques nécessaires a leur fonction [24].

Key (substrate) Lock (enzyme)

! Substrate
JO/Active site
l H Enzyme

. cEO @

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex

Figure I11.1. Serrure et clé [29].
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111.2.5.Principes théoriques
Le docking (ou arrimage) consiste a :
v" chercher la position optimale pour le ligand dans le site de liaison d’un
récepteur,
v/ optimiser les interactions avec un récepteur,
v évaluer les interactions ligand-récepteur,
v prédire la structure tridimensionnelle intermoléculaire du complexe formé
par deux molécules (ligand-récepteur),
v’ calculer I’énergie de liaison (ligand-récepteur).
v’ aider a décider quel ligand candidat interagira le mieux avec un récepteur
protéine cible.

Le docking se divise en deux étapes distinctes. La premiére section consiste en
algorithmes de recherche, ces algorithmes sont capables de générer un grand nombre
de structures possibles et de déterminer le mode de liaison. La deuxieme section et
consacrée au scoring, qui sont des méthodes mathématiques, utilisées pour estimer la
puissance d’interaction et 1’affinité de liaison entre deux molécules aprés avoir été
passées par 1’étape de docking. Le meilleur résultat pour le docking et le complexe

protéine-ligand avec la plus faible énergie [30].

ligand

‘ -
u docking scoring
recepteur

complexe

... ete

Figure 111.2.Principe général d’un programme de docking [31].

La figure 111.3 montre encore une explication des notions de docking/scoring.

Page 23



Chapitre I11. Docking

Protein

Ligand

Pose
generation

Pose

Scoring evaluation

Figure 111.3. Docking et scoring sous forme de processus en deux étapes [32].
111.2.6.Composantes de docking
D’aprés les informations acquises, on peut résumer le docking sous la forme

montré ci-pares :
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Avant Docking

Représentation du site de liaison du

récepteur et du ligand

Docking

Echantillonnage de I’espace des

configurations du complexe ligand récepteur

Scoring

Evaluation des interactions

ligand - récepteur

Figure 111.4. Composantes de Docking.

Le processus de docking commence par la préparation de la base des données des

protéines et des ligands vers 1’obtention des résultats et leurs interprétations (Figure

[11.5). Ces interprétations necessitent de larges connaissances dans les domaines de

chimie, biologie, pharmacie...
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Figure I111.5. Processus de docking [33].

111.2.7.1dentification des interactions possibles au sein du site de liaison
L’assemblage des structures secondaires et la disposition partiale arrangée des
chaines latérale déterminent la conformation native de la protéine et donc le site
actif /le site de liaison. Ce site est stabilisé par des interactions moléculaires (faibles),
électrostatiques, Van der Waals, liaisons hydrogenes [34].
111.2.7.1.Interactions électrostatique
La force d’une interaction électrostatique est donnée par la loi de Coulomb:
F=k (gl g2)/D?
F: force exercée entre les deux charges.
ql et g2: deux charges.
D: distance entre les deux charges
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k: constante électrique, 9+ 10° Nm? /C
Une interaction électrostatique est plus forte dans le vide (ou D=1) et plus faible dans
I’eau (ou D=80).

Un substrat chargé négativement peut former un lien électrostatique avec la
chaine latérale des résidus Lys, Arg et His, ainsi qu’avec ’amine terminale d’une
chaine polypeptidique si, di a leurs constantes d’acidité, ces groupements sont
chargeés positivement au pH du milieu.

Un substrat chargé positivement peut interagir avec les résidus Asp et Glu,
ainsi qu’avec un carboxylate terminal.
111.2.7.2.Interactions Van der Waals

L’interaction de Van der Waals est due a une force attractive non-spécifique
entre deux atomes qui sont séparés par 3 a 4 A.

L’énergie de liaison pour une paire d’atomes est de 1’ordre de 1 kcal/mol

(interaction faible).

=
15 a
@ Repulsion
i ‘
c Distance
= 9 =
)
>
g Attraction
o
i V
\.Van der Waals
contact distance

Figure 111.6. Energie de I'interaction de VVan der Waals en fonction de la distance
entre deux atomes [35].

Une interaction efficace de type Van der Waals entre un substrat et une enzyme
peut seulement avoir lieu si leurs formes sont complémentaires du point de vue
stérique.
111.2.7.3.Ponts hydrogénes

Les ponts hydrogene dans des systemes biologiques sont entre des hydrogenes

lies a des oxygenes ou azotes et des atomes d’oxygéne ou d’azote.
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- distances des ponts hydrogéne: 2.63 & 3.10 A, Energies de liaison: 3 a 7
kcal/mol

- Les acides aminés peuvent formés une variété de ponts hydrogene; 11 des 20
acides aminés peuvent former des ponts hydrogene a travers leurs chaines
latérales (donneurs ou accepteurs d’hydrogene).

- Une caractéristique importante d’un pont hydrogene est son sens directionnel.

- La spécificité des interactions enzyme substrat résulte des ponts hydrogeéne
qui sont hautement directionnels et de la forme du site actif qui exclut les

molécules n’ayant pas une forme complémentaire [35].

111.3.Médicaments étudiés
111.3.1.Méthotrexate

Le méthotrexate (MTX) (acide 4-amino-10-méthylfolique), médicament
anticancéreux introduit en 1948 aux Etats-Unis. C'est un produit tres puissant utilisé a
I'origine pour traiter les formes de psoriasis graves et disséminées qui ne répondent
pas aux autres formes de traitement. Tres efficace contre le cancer de l'adulte et de
I'enfant, le produit agit en interférant avec I'utilisation normale de l'acide folique au
cours de la reproduction cellulaire, ralentissant ainsi la croissance anormalement
rapide des tissus, caractéristique du cancer et du psoriasis [36].

111.3.1.1.1dentification
» Formule: C2oH22NgOs

COOH

0
NH N
2 N Q/U\H/\L
N7 X w COOH

)% | N/ CH;

H,N” N

Figure I11.7. Structure de méthotrexate [37].

» Masse Molaire: 454.44 g/mol

» Apparence : solide
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» Tefusion : 195 °C [37].
111.3.1.2.Cas d'usage

Le méthotrexate est utilisé dans la prise en charge de :
= cancers bronchopulmonaires a petites cellules,
= cancers de ’ovaire,
= cancers de la vessie,
= cancers du sein,
= cancers otorhinolaryngologiques,
= choriocarcinomes placentaires,
= leucémies aigués lymphoblastiques,
= lymphomes malins non hodgkiniens,
= maladies de Crohn,
= polyarthrites chroniques juvéniles,
= polyarthrites rhumatoides,
= psoriasis étendus et séveres,
= rhumatismes psoriasiques,
= sarcomes des os [38].
111.3.2.Hydroxyurée
L'hydroxyurée appartient au groupe de médicaments congus pour lutter contre
le cancer qui sont connus sous le nom d'antinéoplasiques et plus particuliérement au
groupe d'antinéoplasiques appelés antimétabolites. L'hydroxyurée aide a lutter contre
le cancer en empéchant la croissance des cellules cancéreuses, ce qui méne a leur
destruction. Elle s'utilise habituellement dans le traitement de certains types de
cancers siégeant sur la peau qui recouvre la téte et le cou (a I'exclusion des lévres) et
appelés carcinomes des cellules squameuses. Dans le traitement de ces types de
cancers, l'utilisation de I'nydroxyurée est généralement accompagnee de radiothérapie,
car ces deux traitements simultanés contribuent a détruire plus efficacement les
cellules cancéreuses.
Elle s'utilise aussi pour traiter les cancers de la peau appelés mélanomes et
certains types de cancers du sang denommeé leucémie myélocitaire chronique [39].
» Formule: CH4N20,
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M _oH

HN~ N
H

Figure 111.8. Structure de I’hydroxyurée [40].

» Masse Molaire: 76,0547 g/mol,
» Apparence : solide,
» Tefusion : 141 °C [40].

I11.4.Enzymes utilisées

111.4.1. Tyrosine kinase
Les kinases sont les enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe
phosphate de I’ATP a un substrat. Lorsque le substrat est un ou plusieurs résidus
tyrosine d’une protéine, les enzymes sont appelées protéine tyrosine kinases ou plus

simplement tyrosine kinases.

substrat + ATP W Cubstrat phosphoryle + ADP
residu Twrosine inase residu
tyrosine tyrosine
T phosphoryle
Inhikiteur
des tyrosine
kinases

Figure 111.9.Fonction de tyrosine kinase [41].
L’activité tyrosine kinase est localisée soit au niveau de la partie intracellulaire
du récepteur qui s’auto phosphoryle lors de I’activation par le ligand (récepteurs a
tyrosine kinase intrinséque) soit a D’intérieur du cytoplasme (récepteurs a tyrosine
kinase associée).

Les protéines kinase sont nombreuses et présentent des différences structurales
si bien qu’il est possible d’inhiber spécifiquement celles qui sont liées a tel ou tel
facteur de croissance, par exemple.

Les tyrosines kinases jouent un réle essentiel dans la transduction
intracellulaire des signaux, ou cascade de signalisation, conduisant notamment a la

multiplication et a la différenciation cellulaire.
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111.4.1.1.Mécanisme d’action

Les récepteurs a activité tyrosine Kkinase (RTK) sont des proteines
transmembranaires impliquées dans la transduction intracytoplasmique du signal
émanant du niveau extracellulaire. Au sein du milieu intracellulaire, d’autres protéines
TK jouent également un role majeur dans la transduction du signal. L’activation de
ces protéines ou récepteurs permet d’induire la prolifération, la croissance cellulaire
tumorale, de réprimer 1’apoptose, ainsi que de promouvoir I’angiogencse et la
diffusion métastatique.

L’auto-activation des TK liées a 1’acquisition d’anomalies génétiques au cours
de I’oncogenese est un phénomene fréquemment observé. Ces éléments justifient le
fait que le développement d’inhibiteurs de tyrosine kinase fasse 1’objet d’efforts
intenses en pharmacologie anticancéereuse. Les inhibiteurs de TK se fixent de maniére
compétitive sur les sites de liaisons de I’ATP, ce qui permet donc le blocage de
I’activation des sites TK. La signalisation cellulaire, impliquée dans le controle de la
prolifération cellulaire, est alors interrompue. Les cellules cancéreuses sont alors
impactées négativement et sont éliminées. Ce blocage peut de méme conduire au
blocage de I’angiogenese qui est essentiel a la croissance et propagation des tumeurs
[41].
111.4.1.2.Exemples d'inhibiteurs TK

Les inhibiteurs des tyrosines kinases ont, pour la plupart, une dénomination
commune internationale se terminant par le suffixe -tinib. Ce sont :

e Imatinib, Glivec*,

e Gefitinib, Iressa* (ATU en France), indication cancer du poumon non a petites
cellules, inhibiteur des tyrosines Kkinases liées au facteur de croissance
épidermique ou EGF

e Erlotinib, Tarceva*

e Sunitinib, Sutent*

e Lapatinib, Tykerb*

e Dasatinib, Sprycel*, indication leucémie myéloide chronique

¢ Nilotinib, Tasigna*[42].

111.4.2.Peroxiredoxine 5
Les peroxiredoxines définissent une famille émergente de peroxydases capables

de réduire le peroxyde d'hydrogéne et les hydroperoxydes d'alkyle en utilisant des
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équivalents réducteurs dérivés de molécules donneuses contenant un thiol telles que la
thiorédoxine, le glutathion et le trypanothione. Des peroxiredoxines ont été identifiees
chez les procaryotes ainsi que chez les eucaryotes. La peroxirédoxine 5 (PRDX5) est
un nouveau type de thiorédoxine peroxydase de mammifere largement exprimée dans
les tissus et localisée au niveau de la mitochondrie, des peroxisomes et du cytosol. Sur
le plan fonctionnel, PRDX5 a été impliqué dans les mécanismes de protection des
antioxydants ainsi que dans la transduction du signal dans les cellules [43].
111.4.2.1.Mécanisme d’action

Les protéines de type PRX5 appartiennent a la famille des peroxirédoxines
(PRX). PRX5 est une thiorédoxine homodimére (TRX) -peroxydase largement
exprimée dans les tissus et présente de maniére cellulaire dans les mitochondries, les
peroxisomes et le cytosol. La localisation cellulaire de PRXS5 suggere qu’il pourrait
jouer un rb6le antioxydant important dans les organites qui sont des sources
importantes d’especes réactives de 1’oxygene (ROS), ainsi que dans le controle de la
transduction du signal. (PRDX5) participant directement a I'élimination du peroxyde
d'hydrogene (H202) et a la neutralisation d'autres espéces réactives de l'oxygene
(ROS) [44].
I11.5.Conclusion

Le processus de docking est un sujet essentiel pour progresser dans la
compréhension des mécanismes d’interactions moléculaires et pour le développement
d’outils prédictifs dans le domaine de médecine. C’est un outil virtuel puissant pour la

prédiction des interactions medicament-récepteur.
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Chapitre 1V. Résultats et Discussions

IV.1.Introduction

Dans ce chapitre, on porte a 1’¢tude de docking moléculaire entre deux enzymes
(Tyrosine Kinase / Péroxiredoxine 5) et deux médicaments anticancéreux appartenant

a la famille des antimétabolites (Méthotrexate / Hydroxyurée).

On prend en considération pour cette étude les valeurs d’énergies et de
longueurs de liaisons de chague interaction de type Hydrogene pour chaque liaison

(enzyme (protein)- médicament (ligand)).

Afin de mieux définir le pouvoir antioxydant de ces deux médicaments, une
comparaison est réalisée avec le Resvératrol et la vitamine C considérés comme des
antioxydants puissants de référence.

L’etude est faite par les logiciels Portable Hyperchem et Molegro Virtuel

Docking 6.
IV.2. Structure des deux enzymes

Le choix des deux enzymes a été fait d’aprés le travail de Singh et al. (2015) [45].
IV.2.1.Tyrosine Kinase

La structure secondaire d’une protéine est créée par la rotation des atomes de la
chaine peptidique les uns par rapport aux autres.
La structure secondaire la plus fréquente est 1’hélice a qui fait tourner la chaine
carbonée par rapport a elle-méme d’un tour tous les 4 acides aminés environ. Elle est

stabilisée par des liaisons hydrogénes [46].

Figure 1V.1. Structure secondaire de la tyrosine kinase.

Page 33



Chapitre 1V. Résultats et Discussions

On détecte trois cavités dans la structure de tyrosine kinase ou chacune est
caractérisée par un volume. La cavité la plus grande est choisie pour mener cette

étude parce qu’elle offre plusieurs positions de I’emplacement de médicament.

Figure 1V.2. Détection des cavités dans la protéine tyrosine kinase.

1VV.2.2. Péroxiredoxine 5

La figure IV.3 représente la structure en hélice o de I’enzyme péroxiredoxine 5,
ou se construisent des lisons H entre les groupements (C=0) et (N-H) [47].
Les interactions H s’effectuent entre les acides aminés numeérotés (i) et (i+4) afin

de stabiliser la forme secondaire des protéines.
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Figure 1V.3.Structure secondaire de la péroxiredoxine 5.

La détection des cavités a révélé une seule cavité pour la protéine de

péroxiredoxine 5 (Figure 1V.4).

Figure 1V.4. Détection des cavités dans la protéine péroxiredoxine 5.

IV.3. Interaction -Méthotrexate/ Enzyme-

IV.3.1. Propriétés moléculaire de méthotrexate

La molécule de méthotrexate est de masse de 454 g/mol, son volume est 1222.9
A3, Cette masse vérifie la régle de Lipinski [48] pour les médicaments pris par voie

orale; elle permet la mobilité et la diffusion convenables de la molécule.

Le nombre de liaisons rotatives est égal a 9 [49]. Ces liaisons sont définies
comme des liaisons simples, hors un anneau, liées a un atome lourd non terminal

(c'est-a-dire non-hydrogéene). Ils mesurent la flexibilité moléculaire [50].
IV.3.2. Interaction de Méthotrexate avec la tyrosine kinase

La figure 1V.5 indique les positions des interactions H sur le MTX. Les atomes

contribuant a ces liaisons sont N et O.
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Figure 1V.5. Interaction -Tyrosine kinase/ Méthotrexate-

Pour mieux définir ces interactions, on fait appel a ligand map qui permet de
déterminer les acides aminés intervenant. On remarque la participation de Lysine
(Lys), Glucine (Glu) et Alanine (Ala).

Lys 402(A)

Ala 451(A)

Figure 1V.6. Acides aminés contribuant aux interactions (Tyrosine kinase/
Méthotrexate).

Le tableau IV.1 récapitule les valeurs des énergies et des longueurs des liaisons
H qui sont des liaisons non covalentes. Elles satisfont les valeurs standards de cette

liaison:
-Longueur = 0.3 nm.

-|Energie| = 1:4 kcal/mol.
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Tableau IV.1. Interaction -Tyrosine kinase/ Méthotrexate-

1V.3.3. Interaction —-Méthotrexate/ Péroxiredoxine 5-

Résidu Interaction Distance (A) Energie
(kcal/mol)
Lys 402 N-H 2.934 -2.5
Glu 420 N-H 3.13134 -2.34329
Ala 451 O-H 2.8703 -2.5

Le MTX peut former plus d’interactions avec la péroxiredoxine 5 par rapport a la
tyrosine kinase. Il fait cing liaisons avec : Arg 86, Ala 90, Gly 92, Lys 93 et deux
liaisons N-H avec Glu 91. Les figures 1V.7 et 1V.8 représentent respectivement la

configuration de méthotrexate en 3D ainsi que les sites des ponts d’hydrogene et les

acides aminés formant cette liaison.

Figure IV.7. Interaction de la péroxiredoxine 5 avec le méthotrexate.
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Figure 1V.8. Acides aminés intervenant dans les interactions entre la péroxiredoxine

5 et le méthotrexate.

Aprés la simulation d’interaction entre péroxiredoxine 5 avec le méthotrexate, le

choix de meilleur score donne les résultats montrés sur le tableau 1V.2.

Le MTX fait six liaisons avec la péroxiredoxine 5, alors qu’il forme seulement

trois ponts H avec la tyrosine kinase. On remarque la contribution des mémes acides

aminés pour les deux cas (Ala, Glu, Lys). Cela peut étre du a une plus grande

affinité envers ces aminoacides.

Les valeurs d’énergie sont relativement faibles ; elles ne dépassent pas -2

kcal/mol.

Tableau IV.2. Energies des interactions de la péroxiredoxine 5 avec le méthotrexate.

Résidu
Arg 86

Ala 90
Glu 91

Gly 92
Lys 93

Interaction

N-H
N-H
N-H
N-H
O-H

O-H

Distance (A)

3.23189

3.0549

3.39694

2.82644

3.27569

2.52017

Energie
(kcal/mol)
-1.4831
-0.655053
-1.0153
-1.99558
-0.666165

-1.09064
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IV.4.Interaction -Hydroxyurée/ Enzyme-

IV.4.1.Propriétés moléculaires de I’hydroxyurée

L’hydroxyurée est une petite molécule d’une masse de 76.05 g/mol, son volume
est encore relativement faible et est égal a 267.63 A3. Ces paramétres leur offre la

facilit¢ de diffusion dans 1’organisme.

Sa structure plane peut aider a la formation des interactions Hydrogene avec les
aminoacides qui engendrent la cavité.
IV.4.2. Interaction -Hydroxyurée/Tyrosine kinase-

Les liaisons H que forme 1’hydroxyurée avec la tyrosine kinase sont indiquées sur

les figures IV.9 et IV.10.

Figure 1V.9. Interaction -Tyrosine kinase/Hydroxyurée-

Ll

Figure 1VV.10. Acides aminés intervenant dans I’interaction -Tyrosine Kinase /
Hydroxyurée-
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Quatre acides aminés sont détectés pour I’interaction de la tyrosine kinase avec
I’hydroxyurée : Gly 514, Asp 512, Asp 494 et Leu 515. Leurs valeurs d’énergie et de

longueur des liaisons H sont récapitulées dans le tableau 1V .4.

Tableau IV.3. Interaction -Tyrosine kinase / Hydroxyurée-

Résidu Interaction Distance Energie
(A°) (kcal/mol)
Gly 514 O-H 3.10127 -1.79748
Asp 512 N-H 2.96933 -2.5
O-H 2.59992 -2.4993
Asp 494 N-H 3.09669 -2.5
O-H 3.27359 -1.63203
Leu 515 O-H 3.04049 -1.89937

IV.4.3. Interaction de ’hydroxyurée avec la péroxiredoxine 5

Apres avoir effectué le docking, les résultats de scoring révelent des interactions
H de péroxiredoxine 5 avec I’hydroxyurée au niveau de quatre sites grace aux atomes
d’azote et d’oxygene. Les liaisons sont faites les acides aminés Val 94, Gly 92, Ala

90, et Lys 93 (Figures IV. 11 et IV. 12).

Figure 1V.11. Interaction -péroxiredoxine 5/ Hydroxyurée-
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Figure 1VV.12. Acides aminés participant a I’interaction —péroxiredoxine 5/
Hydroxyurée-

Le tableau I1V.4 illustre les valeurs des énergies et des longueurs des liaisons

formées entre 1’hydroxyurée et la protéine.

Les valeurs des longueurs de liaisons H sont comprises entre 2.6 et 3.2 A. Une
simple comparaison avec les longueurs des liaisons covalentes de ligand comprises
entre 1.02 et 1.4 A, permet de montrer que les liaisons H sont clairement plus longues

et donc, moins énergétiques.

Tableau IV.4. Estimation des valeurs des énergies et de longueurs de liaisons H pour
le complexe -péroxiredoxine 5/ hydroxyurée-

Résidu Interaction Distance (A°) Energie
(kcal/mol)
Val 94 N-H 2.75 -2.41
Gly 92 O-H 2.60 -1.23
Ala 90 O-H 3.18 -1.18
Lys 93 O-H 2.74 -2.5

Page 41



Chapitre 1V. Résultats et Discussions

IV.4.Interaction - (antioxydant de référence)/ Enzymes (Tyrosine

kinase et péroxiredoxine 5)-

IV.4.1.Interaction -Resvératrol (antioxydant de référence 1)/ Enzymes

(Tyrosine kinase et péroxiredoxine 5)-

Afin de bien estimer le pouvoir antioxydant des deux médicaments anticancéreux

(méthotrexate et hydroxyurée), une étude comparative est menée in silico avec le

resvératrol connu par son pouvoir antioxydant fort grace a la présence de trois

groupements hydroxyle.

Figure 1V. 13. Structure chimique du resvératrol.

Le docking permet de quantifier les interactions de resvératrol avec les deux

enzymes, comme le montre le tableau 1V.5.

Tableau IV.5. Propriétés des interactions

Interaction de Resvératrol avec Tyrosine

Résidu

Asp 512

Asp 494
Lys 402
Leu 515
Leu 413

O-H
O-H
O-H
O-H
O-H
O-H

Interaction | Distance

(A°)
3.15
3.18
2.71
2.9
3.26
3.40

Energie
(kcal/mol)
-2.22
-1.33
-2.5
-2.5
-1.68
-0.96

H des complexes (Resvératrol / Enzyme).

Interaction de Resvératrol avec

Résidu

Glu9l
Ala 90
Glu 16
Lys 93
Val 94
Gly 92

Péroxiredoxine 5

Interaction | Distance

O-H
O-H
O-H
O-H
O-H
O-H

(A°)
3.01
2.57
3.09
2.69
2.85
3.15

Energie
(kcal/mol)
-2.5
-0.81
-2.5
-2.5
-2.5
-1.30
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Chapitre 1V. Résultats et Discussions

En général, les énergies appartiennent aux intervalles connus des liaisons H
(Tableau 1V.6). Elles sont équivalentes a celles obtenues pour les deux anticancéreux,
ce qui permet de proposer que ces médicaments utilisés comme antimétabolites pour
bloquer le développement des cellules cancéreuses peuvent avoir encore une activite

antioxydantes.

Tableau IV.6. Intervalles des valeurs d’énergie et de longueurs des liaisons H des

complexes (Resvératrol/ Enzyme).

Interaction Distance (A) Energie (kcal/mol)
Resvératrol/
) ) O-H [2.71; 3.40] [-2.22;-0.96]
Tyrosine Kinase
Resvératrol/
O-H [2.57 ; 3.15] [-2.5;-0.81]

péroxiredoxine 5

Pour le méthotrexate, une étude experimentale réalisée par Ramprasad et Prabhu
en 2017 [51] a prouvé ce pouvoir. Donc, on peut estimer une concordance des

résultats obtenus in vitro et in silico.

IV.4.2.Interaction —Vitamine C (antioxydant de référence 2)/ Enzymes

(Tyrosine kinase et péroxiredoxine 5)-

De la méme maniére, une étude comparative est faite encore avec la viamine C
(Figure 1V.14), pour évaluer les activités antioxydantes des deux antimétabolites par

une simulation in silico.

Figure 1V.14. Structure chimique de vitamine C.
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Chapitre 1V. Résultats et Discussions

La vitamine C ou encore nommée 1’acide ascorbique peut faire des liaisons H de

types OH avec les récepteurs étudiés grace a la présence de six atomes d’oxygeéne.

Les liaisons sont formées avec les aminoacides communs : Leu, Lys et Glu...

L’ordre de grandeurs des énergies et des longueurs de liaisons (Tableaux 1V.7 et

IV.8) est similaire aux ligands étudiés ci-dessus, ce qui nous amene a dire que les

médicaments anticancéreux peuvent étre encore des antioxydants vu leurs interactions

avec la tyrosine kinase et la péroxiredoxine 5. Afin de confirme cette hypothése, il est

demandé d’évaluer des tests expérimentaux tels que le test de DPPH pour quantifier

ce pouvoir. Cette confirmation en plus d’autres études permettent d’expliquer mieux

la relation entre le stress oxydatif et les différentes maladies surtout le cancer.

Tableau IV.7. Interaction de la vitamine C avec les deux enzymes.

Interaction de la vitamine C avec la tyrosine

kinase

) Distance
Résidu Interaction .

(A°)

Lys 402 O-H 3.10
Glu 416 O-H 291
Glu 420 O-H 2.78
Leu 413 O-H 2.60

Energie )
Résidu
(kcal/mol)
-2.49 Val 94
-2.5 Glu 16
-2.5 Arg 86
-2.5 Leu 96

péroxiredoxine 5

Interaction

O-H
O-H
O-H
O-H
O-H

Distance
(A°)
3.10
2.73
2.86

2.6
3.1

Interaction de la vitamine C avec la

Energie
(kcal/mol)
-2.48
-2.5
-1.42
-2.49
-2.5

Tableau 1V.8. Ordre de grandeurs des énergies et de longueurs de liaisons H des

Vitamine C avec la
tyrosine kinase
Vitamine C avec la

péroxiredoxine 5

complexes (Vitamine C/ Enzymes).

Interaction Distance (A°)
O-H [2.60 ; 3.10]
O-H [2.59; 3.10]

Energie (kcal/mol)

[-25; -2

[-25; -1

49]

42]
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Chapitre V. Résultats et Discussions

IVV.5.Conclusion

Cette étude est une phase d’apprentissage de docking en utilisant Molegro
software ; les résultats obtenus in silico doivent étre confirmés par des études
expérimentales afin de quantifier précisement le pouvoir antioxydant des

médicaments antimétabolites.

On entend souvent de couplages (antioxydant/anticancéreux), (antioxydant/anti-
age), (antioxydant/antiparkinsonien)...Cette étude n’est qu’une initiation pour la
maitrise de ces relations, elle demande un appui expérimental et théorique pour

I’améliorer.
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

Ce mémoire avait pour objectif de simuler l'activité antioxydante de deux

anticancéreux (méthotrexate et hydroxyurée) de la famille des antimétabolites.

Il a fallu dans un premier temps définir la notion de stress oxydatif, antioxydants,

médicament anticancéreux et doking moléculaire.

Par le logiciel de docking moléculaire, nous avons pu étudier séparément les
interactions des deux médicaments avec les deux enzymes (Tyrosine Kinase et
Peroxiredoxin 5). Pour chaque interaction, on a suivi les valeurs de longueurs de
liaisons ainsi que leurs énergies. On a utilisé le resveratrol et la vitamine C comme

antioxydants puissants de référence pour faire la comparaison des activités.

Selon les résultats obtenus (longueurs des interactions H au voisinage de 2 A°,
et énergies de liaison situées dans I’intervalle [-2.5 ; -0.65] kcal/mol), nous concluons
que les deux médicaments anticancéreux étudiés appartenant a la famille des
antimétabolites ont un pouvoir antioxydant, ils peuvent lutter contre le stress oxydatif

et réduire les radicaux libres dans le corps humain.

Le docking moléculaire est une simulation trés précieuse pour évaluer les
activités biologiques, néanmoins, il faut confirmer ces résultats par des tests

expérimentaux.

Ce travail est une initiation au docking moléculaire, ce n’est qu’une étape
d’apprentissage de cette technique primordiale dans la conception et I’évaluation des
activités des molécules chimiques. Donc, pour répondre a la question « quelles est la
relation entre le pouvoir antioxydant et anticancéreux ? », il faut des recherches

theoriques et experimentales profondes.
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Annexe



Tableau : Liste de structure des acides aminé qui détecte dans les interactions

Abréviation Nom compléte Structure
Lys Lysine
Glu Glutamine
Ala Alanine
Arg Arginine




Gly Glycine

Asp Aspartate
Val Valine

® Oxygene

° Azote

Carbone
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