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Résumé :

TWIST, le facteur de transcription de base hélice-boucle-hélice(bHLH), a été bien établis en
tant que régulateur de la transcription de I’embyogenése et des programmes de
développement des lignées des cellules mésenchymateuses. Il est impliqué dans la formation
de métastases via la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) , facilitant ainsi I’invasion
des cellules cancéreuses. Nos données indiquaient que le complexe Twist/BRD4 activé
occupait les régions super-enhancer des oncogénes et maintenait leur expression.

Aujourd’huit la prise en charge des patients atteints de cancer est en pleine transformation, le
cancer a éteé traité avec des composés pharmacologiques qui tuent les cellules proliférantes.
Dans ce cadre, nous avons tenté d’identifier des « candidat médicament » pouvant aboutir a
de nouvelles thérapies ciblées et de pallier les résistances liées a 1’utilisation des molécules
BET inhibitrices tels que MS436.

Pour atteindre notre objectif, nous avons eu recours a I’approche par le docking moléculaire
a I’aide du programme AutoDock vina intégré dans le logiciel UCSF Chimera pour étudier in
silico les intéractions de 15 analogues de MS436 avec la protéine cible. Enfin, le serveur
SwissADME été utilisé pour prédire les propriétés pharmacocinétiques de ces analogues.

Il en ressort que les deux composés portants les codes 135566900 et 145721898 sont les
meilleurs candidats comme des inhibiteurs potentiellements actifs envers le complexe
Twist/BRD4.

Mots clés :

TWIST, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), le complexe Twist/BRD4,cancer,
MS436, docking moléculaire, in silico.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/135566900

Abstract :

TWIST, the basic helix-loop-helix transcription factor (0HLH), has been well established as a
regulator of embyogenesis transcription and mesenchymal cell line development programs. It
is involved in the formation of metastases via the epithelial-mesenchymal transition (TEM),
thus facilitating the invasion of cancer cells. Our data indicated that the activated Twist/BRD4
complex occupied the super-enhancer regions of oncogenes and maintained their expression.

Today the management of cancer patients is in full transformation, cancer has been treated
with pharmacological compounds that kill proliferating cells. In this context, we tried to
identify "drug candidates™ that could lead to new targeted therapies and to overcome
resistance related to the use of inhibitory BET molecules such as MS436.

To achieve our goal, we used the molecular docking approach using the AutoDock vina
program integrated into the UCSF Chimera software to study in silico the interactions of the
15 MS436 analogues with the target protein. Finally, the SwissADME server was used to
predict the pharmacokinetic properties of these analogues.

It appears that the two compounds with the codes 135566900 and 145721898 are the best
candidates as a potentially active inhibitor towards the Twist/BRD4 complex.

Keywords :

TWIST, epithelial-mesenchymal transition (TEM), the Twist/BRD4 complex, cancer, MS436,
molecular docking, in silico.
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Introduction

Au cours de I'embryogenese, plusieurs cycles dEMT et de transition mésenchymateuse-
épithéliale (TEM) se produisent et sont fondamentaux pour la différenciation cellulaire finale
et la génération d'organes internes dans I'EMT(1]. La transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) est un processus biologique et dynamique dans lequel les cellules épithéliales perdent
leur polarité apico-basolatérale et leur adhésion cellule-cellule, entrainant la formation de
cellules souches mésenchymateuses migratrices aux propriétés invasives[2], ainsi que leur
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles épithéliales et acquierent des
caractéristiques mésenchymateuses semblables a celles des fibroblastes[3]. Cette transition est
accompagnée d'une diminution de I'expression de I'épithélium spécifique des biomarqueurs
tels que la E-cadhérine; la B-caténine; I'occludine, et une augmentation de I'expression de
mésenchymateux spécifiques biomarqueurs tels que la N-cadhérine; la vimentine; la
fibronectine. Plusieurs facteurs sont impliqués dans 1’induction de la TEM tels que
TWIST[4].

TWIST est impliquée dans le développement embryonnaire et le développement
mésodermique, ainsi que dans le développement des genes codant pour les protéines du destin
cellulaire les liant inévitablement au cancer et a la tumorigenese[5]. Lors de la progression du
cancer , TWIST confére aux cellules cancéreuses des capacités de prolifération persistante,
une motilité accrue et peut aider a antagoniser les signaux défavorables a la survie des cellules
cancéreuses qui proviennent du microenvironnement[6]. Comme ceci, la surexpression de
TWIST est courante dans une variété de cancers notamment le cancer du sein, le cancer de la
prostate, le cancer colorectale, le cancer de la vessie, le mélanome, le carcinome hépato-
cellulaire, le carcinome du cou et le cancer gastrique. 1l est impliqué dans le déclenchement,
le développement et les métastases du cancer|[7].
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Figure-01 :Mécanismes d'action de TWIST dans les cellules cancéreuses[8].

TWIST est un facteur de transcription appartenant a la famille de classe B de type hélice-
boucle-hélice (bHLH) de base[9].Ce facteur est caractérisé par la présence d’un domaine de
fixation a I’ADN de type basique et d’un domaine de dimérisation en Hélice-Boucle-Hélice.
Au-dela de ces deux domaines, on peut noter deux séquences d’adressage nucléaire et la
présence d’un domaine d’interaction protéique connu sous le nom de domaine WR (ou boite
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TWIST)[10]. La famille de TWIST est codée par des génes du développement embryonnaire.
Chez les vertébrés, les mieux caractérisés sont chez I’homme et la souris, chacune de ces
deux especes porte les deux génes paralogues TWIST1 et TWIST2 lesquelles présentent une
similarité de séquence élevée [11]. Le gene TWIST1 humain est cartographié sur le
chromosome7q2.2, il code pour une protéine de 202 a.a dont le poids moléculaire est
d’environ 21 kDa et contient deux exons et un intron[12], alors que le gene de TWIST2 est
localisé sur le chromosome 2q37.3, il code pour une protéine de 160 a.a d’environ 20 kDa
[11]. Le motif bHLH de la famille TWIST est constitué d'acides aminés basiques suivis de
deux hélices amphipathiques séparées par une boucle hélicoidale. Les localisations nucléaires
indiquent que I'extrémité N-terminale de la famille TWIST représente un motif fonctionnel,
en plus du domaine bHLH et de la TWIST box[13]. Il est intéressant aussi de noter que
TWIST box a été caractérisée a la fois comme un domaine d'activation avec le motif d'acides
aminés LX3FX3R[14]. La similarité entre les deux protéines TWIST1 et TWIST2 passe de
54 % dans I'extrémité N-terminale a 95 % dans la région bHLH et 100 % dans la TWIST Box
C-terminale. Malgré leurs similitudes structurelles, TWIST1 et TWIST2 présentent des
différences significatives, notamment leur taille et leurs domainesN-terminaux ; TWIST1
posseéde deux régions riches en glycine a son extrémité N-terminale que TWIST2 ne possede
pas[11], de plus I’hélice de TWIST1 a médie sa liaison a un deuxiéme facteur bHLH pour
former un dimeére, qui se lie ensuite spécifiqguement au séquence de E-box pour initier la
transcription des génes cibles spécifique contrairement a TWIST2 qui ne possede pas cette
caractéristique[15].

Les protéines TWIST1 et TWIST2 peuvent fonctionner soit comme activateur de la
transcription, soit comme répresseur, par le biais de mécanismes a la fois directs et
indirects[16]. Leur réglementation complexe fonctions en font des machines affinées pour
controler le destin cellulaire aux premiers stades de I’embryogenése, la que inhibent le
developpement des cellules mésenchymateuses|14].

TWIST possede des boites électroniques qui se trouvent dans la région régulatrice des
inhibiteurs de la kinase dependant de la cycline p21,P15(INK4B) et pl16 qui peuvent induire
un arrét du cycle cellulaire en cas de dommage de I’ADNJ5] et étre a la fois nécessaire et
suffisante pour la trans-activation des genes cibles[17]. De plus, la proteine TWIST est
responsable de la transition du stade bénin au stade malin en supprimant les deux obstacles
naturels a la croissance cellulaire effrénée : I'induction de la mort cellulaire (apoptose) et
I'arrét permanent de la prolifération cellulaire (un processus connu sous le nom de sénescence
prématurée)[18]. TWIST inhibe la voie p53 a la fois transcriptionnellement et post-
traductionnellement , aussi interagit avec HOXADS ; un puissant trans-activateur de p53 et
module négativement son activité. En revanche, il réduit I'expression d'ARF menant a la
déstabilisation de p53 et prévention de la phosphorylation de I'activation de Ser20 de p53.
Ainsi, TWIST contribue au développement de tumeur en arrétant la réponse apoptotique[19].

L'activité et la stabilite de TWIST1 sont contrdlées par la phosphorylation; la dimérisation
de TWISTL1. Les liaison a I'ADN sont renforcées par la phosphorylation PKA a Thr125 et
Serl27.et la protéine phosphatase 2 empéche ces sites de phosphorylation de se produire
alors que la stabilité de TWIST1 est améliorée par la phosphorylation MAPK a Ser68 dans les



Introduction

cellules cancéreuses du sein[20]. Dans le cas du cancer de type basal (BLBC), plusieurs
avancées ont été réalisées dans le domaine des modifications de la protéine TWIST, en
particulier la phosphorylation. La protéine kinase B (PKB/AKT) favorise la TEM et les
métastases du cancer du sein en stimulant I'activité de signalisation du TGF, ce qui permet a
la protéine TWIST phosphorylée en Ser42 de conférer une résistance a la mort cellulaire
médiée par p53 en réponse aux lésions de I'ADN. L'interleukine-6 stimule la caséine kinase 2
et phosphoryle TWIST en Ser 18 et Ser 20, améliorant ainsi la motilité des cellules

cancéreuses[6].

Tableau-01 : La régulation de TWIST[20].

Facteur
Facteur de Fonction Effets sur de Role ou mécanisme
transcription TEM-TFs |régulation
MAPK Phosphorylation sur Ser68
Akt2 Phosphorylation sur Ser42
Phosphorylation Stabilization S ggfzsghorylatlon SRS
PKCa Phosphorylation sur Ser144
Aurora A | Phosphorylation sur Ser123,
Ser148, Ser184
Translocation |CD44 c-Src-dépendant la
nucléaire phosphorylation sur tyrosine
Aktl Phosphorylation sur Ser42,
Dégradation Thrl21, et Ser123
TWIST1 IKKB Phosphorylation sur Ser125
et Serl27
Déphosphorylation| Dégradation |SCP1 Déphosphorylation sur Ser68
B-TrCP Ubiquitination sur Thr121 et
Ubiquitination Dégradation Ser123
FBXL14 | C-terminal de Twist box dé-
pendant 1’ubiquitination
Translocation |PCAF Acetylation sur Lys73,
Acetylation nucléaire Lys76, et Lys77
Tip60 Acetylation sur Lys73 et
Methylation Translocation Lys76
nucléaire PRMT1 Methylation sur Arg34

L’activation des génes embryonnaires TWIST permet simultanément de favoriser
I’emergence et la dissémination des cellules cancéreuses. D une autre part, TWIST peut
également étre un facteur positif dans le promouvoir de la résistance aux médicaments
anticancéreux, qui est I'une des caractéristiques de cancers avancés. Il été démontré que
I'amplification du géne TWIST est associée au développement de résistance acquise a un
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médicament anticancéreux (taxol)[21] utilisé dans le traitement du cancer de I'ovaire, cancer
du sein, cancer du poumon, le myélome, les cancers des cellules germinales, cancer de
l'cesophage et autres types de tumeurs[22]. De plus, TWIST est également suggéré comme un
biomarqueur utile pour prédire la résistance a la doxorubicine, largement utilisée pour la
chimiothérapie adjuvante du cancer du sein[23].

La thérapeutique du cancer en ciblant TWIST1 ou une molécule liée a TWIST1 s'est révélee
prometteuse[24]. Actuellement il existe plusieurs statégies majeures; 1’inactivation de
TWIST par les technologies a petit ARN conduit a la promotion de la sénescence cellulaire et
a l'arrét de la croissance. Aussi le succeés du ciblage de TWIST par les agents
chimiothérapeutiques montre un espoir de contrdler la croissance des cellules tumorales ou
métastases cancéreuses médiées par TWIST. En outre, pour contréler I'activation de TWIST
induite par I'nypoxie; la thérapie antioxydante est une approche prometteuse pour traiter le
cancer. D’une autre part, certain stratégies pourrait étre bénéfique tels que I’inactivation de
TWIST en appliquant des antagonistes des activateurs de TWIST, le blocage de la liaison
Twist-nucléosome, la dégradation de TWIST par ubiquitination et la modification
épigénétique du gene TWISTL pour faire taire son expression[8].

TWIST induit I'expression génique ; ¢’est un
mécanisme par lequel TWIST recrute BRD4 pour
diriger I'expression de wnt5A dans le cancer
BLBC[25]. BRD4 fait partie de la famille BET
(bromodomaine et domaine extra-terminal) qui est
caractérisée par deux tandems bromodomaines
(BDs) situés dans I'extrémité N-terminale[26] et
concidéré comme un médiateur clé de 1’activation
transcriptionnelles des génes ciblés par TWIST][6].
TWIST possede un motif GKEX-GK " Histone
h4 -minic " qui est di-acétylé par TIP60, et le
TWIST di-acétylé se trouveau seconde
bromodomaine, formant un complexe
TWIST/BRD4/PTEF6/RNA-POL2 activé au
niveau du promoteur et amplificateur WNTSA.
L'inhibition pharmacologique de I'association
TWIST/BRD4 a réduit I'expression de WNT5 et
supprimé l'itération, les propriétés de type cellule
souche cancéreuse et la tumorigénicité des cellule
BLBC. La connexion avec BRD4 est critique pour

la fonction oncogene de TWIST dans les BLBC
ainsi que dans le reste de I'organisme[25].

Figure-02 : Structure RMN en solution du
deuxiéme bromodomaine de Brd4 avec le peptide
Twist diacétylé[25].
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Notre projet se fait a la base de cibler TWIST par
la perturbation de I'interaction TWIST/BRD4 par
I’inhibiteur MS436 ; ¢’est un inhibiteur puissant et
selectif du BRD4 qui bloque effectivement la
liaison de BRD4 a NF-xB et inhibe 1'activité
transcriptionelle de BRD4 dans le lipo-
polysaccaride qui induit la production d'oxyde
nitrique et de cytokine pro-inflammatoire
interleukine-6 dans les macrophages
murins,comme illustré dans un test ELISA dont
laquelle MS436 a montré I'activité inhibitrice la
plus profonde.Dans un essai anisotropie de
fluorescence in vitro, MS436 est déterminé avec
une valeur Ki supérieure a 85 nM pour BRD4-
BrD1 (limité par I'affinité de liaison du test sonde;
le Ki estimé est de 30 a 50 nM) et une sélectivité

Figure-03 :Conception guidée par la structure
de puissants inhibiteurs de diazobenzéne pour les
bromodomainesBET[26].

environ de 10 fois pour BrD1 sur BrD2 de BRD4. MS436 est le premier inhibiteur de la BrD
a une faible affinité nanomolaire avec une nette sélectivité entre ces deux BrD de BRD4[26].

L’objectif des traveaux de recherche actuels est la validation de ce modéle de prédiction, en
ayant recours au docking moléculaire qui est adoptés principalement pour évaluer
I’intéraction in silico entre le complexeTWIST/BRD4 et I’inhibiteur MS436 a fin de mesurer
I’efficacité de ce dernier selon le site de fixation de la protéine cible.
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Matériels et méthodes

1. Préparation de la protéine :

La structure tridimensionnelle de la protéine 2MJV ( le complexe BRD4-TWIST) a été
téléchargée a partir du site Web de la banque de données sur les protéines « RCSB PDB
(Protein Data Bank) » https://www.rcsb.org , et résolue par RMN [25].

Le processus d'amarrage moléculaire se fait a I'aide du programme «ChimeraUCSF »[27]
(version 1.14). L'objectif de ce programme est la visualisation des graphiques moléculaires et
la modifécation sur la protéine. Il permet aussi d’ajouter des atomes d’hydrogéne, des
charges et d’appliquer une énergie minimale AG, car la cible extraite du RCSB PDB ne
contenait aucune charge.

Enfin, la structure 3D préparée de la protéine 2MJV a été enregistrée au format de fichier
PDB.

2. Téléchargement de ligands « inhibiteures» :

Les structures tridimensionnelles des analogues de MS463 ont été téléchargées a partir de la
base de données PubChem sont sous format de fichier SDF https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

Une banque de molécules a été constituée, contenant des molécules dont la structure de base
est celle de MS436.

3. L’ammarage moléculaire :

Avant les simulations d’amarrage, la structure de la protéine doit étre préparée par 1’outil
Dock prep du programme « ChimeraUCSF », Ensuite, les quinze molécules ont été ajoutées
pour la préparation de l'amarrage moléculaire, a savoir la détermination du degré d’affinités
de liaison des différents ligands avec la protéine principale.

Pour I’étude des interactions entre la protéine 2MJV et ses inhibiteurs a I’aide de docking
moléculaire, I’ogiciel « AutoDockVina » http://vina.scripps.edu [28] (version 1.1.2) developpé
par le laboratoire de graphisme moléculaire de I’Institut de Recherche Scripps aux Etats-Unis
va enregistrer la meilleure interaction avec le ligand tandis que les meilleurs conforméres ont
été représentés avec la plus faible énergie de liaison (kcal /mol) sur le site actif.

4. ldentification des interactions :

Les résultats de I’amarrage moléculaire présentant une conformation énergétique minimale
avec un nombre maximal ont servi a étudier les interactions ligand-protéines.

Les quinze ligands sont chargées directement I'une apreés l'autre dans le logiciel « Discovery
Studio visualizer »[29] (version 21.1); ¢’est un logiciel qui permet de modifier des structures
moléculaires,et d’étudier les acides aminés impliqués dans le site de liaison ligand, les liaisons
hydrogéne et les liaisons hydrophobes par une visualisation en 2D. DSV est développeée et
distribuée par « Dassault Systemes BIOVIA ».

5. Détermination des parametres pharmacocinétique :

Les ligands sélectionnées ont été soumis a une analyse online sur le site « SWisSADME »;
c’est un site web qui permet le calcul de descripteurs physico-chimiques ainsi que la


https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://vina.scripps.edu/

Matériels et méthodes

prédiction des paramétres ADME, les propriétés pharmacocinétiques, la nature
médicamenteuse et la facilité d'utilisation en chimie médicinale d'une ou plusieurs petites
molécules afin de faciliter la decouverte de médicaments http://www.swissadme.ch.



http://www.swissadme.ch/
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Résultats et discussion

On a tout d’abord examiné 1’inhibition de la protéine 2MJV par les analogues de MS436 a
I’aide du Docking moléculaire qui est une des méthodes de la modélisation moléculaire les

plus répandues actuellement.

La structure tridimensionnelle (3D) de la protéine 2MJV provient de site Web de la banque de
données sur les protéines « RCSB PDB (Protein Data Bank) » https://www.rcsb.org/.

Des détails sur quinze analogues de MS436 sont listés dans le Tableau 02. Le Docking de ces
ligands permet de dégager plusieurs configurations retenues comme définissant des formes de
liaison avantageuses et favorables énergétiqguement parlant.

Tableau-02 : Coordonnées et énergies de liaison de quinze analogues de MS436.

Masse
Formule Molaire
Nom PubChem | o1sculaire (g/mol) AG

ID (kcal/mol)
4-[(2-amino-4-hydroxy-5- 135566899 | C1gH17NsO3S | 383.4 -6.7
methylphenyl)diazenyl]-N-pyridin-2-
ylbenzenesulfonamide (MS436)
4-[(2-amino-4-hydroxy-3,5- 135566900 | C19H19NsO3S | 397.5 -7.2
dimethylphenyl)diazenyl]-N-pyridin-2-
ylbenzenesulfonamide
4-[(2-amino-3-chloro-4-hydroxy-5- 136226511 | C1gH16CINsO3 | 417.9 -6.8
methylphenyl)diazenyl]-N-pyridin-2- S
ylbenzenesulfonamide
6-carboxy-3-[methyl(propyl)amino]-2- | 151992001 | C24H24Ns06S | 510.5 -6.2
(2-oxoethyl)-4-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate
3-[butyl(ethyl)amino]-6-carboxy-2-(2- 151671650 | CysH2sN506S | 538.6 -6.0
oxoethyl)-4-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate
6-carboxy-3- 150943843 | Co7H25N506S 550.6 -7.0
[cyclohexyl(methyl)amino]-2-(2-
oxoethyl)-4-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate
6-carboxy-3-[ethyl(methyl)amino]-2-(2- | 150573593 | Ca3H22Ns506S | 496.5 -6.1
oxoethyl)-4-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate
6-carboxy-3-[cyclohexyl(ethyl)amino]- | 149930834 | CysH30Ns06S | 564.6 -6.9

2-(2-oxoethyl)-4-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate



https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H17N5O3S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/135566900
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H16ClN5O3S
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Résultats et discussion

4-amino-2-hydroxy-5-[[4-(pyridin-2- 145721898 | C1gH15Ns05S | 413.4 -6.9
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic

acid

2-[[4-[[2-[[difluoro(oxo0)-lambda6- 139507027 | C1gH14F3NsOg | 549.5 -7.0
sulfanylidene]amino]-4- S3

fluorosulfonyloxy-5-
methylphenyl]diazenyl]phenyl]sulfonyla
mino]pyridine

4-[cyclohexyl(ethyl)amino]-2-hydroxy- | 149930835 | C2sH31NsOS | 565.6 -6.8
3-(2-oxoethyl)-5-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic
acid

4-[ethyl(methyl)amino]-2-hydroxy-3-(2- | 150573594 | C3H23Ns06S | 497.5 -6.2
oxoethyl)-5-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic
acid

4-[cyclohexyl(methyl)amino]-2- 150943844 | Cy7H29N506S | 551.6 -7.2
hydroxy-3-(2-oxoethyl)-5-[[4-(pyridin-
2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic
acid

4-[2,2-dimethylpropyl(methyl)amino]-2- | 151281705 | CysH29Ns06S | 539.6 -6.6
hydroxy-3-(2-oxoethyl)-5-[[4-(pyridin-
2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic
acid

2-hydroxy-4-[methyl(propyl)amino]-3- | 151992002 | C24H25Ns06S | 511.6 -6.3
(2-oxoethyl)-5-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic
acid



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H15N5O5S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H14F3N5O6S3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H31N5O6S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H23N5O6S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N5O6S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H29N5O6S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H25N5O6S

Résultats et discussion

Dans la présente étude, la meilleure affinité avec la protéine 2MJV est estimé avec une
énergie de liaison de -7.2 kcal/mol présente chez les deux composés portant les codes
135566900 et 150943844. L’interaction des ligands dans le site actif est maintenue par une
énergie de liaison. Plus celle ci est reduite, plus I'efficacité de la liaison est élevee, résultant en
une inhibition accrue.
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Figure-04 :Structure des deux composés avec le score delta G le plus élevé par rapport au site
actif de la protéine 2MJV. A) Structure de CID 135566900 B) Structure de CID 150943844,

Les inhibiteurs (135566900 et 150943844) ayant la meilleure affinité pour 2mjv , possedent
le méme AG® =-7.2 kcal/mol traduisant une méme affinité apparente avec une origine
biosynthétiqgue commune et donc possédent le méme elément structural de base, leur structure
s’organise toujours autour d’un méme squelette ; la molécule 135566900 de formule
C19H19N503S a une masse molaire de 397.5 g/mol est caractérisée par 3 cycles, par contre la
molécule 150943844 de la formule C,7H29N506S a une masse molaire de 551.6 g/mol et
caractérisée par 4 cycles.
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Résultats et discussion

Le logiciel Discovery Studio visualizer a été utilisé pour identifier les résidus d'acides aminés
impliqués dans les interactions entre le site actif de la protéine cible 2MJV et les différents
analogues de MS436. Ces interactions protéine-ligand se caractérisent en particulier a travers
les liaisons hydrogene et les interactions hydrophobes , lesquelles jouent un réle majeure dans
la prévision et I'évaluation de la force de liaison entre ligand et protéines, sachant que plus le
nombre de liaisons hydrogene est élevée, plus I'efficacité de la liaison et de I'inhibition est
élevée.

Nous avons choisi les 6 meilleurs ligands portant les codes :135566900,150943844,
150943843,139507027, 149930834, 145721898 parmi 15 ligands dont I’énergie d’interaction
été calculée lors des expériences de docking, le tableau ci-dessous présente ces 6 meilleurs
ligands :

Tableau-03 :Interactions des 6 ligands les mieux ancrés contre le site actif de la protéine
2MJV.

PubChem ID Liaison Intéraction

135566900 ARG B:423 | conventional Hydrogen Bond - -

ASP B :459 |Conventional Hydrogen Bond

MET B :457 |Conventional Hydrogen Bond

ASP B :337 |Conventional Hydrogen Bond

PHE B :450

PHE B :454 |Pi-Pi T-shaped

PRO B :336 -

VAL B:335 -

ALA B :420 -

150943844 GLU B :417 |Conventional Hydrogen Bond

GLN B:416 | conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked

LYS B :349 |Conventional Hydrogen Bond

ASP B :414 |Pi-Anion
ALA B :420 -

VAL B :350 -

ALA B :343 -
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Résultats et discussion

150943843

ARG B :423

Conventional Hydrogen Bond

ALA B :455

Conventional Hydrogen Bond-Carbon Hydrogen Bond

MET B :457

Conventional Hydrogen Bond

PHE B :454

Unfavorable Acceptor-Accepto-Pi-Pi T-shape-

ASP B :459

Pi-Anion

139507027

ALA B :343

Conventional Hydrogen Bond

LYS B :349

Conventional Hydrogen Bond

GLN B :416

Conventional Hydrogen Bond

ASP B :414

Pi-Anion

ARG B :413

VAL B :350

ALA B :420

ARG B :423

149930834

HIS B:341

Carbon Hydrogen Bond

GLU B :417

Van der Waals

LYS B :349

Conventional Hydrogen Bond

GLN B :416

Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked

ASP B :414

Pi-Anion

ALA B :420

145721898

ASP B :337

Conventional Hydrogen Bond

ASP B :459

Conventional Hydrogen Bond

ARG B :423

Conventional Hydrogen Bond

PHE B :454

Pi-Pi T-shaped

ALA B :420

12



Résultats et discussion

Le compose 135566900 a présenté un score de liaison de -7.2 kcal/mol avec la création d’une
liaison Hydrogéne et d’une liaison alkyl et d’une liaison Pi-alkyl avec les acides aminés
ARG423, trois liaisons hydrogenes avec les acides aminés (ASP459- MET457- ASP337),
une liaison Pi-sulfur avec les acides aminés PHE450, une liaison Pi-Pi T-shaped avec les
acides aminés PHE454, et trois liaisons Alkyl et Pi-Alkyl avec les acides aminés (PRO336 -
VAL335 - ALA420) (Figure-05) (Tableau-03).

A)

Interactions

- Cormwen tional Hydrogen Bond I:I Akl
|:| Pi-Sulfur |:| Pi-alkoyl
I Pi-Fi T-shaped

B)

Figure-05: A) Interaction 2D de composé portant le code 135566900 avec la protéine 2MJV
(-7.2 kcal/mol). B) Représentation d’interaction du composé portant le code 135566900 dans
le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Le composeé 150943844 a présenté un score de liaison de -7.2 kcal/mol avec la création d’une
liaison Hydrogéne avec les acides aminés GLU417, une liaison Hydrogéne et une liaison
Amide-Pi Stacked avec les acides aminés GLN416, une liaison Hydrogéne avec les acides
aminés LYS349, une liaison Pi-Anion avec les acides aminés ASP414, et trois liaisons Alkyl
et Pi-Alkyl avec les acides aminés (ALA420 - VAL350 - ALA343) (Figure-06)(Tableau-03).

W L
B =50
AL
E=a4=
Imbteractiomns
_ Cormwven tiomal Hydrogen Bond I:I Akl
B F-Aon (— Y
_ Amide P Stacked

Figure-06: A) Interaction 2D de composé portant le code 150943844 avec la protéine 2MJV
(-7.2 kcal/mol). B) Représentation d’intéraction du composé portant le code 150943844 dans

le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Le compose 150943843 a presenté un score de liaison de -7.0 kcal/mol avec la création d’une
liaison carbone-hydrogene avec les acides aminés ALA455, deux liaisons Hydrogéne avec les
acides aminés (ARG423 — MET457), une liaison Pi-Anion avec les acides aminés ASP459, et
trois liaisons Unfavorable Acceptor-Acceptor + Pi-Pi T-shaped+ Pi-Alkyl avec les acides
aminés PHE454 (Figure-07) (Tableau-03).

A)

Inmteractions
- Conventional Hydrogen BEond -
I:I Carbon Hydrogen Bond - Fi-Fi T-shaped

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

B)

Figure-07 : A) Interaction 2D de composé portant le code 150943843 avec la protéine 2MJV
(-7.0 kcal/mol). B) Représentation d’intéraction du composé portant le code 150943843 dans

le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Le compose 139507027 a presenté un score de liaison de -7.0 kcal/mol avec la création de
trois liaisons Hydrogene avec les acides aminés (ALA343 - LYS349 -GLN416), une liaison
Pi-Anion avec les acides aminés ASP414, et quatre liaisons Pi-Alkyl avec les acides aminés
(ARG413 - VAL350 — ALA420 — ARG423) (Figure-08) (Tableau- 03).

A)

ARG
B:az23

ALa
B:a20

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond E Pi-Alkyl

- Pi-Anion

B)

Figure-08: A) Interaction 2D de composé portant le code 139507027 avec la protéine 2MJV
(-7.0 kcal/mol). B) Représentation de I’interaction du composé portant le code 139507027
dans le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Le compose 149930834 a presenté un score de liaison de -6.9 kcal/mol avec la création d’une
liaison carbone avec les acides aminés HIS341,une liaison VVan der Waalsavec les acides
aminés GLU417, une liaison Hydrogéne avec les acides aminés LY S349, deux liaisons
Amide-Pi Stacked+hydrogéne avec les acides aminés GLN416 , une liaison Pi-Anion avec les
acides aminés ASP414, et deux liaisons Alkyl et Pi-Alkyl avec les acides aminés ALA420

(Figure-09) (Tableau-03).

A)
HIS
B:241
Imbteractions
[ 1 wander waals I Amide-Pi Stacked
_ Conwen tional Hydrogen Bond I:I Akl
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-aAlkoyl
I Pi-anion
B)

Figure-09: A) Interaction 2D de composé portant le code 149930834 avec la protéine 2MJV
(-6.9 kcal/mol). B) Représentation de I’interactions du composé portant le code 149930834

dans le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Le compose 145721898 a presenté un score de liaison de -6.9 kcal/mol avec la création du
trois liaisons Hydrogéne avec les acides aminés (ASP337-ASP45-ARG423), une liaison Pi-Pi
T-shaped avec les acides aminés PHE454, et une liaisonPi-Alkyl avec les acides aminés

ALA420 (Figure-10) (Tableau-03).

£
B3 4
S 1
o ;,_’:T,_\
h_ ".. .—;__r ! \ J,-’—:'__ et IOI
— 1 £ = —t
¢ Nt L N
-
o——\:‘\.:\ 3 P
- el - “a
= - - i, 3
% ; i s
- P CeRG
P B:a23
asp B:459 B
‘B:asg
— AL
B:42
Inmteractions
- Conwventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkoyl
I Fi-Pi T-shaped

Figure-10: A) Interaction 2D de composé portant le code 145721898 avec la protéine 2MJV
(-6.9 kcal/mol). B) Représentation d’intéraction du composé portant le code 145721898 dans

le site actif de la protéine 2MJV.
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Résultats et discussion

Dans le but de savoir le site de fixation dans la protéine cible 2MJV, nous avons comparé la
similitude entre les acides aminés par lesquels le ligand MS436 se fixe avec la protéine
2MJV, et les acides aminés de chacun de 6 composés ayant les meilleures affinités par
lesquels ils sont mieux ancrés contre le site actif de la protéine 2MJV.

Le ligand MS436 interagit avec la proteine 2MJV par le biais de 4 résidus d’acides aminés :
ARG423, ALA 455, PHE454 et ALA420.

ARG
B:a423

PHE LY.y
B:-453 B:A420

ALA
B:455

Imteractions

: Conwventional Hydrogen Bond : Pi-alkoyl
I Fi-Pi T-shaped

Figure-11 : Interaction 2D de ligand MS436.

e Les acides aminés en commun avec le composé 135566900 par rapport au ligand MS436
sont : ARG423 - PHE454 - ALA420.

e Pour le composé 150943844, il s’agit d’un seule a.a en commun: ALA420.

e Pour le composé 150943843, il s’agit de 3 a.a en commun : ARG423- ALA455- PHE454.

e Pour le composé 139507027, il s’agit de 2 a.a en commun : ARG423- ALA420.

e Pour le composé 149930834, il s’agit d’un seule a.a en commun: ALA420.

e pour le composé 145721898, il s’agit de 3 a.a en commun : ARG423-PHE454-ALA420.

La similitude réside dans les trois acides aminés (ARG423 - PHE454 - ALA420) nous
permis de suggerer que ces a.a appartient au site de fixation dans la protéine 2MJV. Il est
aussi interessant de noter qu’il ya certains d’acides aminés (ASP459 - ASP414 - VAL350 -
PHE450 - GLN416) qui sont présents dans les liaisons de plusieurs ligands, ce qui suggere
que ces a.a se trouve approximité de site de fixation.
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Résultats et discussion

Pour valider ces composés comme médicaments , il est interessant d’évaluer leurs paramétres
pharmacocinétiques.

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et completement absorbé par voie gastro-
intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une
maniere a ne pas altérer les fonctions de 1I’organisme, et éliminé de maniére appropriée sans
causer des dommages.

Dans ce contexte, les propriétés pharmacocinétiques (ADME) des 6 principaux ligands
(Figures-05-06-07-08-09-10) ont été évaluées a l'aide de du site Web SwissADME
(figure-12) en vue de déterminer le potentiel pharmacologique de chacun de ces composés sur

la base de la régle de Lipinski (tableau-04).

LIPO

FLEX

INSATU

INSOLU

SIZE

POLAR

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Code :135566900

4-[(2-amino-4-hydroxy-3,5-dimethylphenyl)diazenyl]-N-

pyridin-2-ylbenzenesulfonamide

Code :150943844

4-[cyclohexyl(methyl)amino]-2-hydroxy-3-(2-oxoethyl)-5-
[[4-(pyridin-2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic acid

LIPO

FLEX

INSATU

INSOLU

SIZE

POLAR

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Code :150943843

6-carboxy-3-[cyclohexyl(methyl)amino]-2-(2-oxoethyl)-
4-[[4-(pyridin-2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate

Code :139507027

2-[[4-[[2-[[difluoro(oxo)-lambda6-sulfanylidene]amino]-4-
fluorosulfonyloxy-5-
methylphenyl]diazenyl]phenyl]sulfonylamino]pyridine
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Résultats et discussion

FLEX

INSATU

LIPO

INSOLU

SIZE

POLAR

FLEX

INSATU

LIPO

INSOLU

SIZE

POLAR

Code :149930834

6-carboxy-3-[cyclohexyl(ethyl)amino]-2-(2-oxoethyl)-4-
[[4-(pyridin-2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]phenolate

Code : 145721898

4-amino-2-hydroxy-5-[[4-(pyridin-2-
ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic acid

Figure-12 :Les proprietés ADME des 6 principaux

ligands portant

les codes:

135566900,150943844,150943843, 13950702,149930834,145721898.La région rose illustre
la gamme optimale pour chaque propriéteé.

Tableau-04 : Propriétés pharmacocinétiques des 6 principaux ligands.

Molécule LIPO SIZE POLAR(A?) | INSOLUIn | INSTATUIn FLEX Lipinski( Pfizer)
Lipophility (9/mol) Polarity solubility saturation Flexibility filter
135566900 3.18 397.5 138.41 -4.45 0.11 5 Yes : 0 violation
150943843 4.54 550.6 172.83 -5.80 0.30 10 No : 2violations
MW>500,
N or O>10
149930834 491 564.6 172.83 -6.04 0.32 11 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
139507027 5.09 549.5 181.72 -6.31 0.06 8 No : 2violations
MW>500,
N or 0>10
145721898 2.53 413.4 175.71 -4.06 0.00 6 Yes : 0 violation
150943844 4.54 551.6 170.00 -5.80 0.30 10 No :2violations
MW>500 ,
N or O>10
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Résultats et discussion

La regle de Lipinski, également connue sous le nom de regle 5 (MW<500,
MLOG< 4,15,NorO< 10, NhorOH< 5), les diagrammes radar de biodisponibilité obtenus ont
été analysés pour leurs propriétés de type médicamenteux, dont la lipophilie (XLOGP3 entre
— 0,7 et + 5,0), le poids moléculaire (entre 150 et 500 g/mol), la polarité (entre 20A et 130A),
I’insolubilité¢ (log S ESOL entre 0 et 6), I'insaturation (fraction Csp3 entre 0.25 et 1) et la
flexibilité (entre 0 et 9).

L’objectif de la régle de Lipinski est d’estimer la biodisponibilité par voie orale d'un composé
par le biais de sa structure bidimensionnelle, dont le composé qui ne réponde pas a au moins
trois des cinq criteres est susceptible de poser des problemes d'administration orale[30].

Le tableau 04 montre que parmis les six composés, il y a que les deux portants les codes
135566900 et 145721898 qui ont des propriétés pharmacocinétiques optimales et répondent
aux regles de Lipinski. En revanche, tous les autres composés ne satisfont pas leurs propriétés
en suivant cette régles des cinq criteres ou aux propriétés pharmacocinétiques.

Dans notre travail, nous avons constaté que les deux inhibiteurs 135566900 et 145721898
présentent 1’absorption gastro-intestinale la plus élevée, ce qui indique que ces composes
pourraient étre administré par voie orale sans poser des problemes.
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Conclusion

La présente étude consiste a proposer et développer in silico des inhibiteurs potentiels
qui agissent sur la protéine cible 2MJV ce qui permet de neutraliser la prolifération des
cellules cancéreuses causées par la protéine TWIST. Pour la réalisation de cette étude nous
avons utilisé le docking moléculaire.

Les résultats de docking basé sur I’énergie de liaison entre la protéine 2MJV et 15
analogues du composé MS436; montrent que les composes 135566900, 150943844,
150943843, 139507027, 149930834, 145721898 sont les six meilleures inhibiteurs de la
protéine 2MJV, et que I’inhibiteur 4-[(2-amino-4-hydroxy-3,5-dimethylphenyl)diazenyl]-N-
pyridin-2-ylbenzenesulfonamide qui porte le code 135566900 et 1’inhibiteur 4-amino-2-
hydroxy-5-[[4-(pyridin-2-ylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]benzoic acid qui porte le code
145721898 présentent les meilleures énergies de liaison (-7.2 kcal/mol et -6.9 kcal/mol),
ainsi que des propriétés pharmaceutiques intéressantes ce qui indigue que ces deux composés
sont des bons candidats médicaments sans effets indésirables pour le traitement du cancer.
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Annexes

Tableau-05: Interactions des ligands les moins ancrés contre le site actif de la protéine

2MJV.
PubChem Liaison Intéraction
ID

135566899 | ARG B 423 | Conventional Hydrogen Bond -
ALA B :455 |Conventional Hydrogen Bond
PHE B:454 |Pi-Pi T-shaped
ALA B :420

136226511 ARG B:423 | conventional Hydrogen Bond -
ALA B :455 |Conventional Hydrogen Bond
PHE B :454 |Pi-Pi T-shaped
ALA B :420

151992001 LYS B :349 |Conventional Hydrogen Bond
GLN B:416 | conventional Hydrogen Bond - Carbon Hydrogen

Bond

ASP B:414 |Pi-Anion
ARG B :413 -
VAL B :350 -
ALA B:343 -
PHE B :450 -
PHE B :454 -
ARG B :423 -
ALA B:420 -
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151671650  |ARG B 423 | conventional Hydrogen Bond - -

SER B :427 Conventional Hydrogen Bond

GLU B :451 Conventional Hydrogen Bond

HIS B:396 | pj-pj T-shaped ~Amide-Pi Stacked

PHE B:454 | pj-pj T-shaped -Amide-Pi Stacked

ALA B :420 -

LEU B:424 -

150573593 ARG B :423 Conventional Hydrogen Bond -

ALA B :455 Carbon Hydrogen Bond

PRO B:458 |Carbon Hydrogen Bond

PHE B :454 Pi-Pi T-shaped

ALA B :420

149930835 LYS B :349 Conventional Hydrogen Bond

GLN B:416 | conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked

GLU B :417 Conventional Hydrogen Bond

ASP B :414 Pi-Anion

ALA B :420 -

150573594 ARG B :423 Conventional Hydrogen Bond - -

ASP B :337 Conventional Hydrogen Bond

PRO B:458 |Carbon Hydrogen Bond

PHE B :454 Pi-Pi T-shaped

ALA B :420
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151281705 LYS B:346 |Conventional Hydrogen Bond

ASP B :459 Conventional Hydrogen Bond -
UnfavorableAcceptor-Acceptor

LYS B:349 | conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

ALA B:343 | conventional Hydrogen Bond - -

SER B:338 | Ccarbon Hydrogen Bond - Unfavorable Acceptor-
Acceptor

ARG B :413 -

VAL B :335 -

VAL B :350 -

151992002 LYS B :349 Conventional Hydrogen Bond

GLN B:416 Conventional Hydrogen Bond - Carbon Hydrogen
Bond

ASP B:414 | conventional Hydrogen Bond - Pi-Anion

ARG B :423 -

PHE B :454 -

PHE B :450 -

ARG B :413 -

VAL B :350 -

ALA B :420 -
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Tableau-06 : Propriétés pharmacocinétiques des ligands ayant les moins faibles énergie de

liaison .
Molécule | LIPOLipop SIZE POLAR(A?) | INSOLUInso | INSTATU FLEX Lipinski( Pfizer)
hility (g/mol) Polarity lubility | Insaturation |  Flexibility filter
135566899 2.81 383.4 138.41 -4.15 0.06 5 Yes : 0 violation
136226511 3.44 417.9 138.41 -4.74 0.06 5 Yes : 0 violation
151992001 3.62 510.5 172.83 -4.93 0.21 11 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
151671650 4.35 538.6 172.83 -5.41 0.27 13 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
150573593 3.10 496.5 172.83 -4.59 0.17 10 Yes: lviolation :
N or O>10
149930835 491 565.6 170.00 -6.05 0.32 11 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
150573594 3.10 497.5 170.00 -4.60 0.17 10 Yes: lviolation :
N or O>10
151281705 4.46 539.6 170.00 -5.62 0.27 11 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
151992002 3.62 511.6 170.00 -4.94 0.21 11 No : 2violations
MW>500 ,
N or O>10
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