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Relation structure—fonction

La structure chimique d’une classe de perturbateurs endocriniens, les diphé-
nylalcanes hydroxylés ou bisphénols (BP), ayant une activité cestrogénique
(cestrogéno-mimétique) significative, est composée par deux cycles aroma-
tiques (phényles) liés par un pont carbone. La structure du bisphénol A (BPA,
4,4 -dihydroxy-2,2-diphénylpropane en nomenclature IUPAC), composé le
plus connu de cette famille, est représentée en figure 30.1.

R1

vo—( A ) (8 )—or

R2
Figure 30.1 : Formule semi-développée des bisphénols

Ces molécules interagissent avec les mémes récepteurs (ERa, ERB ou ERRY)
que les cestrogénes naturels comme 1’cestradiol (E2) (Agatonovic-Kustrin et
Turner, 2008). Par différence avec l'cestradiol, la structure d’'un récepteur
cristallisé avec le BP n’a pas été résolue par analyse aux rayons X. Cependant,
des études expérimentales et/ou théoriques ont mis en évidence différents
types d’interactions substrat (BP)/récepteur, mettant en ceuvre soit des analo-
gies avec E2 (groupements hydrophobes, hydrophiles, accepteurs/donneurs de
liaison H), soit des simulations atomistiques. Ces études ont conduit a des
relations bien définies entre les caractéristiques structurales et 'activité biolo-
gique (souvent in vitro) de cette classe de BP.

En effet, la partie 66-Kd du récepteur ER se compose de trois domaines
structuralement distincts : un domaine N-terminal de liaison a PADN, un
domaine N-terminal et un domaine C-terminal formant une poche hydro-
phobe (Brzozowski et coll., 1997 ; Tanenbaum et coll., 1998). Cette cage
tridimensionnelle est composée de plusieurs sites de liaison non spécifiques
sur lesquels peuvent se loger 'cestrogene ainsi que d’autres ligands (figure
30.2). Avec un volume de 440 A’ la poche de liaison est beaucoup plus
grande qu’une molécule d’cestrogéne, occupant a elle seule un volume de 245
A’ (pour E2). Ce volume vide est construit a aide de résidus non polaires lui

N

conférant la capacité a se lier avec une grande variété de ligands dont la
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structure prend en compte un groupement phénol, discriminant retrouvé sur
la molécule d’cestrogene.

moléculed’eau
liaisonshydrogene

Figure 30.2 : Structure a rayons X de la poche hydrophobe du ERa avec le
substrat naturel 17 cestradiol (E2) (Brzozowski et coll., 1997 ; Tanenbaum et
coll., 1998)

Etudes in-silico

Au cours de ces derniéres années, un grand nombre de travaux portant sur des
méthodes QSAR ont été dédiés a Iétude des interactions de ligands non
stéroidiens avec le récepteur ER. Le BPA et ses dérivées ont fait I'objet de
quelques travaux spécifiques (Coleman et coll., 2003) mais sont le plus sou-
vent inclus dans le jeu d’entrainement ou de validation des modeles QSAR
(Gao et coll., 1999 ; Shi et coll., 2001 ; Waller, 2004 ; Devillers et coll., 2006 ;
Kadowaki et coll., 2007 ; Liu et coll., 2007 ; Roncaglioni et coll., 2008a et b).
Il faut toutefois souligner que dans la plupart de ces travaux, le critere
d’évaluation est I'affinité de liaison au récepteur, absolue (binding affinity, BA)
ou relative au ligand naturel E2 (relative binding affinity, RBA). Des criteres
d’évaluation plus complexes sont rarement considérés (Coleman et coll.,

2003 ; Roncaglioni et coll., 2008a).

Les jeux d’entrainements sont généralement composés de plusieurs centaines
de molécules, mais les jeux de validation sont souvent plus petits (une
centaine de molécules), sauf dans quelques cas particuliers (Liu et coll.,
2007). Ces modeles permettent la détermination qualitative et/ou quantita-
tive de l'activité cestrogénique en termes d’affinité. Des accords allant jusqu’a
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90 % ont été obtenus sur des modeles qualitatifs fournissant une réponse
binaire, de type active ou non active (Liu et coll.,, 2007). Les modeles
quantitatifs, plus complexes, présentent également de trés bonnes corréla-
tions (R2>0,90) en ce qui concerne l'affinité avec les ER, et des pouvoirs
prédictifs (q2>0,6) pour de trés grands ensembles de ligands de structures
extrémement variées (Shi et coll., 2001) (figure 30.3).

Une amélioration significative a été apportée en couplant les modeles QSPR
traditionnels avec des approches de type « docking » et ab-initio.

Dans ce cas, le modele se caractérise par une excellente corrélation

(R2=0,991) et une trés bonne prédictivité (q2=0,92) (Sippl et coll., 2000).

Modélisation moléculaire comparative

log RBA calculé

log RBA expérimental

Figure 30.3 : Exemple d’une corrélation linéaire (R2=0,91) entre l'affinité de
liaison relative a E2 (relative binding affinity) calculée et expérimentale (Shi et
coll., 2001)

Malheureusement, seul un ensemble restreint de molécules (30) a été consi-
déré, et ceci principalement a cause des limitations informatiques. Par ailleurs,
des travaux de type QSAR traditionnel ont été effectués dans le cadre des
normes réglementaires OCDE (Tong et coll., 2003 ; Liu et coll., 2006 ; Jensen
et coll., 2008). Ces modeles ont également permis d’identifier les principales
caractéristiques structurales nécessaires lors de l'interaction ligand récepteur.
Néanmoins, des informations plus détaillées sur les interactions microscopiques
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entre le ligand et 'ER peuvent étre déterminées en combinant des approches
expérimentales dans lesquelles plusieurs ligands sélectivement modifiés sont
testés A I'aide de modeles QSAR, de docking ou d’atomistique. En particulier,
I’étude des interactions ligand-ER portant sur des modeles de chimie quantique
a montré que I'énergie d'interaction théorique et I'affinité déterminée de fagon
expérimentale sont bien corrélées (Fukuzawa et coll., 2005). Ces modeles
donnent non seulement des informations sur les mécanismes sous-jacents, mais
également une relation linéaire (R>0,8) entre I'énergie d’interaction calculée
et l'activité expérimentale. Le croisement des données théoriques avec les
informations expérimentales a permis l'individualisation des caractéristiques
structurales du ligand (Kadowaki et coll., 2007).

Relation structure-fonction

Les ERs peuvent lier un nombre important de molécules structuralement
différentes. Les caractéristiques principales de leurs ligands naturels (sté-
roides) relévent de la présence d’un groupement aromatique hydroxylé (cycle
phénolique) et d’'un squelette hydrophobe (Anstead et coll., 1997 ; Fang et
coll., 2001). Ces caractéristiques essentielles pour I'activité cestrogénique se
retrouvent également dans les BP, molécules caractérisées par un cycle aroma-
tique porteur d'un groupement hydroxyle (cycle A, figure 30.1) et éventuelle-
ment substituée en position para. La structure a cycles condensés, retrouvée
dans le cas de E2 n’est par conséquent pas nécessaire pour obtenir une activité
cestrogénique en terme de prolifération des cellules de cancer du sein humai-
nes MCF-7 (Dodds et Lawson, 1936 ; Perez et coll., 1998), et peut méme
donner lieu 2 des composés non actifs comme les dérivés naphtols (Soto et
coll., 1995). La présence du groupement hydroxyle est fondamentale dans
’activité cestrogénique. En effet, I’élimination d’un groupement OH conduit
au 4-a-cumylphénol (HOCH,-C(CH;),-C¢Hs), composé ayant une affinité
de liaison (binding affinity) avec le récepteur égale a celle du BPA, alors que
’élimination du second OH, donne lieu au composé 2,2-diphénylpropane
(C¢Hs5-C(CHj5),-C¢Hs), molécule complétement inactive (vis-a-vis du
récepteur ERRYy) (Okada et coll., 2008).

La présence d'un second groupement fonctionnel a base d’oxygene
(hydroxyle, cétone, ou carbonyle), positionné sur la partie terminale de la
molécule, en opposition au cycle phénolique, confere ou du moins augmente
lactivité cestrogénique (cellules MCF-7) (Perez et coll., 1998). Le BPA et le
bisphénol F (BPE 4,4’-Methylenbisphénol), tous deux porteurs de deux grou-
pements OH, ou le bisphénol A dimethacrylate (BIS-DMA) et le bisphénol-
A-bis chloroformate (BPACF) ont montré une activité cestrogénique lors des
tests de prolifération et d’'induction protéique (Perez et coll., 1998).

Par analogie avec E2, ces deux groupements sont nécessaires pour établir deux
interactions liantes de type liaison H a l'intérieur de la poche de E2 (voir
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figure 30.2) avec d’un c6té, une molécule d’eau, de Glu353 et de Arg394, et
de Pautre, une molécule de His 524 (Brzozowski et coll., 1997 ; Tanenbaum et
coll., 1998). Néanmoins, la présence et la distance entre ces deux groupe-
ments hydroxyles ne sont pas les seuls facteurs critiques. En particulier, la
nature des substituants liés au pont carbone peut déterminer I'activité cestro-
génique. Par exemple, la substitution des groupements méthyles positionnés
sur ce dernier, par des groupements hydrophiles provoque une baisse de
'activité cestrogénique, causée par la diminution de la force d’interaction
avec la partie hydrophobe du récepteur (Kitamura et coll., 2005). Une autre
expérience a montré que le remplacement des groupements CH;5 par des
groupements CF;, donnant lieu au bisphénol AF (BAE 2,2-Bis(4-
hydroxyphenyl) hexafluoropropane), induit une baisse de 'activité (Okada et
coll., 2008). En revanche, le remplacement des deux groupements méthyles
par des chaines propylées accroit 'expression des génes et des protéines

(Matsushima et coll., 2010).

Limportance du cycle benzénique B peut étre évaluée en le remplacant par des
groupements alkyles. En effet, sa substitution par des groupements méthyles ou
éthyles dérivés (4-tert-butylphénol et 4-tert-amylphénol) se matérialise par une
baisse significative de I'activité, devenant ainsi inférieure a celle du 4-o-
cumylphénol. Pour des chaines non volumineuses, 'interaction reste toutefois
marquée (Okada et coll., 2008). Par conséquent, la présence d’un cycle aroma-
tique suggere une interaction de type m-1 ou XH-n (X=N,0,C) avec la poche
du récepteur, interaction absente dans le cas de substituants alkyls. Enfin, la
présence de substituants chlorés en position 3 ou 5 sur le cycle A a également
un effet significatif sur I'activité, et permet de renforcer I’affinité de liaison avec
le récepteur (Liu et coll., 2007). En effet, des dérivés chlorés peuvent se former
lors du recyclage du papier thermique (par blanchissage a I'hypochlorite de
sodium) qui sont 28 fois plus cestrogéniques que le BPA (Fukazawa et coll.,
2002). Les requis structuraux sont résumés dans la figure 30.4.

Régulateur de l'activité

Essentiel pour I'activité
oestrogénique Augmentation de I'activité

Figure 30.4 : Représentation des relations entre structure et propriétés pour le
bisphénol
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En conclusion, les bisphénols interagissent avec les mémes récepteurs (ERa,
ERB ou ERRY) que les cestrogenes naturels comme ['cestradiol (E2). Des
études ont montré qu'il existe des relations bien définies entre les caractéris-
tiques structurales et I'activité biologique des bisphénols. Des modeles QSAR
permettent la détermination qualitative et/ou quantitative de lactivité
cestrogénique en termes d’affinité et donnent des informations sur les méca-
nismes sous-jacents.

La présence d’'un groupement aromatique hydroxylé (cycle phénolique) et
d’un squelette hydrophobe, caractéristiques essentielles pour I'activité cestro-
génique, se retrouvent dans les bisphénols. La présence du groupement
hydroxyle est fondamentale pour I'activité cestrogénique. La présence d’un
second groupement fonctionnel a base d’oxygéne (hydroxyle, cétone, ou
carbonyle), positionné sur la partie terminale de la molécule, en opposition au
cycle phénolique, confere ou du moins augmente l'activité cestrogénique.
Clest le cas du BPA et du bisphénol F (BPE 4,4’-Methylenbisphénol) du
bisphénol A dimethacrylate (BIS-DMA) et du bisphénol-A-bis chlorofor-
mate (BPACF). Ces substances montrent une activité cestrogénique lors des
tests de prolifération et d’induction protéique.

Par ailleurs, la nature des substituants liés au pont carbone peut déterminer
'activité cestrogénique. Par exemple, la substitution des groupements méthy-
les positionnés sur ce dernier, par des groupements hydrophiles provoque une
baisse de P'activité cestrogénique, causée par la diminution de la force d’inte-
raction avec la partie hydrophobe du récepteur. La substitution du cycle
benzénique B par des groupements méthyles ou éthyles dérivés (4-tert-
butylphénol et 4-tert-amylphénol) se traduit par une baisse significative de
lactivité. En revanche, le remplacement des groupements CH; par des grou-
pements CF; (bisphénol AF) ou encore le remplacement des deux groupe-
ments méthyles par des chaines propylées accroit I'expression des genes et des
protéines.

La présence de substituants chlorés en position 3 ou 5 sur le cycle A a
également un effet significatif sur 'activité. Les dérivés chlorés qui peuvent se
former lors du recyclage du papier thermique (par blanchissage a 'hypochlo-
rite de sodium) sont 28 fois plus cestrogéniques que le BPA.
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