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Liste des abréviations

ADN L'acide Désoxyribonucléique
ROS Especes Reactives De L'oxygéne

RNS Les Espéces Réactives De L'azote
RSS Les Espéces Réactives Du Soufre
RCS Especes Réactives Du Carbone
X0 Xanthine Oxidase

NOS Oxyde Nitrique Synthase

INOS Inducible Nitric Oxide Synthase
NNOS  Neuronal Nitric Oxide Synthase
eNOS Endothelial Nitric Oxide Synthase
SOD Superoxyde Dismutase

CAT La Catalase

Gpx La Glutathion Peroxydase

GR La Glutathion Réductase

BHT Le Butylhydroxytoluéne

BHA Le Butylhydroxyanisole

NO Monoxyde D'azote

AA Acide Arachidonique

COX Cyclooxygénade

PG Prostaglandine.

PLA2 Phospholise A2,

LOX Lypoxygénase

Txs Thromboxen

AINS Anti-Inflammatoire Non Stéroidien
AIS Anti-Inflammatoire Stéroidien
POX Peroxydase

HPETE Acide Hydroxyeicosatétraénoique
RMSD  root-mean-square deviation

PDB Protein Data Bank

SMILES Simplified Molecular Input Line Entry System.
R Rubus ulmefolius

P Prunus persica
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INTRODUCTION GENERALE




Introduction Générale

La recherche de nouvelles molécules médicamenteuses a partir des plantes
médicinales naturelles a connus une croissance considérable des derniére décennies [1].
Les plantes médicinales ont démontré leurs multiples effets biologiques dans de
nombreuses études décrites pour leurs propriétés pharmacologiques intéressantes et
variées, parce qu’il contient des composés, connus sous le nom de métabolites secondaires
et qui sont riches par leurs propriétés biologiques notamment leur potentiel antioxydant
pour lutter contre le stress oxydatif [2] qui est le résultat d’un déséquilibre chimique entre
la surproduction des radicaux libres et la défense antioxydant [3], aussi leur potentiel anti-
inflammatoire contre I’inflammation [2] un mécanisme physiologique qui se produit en

réponse a des stimuli nocif [4].

La bioinformatique est une discipline en constante evolution, avec des outils et
techniques informatiques et mathématiques pour la gestion et l'analyse des données
biologique. Le terme bioinformatique est relativement nouveau, qui signifie la biologie
computationnelle, ou la biologie in silico [5]. Cette discipline s’intéresse a la conception
est a la recherche de nouveaux médicaments a 1’aide d’un ordinateurs et en se basant sur la

connaissance d'une cible biologique.

Dans sa forme la plus simple, la conception des médicaments consiste a concevoir
des molécules dont la forme et la charge sont complémentaires de la cible moléculaire avec
laquelle elles interagissent et se lient [6]. Le docking moléculaire est I'une des premiéres
étapes de la conception de medicaments cette technique de modélisation est utilisee pour
prédire les interactions probables entre des ligands et les acides aminés composant la

structure du récepteur [7]

Dans notre travail nous avons examiné le pouvoir inhibiteur des composés
identifiés dans I’extrait des feuilles des plantes médicinales Prunus persica et Rubus
ulmefolius. Ces plantes algériennes constituent la 19°™ plus grande famille des plantes

appartenant a la famille des roces (rosaceae) [8,9].
L’objectif principal de ce mémoire est de mener une étude in silico pour :

» L’évaluation des activités antioxydante et antiinflammatoire des principaux
composeés présents dans les deux plantes Prunus persica et Rubus ulmefolius par le
docking moléculaire afin de trouvés de nouveaux inhibiteurs avec de meilleures

affinités envers les enzymes responsables des phénomeénes du stress oxydatif
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(xanthine oxydase et inductible oxyde nitrique synthase) et I’inflammation
(cyclooxygenase-2).

» L’analyse pharmacocinétique décrite par les paramétres ADMET, les propriétés
physico-chimiques, et les régles Druglikeness des inhibiteurs sélectionnes, afin de
voir si ces molécules possédent un caractere thérapeutique et peuvent étre utilisés

autant que des médicaments.

Le manuscrit de ce travail est divisé en trois chapitres, comme suit

e Dans le premier chapitre nous avons donné une description générale de l'activité
antioxydante, anti-inflammatoire et la présentation de chaque cible enzymatique
responsable ainsi que leur mécanisme d’action. Aussi, nous avons présentes les
deux plantes médicinales, leurs caractéristiques ainsi que leurs effets

thérapeutiques.

e Le deuxiéme chapitre est consacré aux méthodes de calculs tel que la modélisation
et le docking moléculaire, aussi nous avons présenté les régles druglikeness et les
propriétés ADMET.

e Dans le troisieme chapitre tous les resultats obtenus sont analysés et discutés en
détail.

Nous terminons ce travail par une conclusion générale ainsi que les perspectives.

.
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I. Généralités sur Pactivité antioxydant
I.1. Le stress oxydative et les radicaux libres
I.1.1. Stress oxydatif :
Le stress oxydatif est un terme relativement nouveau en biologie, introduit pour la
premiere fois par Sies en 1991. Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre chimique

entre les systéemes pro-oxydants et les antioxydants. (Figure 1) [1].

Antioxydants

i Radicaux libres
& ®

-—

2

Stress oxydant

Figure 1 : déséquilibre de la balance pro-oxydant / antioxydants.

1.1.2. Effet du stress oxydatif sur I’organisme :

Le stress oxydatif a été défini comme nocif car une production excessive des radicaux
libres endommage les molécules biologiques a savoir : I’oxydation des lipides, de I’ADN et

des protéines [2,3].
s+ Peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique est un phénoméne général qui est décrit comme un
processus par lequel les radicaux libres attaquent les lipides et principalement les acides gras
polyinsaturés suivant une réaction en chaine a travers trois étapes principales : initiation,

propagation et terminaison [4].
% Oxydation d’ADN :

L'ADN est la mémoire de toute la composition biochimique d'un organisme. C'est une
molécule trés sensible aux dommages oxydatifs et aux attaques des radicaux libres oxygénés
[5]. Les ROS réagissent avec la guanine, un composant de base de I'ADN, la convertissant en
8-hydroxy-2'-désoxyguanosine, qui induit des mutations spécifiques. Les dommages a 'ADN
peuvent entrainer des ruptures de brins, des liaisons croisées protéine-ADN et des

modifications de bases [6].

-
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% Oxydation des proteines :

Les protéines sont également sensibles a I’oxydation par les ROS (espéce réactive
oxygéné). La modification oxydatif des protéines par les ROS conduit a I’introduction d’un
groupe carbonyle dans la protéine. Ces réaction d’oxydation, souvent influencées par des

cations métalliques tels que ; Cu™ et Fe** qui peuvent étre divisés en deux catégories :

e Qui modifient la chaine protéique et cassent les liaisons peptidiques
e Qui modifient les peptides en ajoutant des produits dérivés de la peroxydation
lipidiques.

Ces modifications sont telles qu’elles entrainent des changements structurels des protéines

dont les conséquences sont graves [3].

1.1.3. Définition des radicaux libres :

Les radicaux libres sont définis comme des molécules ayant un électron non apparié
dans 'orbite externe (Figure 2), ils sont généralement instables et trés réactifs [7]. Certains
sont bons pour la santé, qui permet au corps humain de lutter contre inflammation, de tuer les
bactéries...ctc. En revanche, ils jouent un role essentiel dans plusieurs pathologies comme les

maladies cardiovasculaires, le diabete, le cancer, la maladie d’ Alzheimer, etc. [8].

Molécule stable Radical libre
-89 B
g s ~ !
/ G ~ \ - -~

e TN Y L SN
noyau cellulaire noyau celiulaire

/ \ / \
| © ) © ! © © ©
\ ~ 1 Y \ /
: % N - GS‘:D électron non C \ 7 @
Electrons N apparié =) Sy e
RS A

Figure 2 : La différence entre molécule stable et un radical libre
1.1.4. Les différents types des especes réactives :

Il existe différentes familles ; comme les especes réactives de l'oxygene (ROS), les
especes réactives de l'azote (RNS), les espéces réactives du soufre (RSS) et especes réactives

du carbone (RCS). Ces espéces peuvent étre radicalaire ou non radicalaire (Tableau 1) [4].

|
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Tableau 1 : Types des espéces réactives [4].

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Radical anion superoxyde (O2™) Oxygéne singulet (*02)

Radical hydroxyle (‘OH) Peroxyde d’hydrogéne (H20>)
Radical hydroperoxyle (OOH) Acide hypobromeux (HOBTr)
Oxyde nitrique ('NO) Le peroxynitrite (ONOO")

= L'anion superoxyde (O2") qui est toxique résulte de la réduction monovalente de I'oxygéne
(O2+1e— 02).

* L’anion superoxyde est éliminé en présence de 1’enzyme superoxydedismutase (SOD) et

donne de I’eau oxygénée H202 (02 + Oz — H202 + Oy).

= Le peroxyde d'hydrogéene H>O- peut également se produire de la réduction biélectronique de
I’oxygéne en présence de ’oxydase (02 + 2 & + 2 H" — H20y).

= Le peroxyde d'hydrogéne H>O> est considéré comme un composé toxique a cause de sa
capacité de générer le radical hydroxyle’OH en présence des métaux, particuliérement le Fe*?

suivant la réaction de Fenton (H20, + Fe?* — "OH + Fe®** + ~OH).

Lumiére UV Oxydases
— ———— | s

Peroxyde d’hydrogéne

Oxygeéne singulet Oxygéne

Cycle redox
NADPH ox
mitochondri

Anion superoxyde

Argini
rginine Myéloperoydase

HOCI

Monoxyde d’azote

Peroxynitrite Radical hydroxyle

avd

Nitration des

protéines Activation des Qxydation des Peroxydation Oxydation de

cascades de protéines lipidique I’ADN

kinases

Figure 3 : Origine des différentes especes réactives [4]
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1.1.5. Sources des radicaux libres :

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogénes ou exogenes (voir tableau 2)

[9].
Tableau 2 : Quelques sources des radicaux libres
Sources exogenes Sources endogenes

Pollution de I’air et de 1’eau Enzymes (Xanthine oxydase (XO), Nitrique
Fumée de tabac oxyde synthése, NADH oxydase...)
Irradiation Mitochondrie
Drogue Réticulum endoplasmique
Métaux lourdes Cytochrome P450

Parmi les enzymes responsables de la genération des ROS/RNS qui sont mis en jeu dans
notre travail, entre autre : la xanthine oxydase (XO) et I’oxyde nitrique synthase iNOS.

a. Xanthine oxydase (XO) :

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme présente chez toutes les especes, plus

particuliérement dans I’intestin et le foie des mammiferes. La localisation cellulaire de cette

enzyme est principalement cytoplasmique. C’est une enzyme soluble qui génere des ROS en

réduisant I’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique [10]. (Figure 4).

H H H
o N> Xanthine 0xudase Xanthine Oxldase
H,040, H,0, H,0+0, H,0,
ypoxanthine Xanthine Uric acid

Figure 4 : Le processus enzymatique catalysé par la XO

Dans la deuxiéme réaction I’oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d’électrons en

produisant 1’anion superoxyde [10, 11].
Les inhibiteurs de la XO:

L’inhibition de la XO a un double rdle : la prévention des maladies liées au stress oxydatif

et également réduire la concentration de 1’acide urique afin de traiter toutes les maladies
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associées a une hyper-uricémie. Parmi les inhibiteurs qui sont liée au traitement du stress

oxydatif on retrouve :

% Les composés phénoliques :

o Les flavonoides :

Les flavonoides viennent du mot latin « flavus » qui signifie jaune. lls constituent le
plus grand groupe de polyphénols présents dans la plante a faible poids moléculaire.
Généralement, ils ont un squelette commun de flavones C6-C3-C6, qui contenait deux cycles
aromatiques (A et C) et hétérocyclique (B) (figure 5). En fonction de I'oxydation et de la
saturation dans le cycle C, les flavonoides sont principalement divisés en flavanols, flavones,

flavonones, isoflavones, flavonols et flavanonols [7].

Figure 5 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides agissent de diverses manieres dans le processus de régulation du stress
oxydatif, soit en piégeant directement les espéces réactives de I'oxygéne, soit en inhibant
I'activité de la xanthine oxydase [12]. Des études d'inhibition de XO ont démontré que des
similitudes structurelles existent entre le cycle A des flavonoides et le cycle purique des
xanthines [13].

o Les tannins :

Les tanins sont des composes phénoliques hydrosolubles. Sont classés en deux groupes
principaux sur la base de leur structure : les tanins hydrolysables (ce sont des esters d’acide
gallique et de ses dimeéres : acide diagallique, acide ellagique et de monosaccharides) et les

tanins condenseés [7,14].

Les tanins ont des effets inhibiteurs XO différents selon le type de tanin. Les tanins
monomeéres hydrolysables inhibent puissamment l'activité XO [15]. Cependant les tannins

hydrolysables dimériques ne montrent pas une activité inhibitrice élevée.
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% L’acide urique :

L’acide urique est un inhibiteur compétitif de la XO car c’est un analogue structural du

substrat [16].
b. Oxyde nitrique synthase iNOS:

Il existe trois isoformes de 1’oxyde nitrique synthase (NOS) qui sont : la NOS neuronale
(nNNOS), la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS) (voir tableau 3), ces
enzymes sont responsables de la synthése de I’oxyde nitrique (NO) [17] qui est un simple
radical libre gazeux, ce radical est impliqué dans plusieurs processus physiologiques et
physiopathologiques. Parmi ces trois isoformes, I’iNOS est une enzyme catalytique
oxydoréductase, elle génére des niveaux élevés de NO par rapport aux autres isoformes [17].

Tableau 3: Caractéristiques des isoformes de la NOS [18]

Caracteristiques NNOS eNOS INOS
Synonyme NOS-1 NOS-3 NOS-2
Chromosome 12 7 17
Poids moléculaire (kDa) 1434 1202 1153
Production de NO + + +++

L’oxyde nitrique synthase (NOS) catalysent une réaction d'oxydation de la L-arginine en L-

citrulline ce qui genére de l'oxyde nitrique (NO) (figure 6) [19].

2 o, (N0
( N ) / O
: /\K coo PR coo
H,N N/\/\r . HoN N/\/\‘/
H i Nitric oxide synthetase ~ H 3
NH; NH;
L-arginine NADPH NADP* L-citrulline

Figure 6 : Synthese du monoxyde d'azote (NO) par I'oxyde nitrique synthése (NOS) [19]
Les inhibiteurs de ’iNOS:

Pour produire du NO, les enzymes NOS procédent a l'oxydation de I'azote sur l'acide

aminé L-arginine. Cela a conduit a la recherche d'inhibiteurs de NOS en utilisant des
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analogues structuraux de la L-arginine car ces analogues entreraient en compétition avec la

liaison de la L-arginine a I'enzyme [19].
% Analogue de la L-arginine :

La L-arginine est un acide semi-essentiel, il est synthétiseé essentiellement au niveau rénal a
partir de la citrulline, I-arginine est le substrat des synthéses (nNOS, eNOS, iNOS) du
monoxyde d’azote (NO) [20]. Il existe différents types d’analogues de la L-arginine
notamment : NG-monomethyl-L-arginine (L-NMA), NG-nitro-L-arginine (L-NNA) and L-
N6- (liminoethyl) lysine (L-NIL) [19]. (Voir figure 7)

4 g
= COo = coo
H,NZ N H,NZ H
NH5 NH;
L-arginine L-NIL
INHCHs jTTNOZ
— coo F coo
H,oN /kN/\/\‘/ HoN =z H/\/\‘/
& NH;3" NH3"
L-NMA

L-NNA
Figure 7 : Structure de la L-arginine et quelques analogues

1.2. Les antioxydants

1.2.1. Définition des antioxydants :

Un antioxydant est défini comme une molécule stable capable de donner un électron
au radical libre pour le neutraliser afin de protéger la cellule des effets néfastes des

radicaux libres [7].

—

Radicaux libres Antioxydant
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Figure 8 : Fonctionnement d 'un antioxydant
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1.2.2 Défense antioxydants :
» Antioxydants enzymatique:

Les antioxydants enzymatiques ne sont produits que dans le corps humain [21]. A
savoir le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase
(GPx) et la glutathion réductase (GR).

e L'enzyme superoxyde dismutase (SOD) : se trouve a la fois dans le derme et
I'épiderme. Elle élimine le radical superoxyde (O27) et répare les cellules de
I'organisme cellules endommagées par le radical libre [21].

e L’enzyme catalase (CAT) : La CAT est un antioxydant commun présent dans
presque tous les tissus vivants qui utilisent de l'oxygéne. Cette enzyme se trouve
principalement dans les mitochondries et les peroxysomes [7].

e La glutathion peroxydase (GPx) : L’activit¢ de I’enzyme dépend d’un cofacteur
micronutritif appelé sélénium. La fonction biochimique de la GPx est de réduire le
peroxyde d’hydrogéne libre en eau et de réduire les hydroperoxydes lipidiques en
alcools correspondants et, a son tour, oxyder le glutathion en disulfure de glutathion
[7].

e La glutathion réductase (GR) : est une flavono protéine oxydoréductase joue un role
essentiel dans le systeme de défense contre les ROS en maintenant le statut réduit de
GSH [22].

» Antioxydants non enzymatiques :

Il s'agit d'une catégorie d'antioxydants qui ne se trouvent pas naturellement dans
l'organisme, mais qui doivent étre complétés pour un métabolisme  correct.
Certains des antioxydants non enzymatiques connus sont des minéraux, des vitamines

(vitamine C, A et vitamine E) des caroténoides, les polyphénols et d'autres antioxydants [21].
e Polyphénols :

sont une famille de molécules tres répandues dans le regne végétal. Comme leur nom
I'indique, ils se caractérisent par la présence de nombreux groupements phénoliques fixés
dans des structures plus ou moins complexes et sont généralement de haut poids
moléculaire. Ces composés sont le produit du métabolisme secondaire des plantes, c’est ce

qu’ils sont synthétisés par toutes les végétaux [23]. En plus il a plusieurs propriétés comme
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illustre la figure 9. Les polyphénols sont divisés en cing groupes : les flavonoides, les

lignanes, les tanins, les acides phénoliques et les stilbenes [7]

Action sur les cellules du
systéme immunitaire

k_/Anﬁ-oxydanf \J

NF-xB
Détoxifiant < POLYPHENOLS —> Anti-inflammatoire C
iNOs
/ \ Ak scxgnibiyush

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-tumoraux

o
eNOs NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 9 : Activités biologiques des polyphénols [22]
» Autres antioxydants:

e L'acide urique :
Est un compose organique hétérocyclique. Il est le produit final du métabolisme des
purines ou catabolisme des nucléotides puriques (guanosine et adénosine). Diverses

études ont montré que ’acide urique est un puissant antioxydant contre le stress

oxydatif [7].
e Lecoenzyme Q:

C’est un antioxydant oléosoluble. 1l est produit dans l'organisme par la voie

monovalente dans le cceur, le foie, les reins, le pancréas, etc. [21]

» Antioxydants synthétiques :

Il existe plusieurs molécules synthétiques possédant un caractere antioxydant. Parmi

les molécules les plus couramment utilisées sont : Trolox, BHT et BHA.

e Le Trolox: c’est un analogue de la vitamine E. il posséde un fort potentiel
antioxydant et sert souvent d’antioxydant de référence lors des tests biologiques [24].

e BHT : appelée 2,6-di-tert-butyl-4-méthoxyphénol, est un antioxydant utilisé comme
conservateur dans I’industrie agroalimentaire [24].

e BHA : est également utilisée dans le domaine agroalimentaire et posséde deux
isomeres ; 3-tert-butyl-4-méthoxyphénol(l) et 2-tert-butyl-4-méthoxyphénol (I1).

L’isomére 1T a une activité antioxydante plus élevée que I’isomeére | [24]
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De Fortes doses d’antioxydants synthétiques peuvent causer des dommages a I’ADN et
induire un vieillissement prématuré. Le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
(BHT) se sont déja avérés étre responsables d’effets néfastes sur le foie et de la cancérogenése

dans des études animales [25].
1.3. Méthodes d'évaluation expérimentale de I’activité antioxydante:

Les tests d'activité antioxydante ont été largement développés au cours des derniéres
décennies pour évaluer la puissance de nouveaux composés. De nombreuses méthodes sont
disponibles dans différentes conditions pour évaluer différents aspects physico-chimiques de
la capacité antioxydante. Parmi les méthodes expérimentales les plus répandus on peut citer
[26] :

e Test DPPH : (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Cette méthode consiste a piéger le radical DPPH" qui est un radical stable. Ce radical
est considéré parmi les premiers radicaux libres qui ont été utilisés pour déterminer ’activité
antioxydante des composés. L’activité antioxydante d’une molécule est mesurée par sa
capacité a donner un électron singulet au DPPH" qui a une couleur violette pour le stabiliser

en DPPH qui a une couleur jaune-verte. Ce test est simple et rapide [4].
e Test FRAP : (Capacités reductrices ferriques d’antioxydants)

C’est une méthode basée sur un changement de couleur apres la réduction du fer, par
exemple d’un ion (Fe *) a un ion (Fe?*) par transfert d'électrons. Cette réduction se produit en

présence d’un antioxydant. Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. [26, 27].
e Test TRAP : (parametre antioxydant piégeant les radicaux peroxyles totaux)

Ce test mesure la capacité antioxydante du plasma et du sérum. Dans ce test, ’AAPH
(2,2'-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride) est solubilisé avec 1’antioxydant et un
indicateur (luminol) en milieu aqueux. ’AAPH génére les radicaux peroxyles et le luminol
devient luminescent lorsqu’il est oxydé par les radicaux peroxyles. Les antioxydants
empéchent ’oxydation du luminol par les radicaux peroxyles issus de ’AAPH. L’activité
antioxydante est déterminée comme le temps d’épuisement de tous les antioxydants et la
valeur est comparé a celle du Trolox pour obtenir la valeur TRAP. Cette methode est

relativement longue [4].
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1. Généralités sur Pactivité anti-inflammatoire :
I11.1.Definition de Pinflammation :

L’inflammation est un mécanisme physiologique qui se produit en réponse a des
stimuli nocif tels que I’infection et elle nécessite une régulation fine pour éviter les effets
nefastes [28]. La fonction importante de ’'inflammation est : éliminer I’agent agresseur et

permettre la réparation des tissus [29].
11.2. Les cause :

L'agressivite qui provoque l'inflammation peut étre : une infection, c'est-a-dire
I'invasion d'un agent pathogéne, comme une bactérie ou un virus, ou une substance physique,
comme la chaleur ou le froid. L'inflammation peut également étre causée par des éléments
exogenes ou endogenes persistants, tels que : pigdres d'insectes, microorganismes pathogenes,
etc. (Figure 10) [30].

Les différents agents responsables de
linflammation

Causes
biologiques: Cavuses Causes
=virus, bactérie, e s
parasite, sfraumatisme, =acide, base, venin,
champignon chaleur, froid, toxique, corps
radiation éfranger endogéne,
cristaux de

cholestérol
Causes

frophiques: R : les microorganismes
dysimrilifaires: infectieux ne constituent
cysimmunitaires: qu’une partie des
par anomalie de causes de
la réponse I'inflammation et qu’une
immunitaire réaction inflammatoire
(allergie, auto- n’est donc pas
immunité) synonyme d’infection.

par défaut de
vascularisation
(nécrose).

Figure 10 : les différents agents responsables de /’inflammation [31]

11.3. Symptdmes et pathologie d’une inflammation :

Il 'y a quatre signes qui peuvent indiquer une inflammation : rougeur, chaleur,

gonflement et douleur [32].
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Figure 11 :les symptomes de /’inflammation [33]

Les problémes inflammatoires causent de nombreuses maladies humaines comme le cancer, le
diabete, les maladies cardiovasculaires, les maladies pulmonaires, les maladies

neurodégénératives, 1I’obésité et le vieillissement, etc. [34]
I1.4. Les types de I’inflammation :

Il existe principalement deux types d’inflammation : l'inflammation aigué et

I’inflammation chronique [29] :
» L’inflammation aigué :

Il s'agit d’une réponse immeédiate a un agent agresseur, de courte durée (jours a
semaines), d'installation souvent brutale et caractérisee par des phénomenes vasculo

exsudatifs intenses avec I’inflammation aigué guérissent spontanément ou avec un traitement

[29].
» L’inflammation chronique :

L’inflammation chronique est définie par la présence de macrophages et lymphocytes
et de plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas la réponse inflammatoire chronique
peut étre de longue durée (plusieurs mois ou années). Cela est di a I'implication continue des

réponses immunitaires innées et adaptatives [29].
I1.5. Les réactions inflammatoire :

Il'y a trois séquences d’événements dans une réponse inflammatoire :
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% . Phase initiale (phase vasculaire) : Activation des effecteurs primaires.
% phase d'amplification (phase cellulaire) : mobilisation des effecteurs secondaires
% Phase de résolution-réparation : restaurer I’intégrité du tissu agressé [30].

La réaction inflammatoire est caractérisée par les deux signes cliniques :

v’ Locaux : Rougeur, chaleur, douleur.

v Généraux : Fiévre, asthénie, amaigrissement [30].

| ORIGINE
EXOGENE ENDOGENE
(Infection) L (réactions dhypersensibilité)
o ]
~~ <,’/'A
———SIGNAL DE DANGER —
’/'—;>. ) e \\’/\7‘3 —
LOCALE — » ADAPTEE
Aigue ou chronique _~~ Défense/Réparation
exemple : une plaie infectée) ~~__ "
REPONSE

Suraigue Maladies inflammatoires
(exemple : le choc septique) Spécifiques d'organe
ou systémiques

GENERALE < ‘ T~ INADAPTEE

3 Séguences d'événements
1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)
2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

v v
SIGNES LOCAUX SIGNES GENERAUX
Douleur, Rougeur, Chaleur, Oedéme Fievre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffisance circulatoire

Figure 12 : schéma illustrant la réaction inflammatoire [30]
11.6. les médiateurs inflammatoires :

La réponse inflammatoire est contrdlée par différents médiateurs comme [35] :

s Les amines vaso-actives comme : histamine et sérotonin

% Les radicaux libres : le monoxyde d’azote (NO).

%+ Les protéines des compléments : anaphylatoxines.

% Les cytokines pro-inflammatoires, et aussi Les cytokines anti-inflammatoires.

% Kinines : dont la plus intéressante c’est la bradykinine (La bradykinine favorise la

vasoconstriction)

% Les lipidiques comme : les leucotriénes, les prostaglandines, acide arachidonique.
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I1.7. Mécanisme d’une réponse inflammatoire :

Les médiateurs lipidiques jouent un réle important dans la réponse inflammatoire. La

synthése des prostanoides qui sont des médiateurs lipidiques se déroulent en trois étapes :

R

% Mobilisation de substrat d'acide gras, généralement de I'acide arachidonique (AA)
phospholipides membranaires par I'action de la phospholipase.

% Transformation de I’acide arachidonique par la cyclooxygénase (COX) dans une
action fonctionnelle conduisant a la production de prostaglandine G2 instable (PGG2)
dans une réaction de cyclooxygénase et sa conversion immédiate en prostaglandine H2
(PGH2) par la méme enzyme dans une réaction de peroxydase.

¢ Transformation de PGH2 en prostanoides par I’action de syntheses et isomérases

specifiques [36].

L’acide arachidonique (AA) est libéré des membranes lipidiques sous l'influence d'une
phospholipase telle que la phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase C (PLC) ou la
phospholipase D (PLD). Une fois libérés, les acide arachidonique (AA) peuvent étre convertis

en divers produits via deux voies biochimiques principales [37] :

> I'AA se lie a la 5-lipoxygénase (LOX), I'enzyme qui produit HPETE (acide
hydroxyeicosatétraénoique). lls sont rapidement convertis en leucotrienes (LT), en
lipoxines et en HETE.

» la conversion de I'AA par la cyclooxygénase (COX) conduisant a la formation de PGs
et TXs (thromboxane) [37].

La réaction subséquente de la peroxydase (POX) réduit la PGG2 en prostaglandine H2
(PGH2), qui est ensuite transformée par diverses isomérases et synthases spécifiques aux
cellules pour endors 5 prostaglandines : PG primaire biologiquement actif qui comprend la
prostaglandine D2 (PGD?2), la prostaglandine E2 (PGE2), la prostaglandine F2a (PGF2a), la
prostacycline (PGI2) et le thromboxane A2 (TxA2). Ces produits agissent comme des
messagers secondaires en interagissant avec les récepteurs couplés aux protéines G

prostanoides et d’autres récepteurs [38].

Le thromboxane et PG et TXs sont des médiateurs importants de nombreux processus
physiologiques ; réguler I'noméostasie vasculaire, la fonction rénale, l'ovulation et
I'accouchement. Ils sont également responsables des douleurs et de la fiévre associées a

I'inflammation et des réactions qui I'accompagnent [39].
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Figure 13 : Représentation simplifiée des voies de biosynthése des prostaglandines

11.8. Les enzymes responsables de I’inflammation :
11.8.1 Cyclooxygénase (COX) :

La cyclooxygénase est la premiére enzyme impliquée dans la biotransformation de
I'acide arachidonique, la prostaglandine H synthése. Cette enzyme se présente sous 3
isoformes ¢’est la cyclooxygénase-1, appelée COX-1, et la cyclooxygénase-2 ou COX-2, et la

cyclooxygénase-3, appelée COX-3.

En premiére les COX conférent une activité dioxygénase a l'acide arachidonique,
permettant son oxydation et sa conversion en prostaglandine G2 (PGG2). Deuxiemement, la
COX fournit une activité peroxydase pour convertir PGG2 en prostaglandine H2 (PGH2)
[32].

COX-1 est constitutif, c'est-a-dire présent de maniére persistante dans la grande majorité des
cellules. Aide a maintenir I'noméostasie dans le corps. En revanche, la COX-2 est inductible
et uniquement activée par des facteurs inflammatoires tels que les cytokines et les

polysaccharides en réponse a une réponse inflammatoire [32].
e COX-1:

La COX-1 humaine se compose de 576 acides aminés et est codée par un gene sur le
chromosome 9 et On le trouve principalement dans les tissus, le tube digestif, les reins et les

plaquettes [40].
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Figure 14 : structure cristalline de COX-1
e COX-2:

La COX-2 humaine est constituée de 581 acides aminés. C'est une enzyme inductible
codée par un gene sur le chromosome 1. Cependant, il est exprimé de maniére constitutive

dans certains tissus comme le cerveau ou les reins [40].

Figure 15 : structure cristalline de COX-2

e COX-3:

Cette enzyme a été identifiée comme une variante d’épissage alternatif du géne COX-1.
COX-3 qui a été découvert en 2002. Les deux isoenzymes sont issus du méme gene, c'est n'est
pas une enzyme fonctionnelle chez I'nhnomme Contrairement aux deux autres cyclooxygénases
COX-1 et COX-2, elle est principalement exprimée de maniére constitutive principalement

dans le cortex et le cceur [41].
11.8.2. Lypo-oxygénase (LOX) :

Lipooxygénases sont des protéines enzymatiques qui catalysent l'oxydation des acides

gras ou d'autres alcénes. 1l y a quatre (4) isoformes se distinguent dans I'oxydation de l'acide




CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

arachidonique a savoir : la 5-lipoxygénase, la 8-lipoxygénase, la 12-lipoxygénase et la 15-
lipoxygénase. Chacune de ces quatre enzymes différentes ajoute un atome d'oxygéne aux
carbones 5, 8, 12 ou 15 de l'acide arachidonique.

« La 12-lipoxygénase a été decouverte pour la premiere fois dans les tissus humains. 1l a
d'abord été découvert dans les plaquettes puis dans les leucocytes.

+ la 15-lipoxygénase (15-LOX) est expose dans les leucocytes et les réticulocytes.
« la 8-lipoxygénase se trouve principalement dans les kératinocytes épidermiques.

« La 5-lipoxygénase est une enzyme clé dans les maladies inflammatoires telles que
I'asthme et I'athérosclérose. Ces pathologies dérivent de I'action des leucotrienes formés apres
le métabolisme de la 5-lipoxygénase [42].

> La relation entre COX et ’inflammation :

La cyclooxygénase (COX) est I’enzyme responsable dans la premiere étape de la
conversion de l'acide arachidonique en diverses prostaglandines : La COX-1 est
principalement exprimée dans de nombreux tissus et contribue physiologiquement au
maintien de la fonction rénale, a la protection de la muqueuse gastrique et a la régulation de
I'agrégation plaquettaire [43]. La COX-2, principalement détectée dans les monocytes activés
par les cytokines, est principalement induite par certains stimuli qui augmentent son
expression tissulaire, notamment lors de la réponse inflammatoire ou son activité est

multipliée par plus de vingt [44].
11.9. Les anti-inflammatoire :

Les anti-inflammatoire sont une classe importante de médicaments qui ont divers
effets pharmacologique comme : analgésique (diminution de certains types de douleur). Il
existe plusieurs familles d’anti-inflammatoires. Selon leur mode d’action, ils sont divisés en
deux catégorie : les anti-inflammatoires stéroidiens et les anti-inflammatoires non stéroidiens
[45].

11.9.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) :

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) sont des molécules synthétiques issues
d'’hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou semi-synthétiques issues d'extraits d’animaux
ou végétaux. lls ont des propriétés anti-inflammatoires, antalgiques et immunosuppressives

(sont des médicaments qui inhibent ou empéchent I’activité du systéme immunitaire).
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Les anti-inflammatoires stéroidiens inhibent I'activation de la phospholipase A2 et
bloquent les voies des prostaglandines et des leucotriénes. Les glucocorticoides agissent a

plusieurs niveaux dans toutes les phases de l'inflammation, qu’elle soit aigué ou chronique

[28].

Les glucocorticoides constituent le traitement le plus efficace des maladies inflammatoires
chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes. lls présentent
toute fois I'inconvénient de réduire les défenses de I'organisme, ce qui entraine des maladies
aigués par exemple : hypertension, régulation de la synthese naturelle des glucocorticoides,
ulceres gastriques) et des maladies chroniques telles que l'ostéoporose, la cataracte et la prise
de poids [28].

11.9.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) font fraction des groupes
thérapeutiques les plus couramment utilisés dans le monde. VVous avez ces medicaments des
effets antalgique et antipyrétique associé a un effet anti-inflammatoire. L’action des AINS
repose principalement sur I’inhibition de la cyclooxygénase. Cette inhibition peut étre
irréversible [28]. Cependant, le bon effet des AINS est limité par leurs effets secondaires
graves, principalement du tractus gastro-intestinal et dans une moindre mesure des reins.
L'impossibilité de séparer les effets thérapeutiques des AINS de leurs effets secondaires
s'explique par leur mécanisme d'action. En effet, les AINS inhibent de maniere compétitive la
biotransformation de Il'acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2) par la
cyclooxygénase. Cette inhibition empéche la PGH2 d'étre convertie en protanopies par des

isomérases specifiques [28].
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I11. Généralités sur Les plantes médicinale :
I11.1 La phytothérapie :

Le mot « phytothérapie » est étymologiquement composé de deux racines grecques."
Phuton " et " Therapeia ", signifiant respectivement "plante” et “traitement”. La
phytothérapie est possible par conséquent, il s'est imposé comme un traitement
symptomatique visant a prévenir et a traiter des troubles spécifiques au moyen des plantes,
parties de plantes ou élaboration a base de plantes pour consommation ou application externe.
Depuis 1987[46].

I11.2. Les plantes médicinales :

Une plante médicinale est une plante dont les organes (feuilles d'écorce ou fruits, etc.)
ont des propriétés cicatrisantes et parfois toxiques selon la dose [47].

Définition légale des plantes médicinales au sens juridique. C'est une plante qui n'est pas
classée comme médicament et qui est vendue par les pharmaciens sans ordonnance. En
France, la definition officielle est donnée par la jurisprudence : « Une plante est considérée
comme médicinale si elle est inscrite a la pharmacopée et son usage est exclusivement

médicinal, c'est-a-dire contre les maladies humaines ou animales [48].
111.3. La plante sélectionnée dans notre travail :
111.3.1. Prunus Persica :

Prunus persica L (pécher) est la troisieme espéece fruitiére cultivée a travers le monde
[49]. Elle est originaire de la Chine depuis 4500 ans. Aujourd'hui, la péche se trouve en Asie,

en Europe et en Afrique du Nord [50].
111.3.1.1 Description et classification botanique :

Prunus persica est de hauteur comprise entre 3 et 7 m, large au sommet, souvent sans
tronc central. C'est un arbre foncé et lisse, brun rougeéte pour les vieu arbres. Les branches
sont déployées et minces avec des brindilles rondes [50]. Le pécher expose des feuilles
caduques alternées, de couleur verte. Les fleurs sont sous forme de boutons de formes
coniques ou obtues et apparaissent avant les feuilles. Elles sont hermaphrodites a 5 pétales
contenant pendant 20 et 25 étamines. La couleur évolue du blanc, au rose et au rougeatre [50].
La couleur du fruit varie du blanc verdatre au jaune orangé et les cotés exposés au soleil

peuvent étre rouges. La peau (épicarpe) est adhérente et la chair (mésocarpe) est blanc
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verdatre ou jaunatre de couleur rouge. Le fruit est de forme elliptique ou ovoide, parfois aplati

avec un noyau aromatique et amer (figure 16) [50].

Figure 16 : Les feuilles, les fleurs et les fruits de prunus persica

Le tableau 4 illustre la classification botanique du prunus persica.

Tableau 4 : Classification botanique de Prunus persica [50].

Régne Plante

Sous- régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous- classe Rosidae

Ordre Rosales
Famille Rosacée

Genre Prunus

111.3.1.2 Propriétés thérapeutique :

Le fruit de Prunus persica L est considéré comme un aliment fonctionnel en raison de
sa faible teneur en calories et de sa teneur élevée en antioxydants, vitamines, minéraux et
fibres. Ces ingrédients sont importants dans la lutte contre les maladies dégénératives
(maladies cardiovasculaires et cancer) et une source potentielle de composeés bioactifs tels que
les acides phénoliques, les flavonoides et les anthocyanes qui peuvent contrecarrer I'activation

métabolique de agents cancérigenes [51].

Ses feuilles ont été utilisées traditionnellement comme : émollient, diurétique, expectorant,
laxatif, vermifuge, insecticide, sédatif, et aussi comme antipyrétique. lls sont utilisés pour le
traitement de la gastrite, de la coqueluche, de la toux et de la bronchite chronique [52]. La
pate de feuilles est utilisée pour tuer les vers dans les plaies et les infections fongiques [53].
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Les différentes parties de la plante Prunus persica L. sont connus pour leurs propriétés
médicinales utiles telles que des propriétés anticancéreuses, antiallergiques, anti-tumorales,

anti-oxydantes, anti-bactériennes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires [54].

111.3.1.3 Mode de préparation :

Prunus persica L était utilisée par les anciens pour traiter de nombreux problémes de
santé pouvant affecter le corps. Il existe des recettes simples et faciles, entre autre :

e Versez de l'eau bouillante directement sur les feuilles de pécher et laissez infuser
pendant 3 a 10 minutes, filtrez et buvez [55].

111.3.1.4 Principaux composées phénoliques de I’espéce Prunus Persica :

L'intérét de la composition phénolique des fruits découle de la corrélation entre la
teneur en polyphénols totaux et l'activité antioxydant. Les principaux composés phénoliques
de Prunus Persica sont les acides chlorogéniques, tanins condensés et certains et pigments

anthocyanosides et flavanols.

e Les péches fraiches contiennent des acides chlorogéniques. Ces acides (a fortes doses)
ont des effets antioxydants et anxiolytiques.

e Les péches fraiches contiennent des flavanols (catéchol, épicatéchol) et les oligomeres
de flavanol, appelés tanins condensés ou proanthocyanidols, ont un effet
vasodilatateur.

e Les anthocyanosides sont responsables de la couleur rouge des péches. Le composé
anthocyanoside le plus important est le cyanidol-3-O-glycoside avec le cyanidol-3-O-
rutoside [56].

o Les feuilles de pécher contiennent des antioxydants importants tels que la
prunetine, la quercétine et le kaempférol [57].

111.3.2 Rubus ulmefolius :

Rubus ulmefolius schoot L connu sous le nom de ronce a feuilles d’orme ou Allaiq,
appartient a la famille des rosacées elle est originaire d'Europe et de la Méditerranée. En
Algérie, elle est commune dans les massifs du Tell et des Aures. On la trouve dans les foréts

et les broussailles [58].
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111.3.2.1 Description et classification botanique :

Globalement c’est une plante tres variable hautement arquée, robuste pouvant
structurer des ronciers denses et étendus. Turion nettement anguleux, relativement épais,
rouge violacé bleuté, densément couvert de poils étoilés. Les feuilles ont une face inférieure
blanche et avec une face supérieure verte, a 5 folioles (trés rarement a 4 ou 3 folioles) digitées
ou pédalées [59]. La couleur des fleurs sont rose souvent profond et des styles, rougeétres au
moins a la base les aiguillons de I’inflorescence sont abondants, disposés sur les angles du
turion, parfois absents ou trés épars robustes, courbés a crochus [60]. Son fruit comestible,

elle se caractérise par sa petite taille, sa couleur noire attrayante et sa saveur agréable

Iégérement acide (Figure 17) [61].

Figure 17 : Turion, Feuilles, fleurs et fruits de Rubus ulmefolius
Le tableau 5 illustre la classification botanique du Rubus ulmefolius.

Tableau 5 : classification botanique du Rubus ulmifolius [62]

Régne Plante

Sous- réegne Viridaeplantae
Division Tracheophta
Sous Division Spermatophytina
infra- division Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus L

111.3.2.2 Propriétés thérapeutiques :
Rubus ulmefolius, est aujourd'hui qualifié de "super fruit" principalement en raison de
ses effets thérapeutiques dus aux composés phénoliques qu'il contient :
o Activité antioxydants [63]
o Activité anti-inflammatoire [64]
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o Activité antimicrobienne [65], etc.

En plus, les feuilles sont trés astringentes et peuvent étre utilisées pour traiter les aphtes,
fortifier les gencives. Arréter la diarrhée et calmer les hémorroides. En tisane sont utilisées
pour la toux, les maux de gorge et les affections buccales. Dans une application externe pour
le traitement les aphtes gingivites, pharyngites et les plaies [46].

111.3.2.3 mode de traitement :

Rubus ulmefolius L étaient utilisees par les anciens pour traiter de nombreux
problémes de santé pouvant affecter le corps. Il existe des recettes simples et faciles,

notamment :
e Extrait de 1 tasse de feuilles en infusion, 2 fois par jour pour traiter le diabéte [66].
e Les feuilles en poudre a usage externe, pour les brulures [67].

e Le déecoté des feuilles est utilisé par ringage local, Pour raffermir la peau du visage
[68].

e placées les feuilles de murier dans une casserole et de ’eau bouillante est ajoutée
pendant dix minutes, puis filtrée et appliquée sur les cheveux pour préserver leur

couleur et se débarrasser de la couleur blanche, etc.

111.3.2.4 Principaux composées phénoliques de I’espéce Rubus ulmefolius :

Rubus ulmifolius contient des acides organiques, de l'acide ascorbique, des huiles
volatiles et des tanins. Elle contient des composés phénoliques et des flavonoides a s’avoir :
l'acide caféique, l'acide férulique, la quercétine-3-Oglucuronide, le kaempférol-3-O-B-D-

glucuronide, I'acide gallique, et le tiliroside [69].
111.4 les composes des extraite des feuille :

Dans notre travaille nous avons choisi 17 ligands qui sont des extraits des feuilles de deux

plante Prunus Persica et Rubus ulmefolius L comme la suite :
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Tableau 6 : présentation des composeés existant dans les deux plantes

Les ligands Les sous famille Les plantes
Prunus  Rubus
Persica  ulmefolius
Luteolin (flavonoide) Flavone +[70]
Apigenin (flavonoide) Flavone + [71]
Ellagic _acid, (phénolique acid) +[72]
Quercetin (flavonoide) flavonol +[73] +[81]
Hesperidin (flavonoide) flavanone + [74]
kaempferol (flavonoide) flavonol +[73] +[78]
Urosolic_ acid (triterpéne) +[73]
Naringenin (flavonoide) +[81] +[76]
Persicaside (Flavonoides glycoside) + [80]
Isoquercitroside (flavonoide glycoside) +[79]
Caffeic_ acid (hydroxycinnamic acid) + [77]
Ferulic acid (hydroxycinnamic acid) + [77]
quercetin 3-O-glucuronide (flavonoide glycoside) +[77]
Nicotiflorin (flavonoide glycoside) +[76]
Astragaline (flavonoide glycoside) +[75]
Rutin (flavonoide) flavonol +[74] +[72]
zeaxanthin (caroténoide) +[73]
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l. Généralités :

La bioinformatique est une science pluridisciplinaire qui regroupe la biologie, la
chimie et bien d’autres disciplines. Elle est constituée par 1’ensemble des concepts et des
techniques nécessaires a ’interprétation informatique et a la prédiction des informations
issues des données de la biologie expérimentale, afin d’établir des liens entre la structure
des macromolécules biologiques, leurs fonctions et leurs activités cellulaires dans

I’organisme [1].

La modélisation moléculaire est un domaine scientifique multidisciplinaire, qui se
base sur les lois de la chimie, la physique et de la biologie dans des programmes
informatiques spéciaux pour calculer les structures et les propriétés d’entités chimiques et
biochimiques (protéines, acide nucléique, complexes moléculaires, etc.). Il s’agit de
comprendre ou de prévoir les phénomenes qui concernent ces disciplines [2]. Ce domaine,
n’a cess¢ d’évoluer depuis les années 1980, non seulement comme un précieux outil
scientifiqgue fondamental (par exemple la chimie et la biologie) ou appliqué (tel que la
pharmacie), mais aussi comme un domaine scientifique indépendant dédie a I’amélioration

de la fiabilité des logiciels et a la performance des processeurs [2].

I1. Docking moléculaire :

Le docking ou en francais appelé I’amarrage moléculaire, est le nom donné aux
simulations moléculaires qui combinent différentes approches pour  étudier
l'interaction de deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur
macromoléculaire, principalement une protéine (cible) et d’une petite molécule (ligand).

Le terme docking est couramment employer pour désigner un « docking protéine-ligand.

[3]

Récepteur Ligand Complexe

Figure 1 : Schéma de docking moléculaire

Y
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Cela se produit en deux étapes distinctes :
e La premiere étape, de positionnement du ligand dans le site choisi de la protéine.
e La deuxiéme étape, d’évaluation des interactions énergétiques potentielles entre le

ligand et la protéine [4].

Les methodes utilisées pour ces deux étapes different en fonction du programme de
docking utilisé, il y a actuellement plus de 30 logiciels de docking disponibles [5].

Tableau 1 : Principaux programmes de docking moléculaire [5] :

Nom Editeur Site internet

AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock

Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold
FlexX BioSolvel T http://www.biosolveit.de/FlexX/

Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger  http://www.schrodinger.com/Products/glide.html

Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.htm

Ligand Fit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics  http://www.biopharmics.com/products.htmi

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
travers des molécules isolées, comme c’est plus rapide et plus facile a mettre en ceuvre et

moins cher que l'utilisation de méthodes expérimentales in vitro [6].
11.1 Les outils du Docking moléculaire

11.1.1 le récepteur :

Un récepteur est une molécule, ou une cellule qui assure la réception d'information.
Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de se lier
spécifiqguement et de maniére réversible a une autre molécule appelée ligand. Les

structures 3D que nous utilisons proviennent de la PDB « Protein Data Bank » [7].
11.1.2 Le ligand :

Le ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule
cible, et assure des fonctions fonctionnel : catalyse, modulation de I’activité enzymatique,
stabilisation structurale, transmission d’un signal.

La structure chimique d'un ligand donné peut étre déterminée de deux maniéres :



http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock
http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold
http://www.biosolveit.de/FlexX/
http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
http://dock.compbio.ucsf.edu/
http://www.molsoft.com/products.htm
http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
http://www.biopharmics.com/products.html

CHAPITRE Il: METHODES DE CALCUL

e Premicrement : 'utilisation des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2...,
etc.) a l'aide des logiciels de construction moléculaire.

e Deuxiémement : I'utilisation des bases de données de structures chimiques appelés

chimiothéques ou espaces chimique. PubChem étant le plus couramment utilisé [8]

1. 2 Type de docking moléculaire
On peut définir trois approches : [9]
o Rigide : les deux molécules sont considérées comme rigides
o Semi-flexible : une molécule est rigide et 1’autre flexible
o Flexible : les deux molécules sont flexibles

11.2.1. Docking rigide

Le récepteur et le ligand sont traités comme deux corps rigides [1]. L'amarrage
rigide limite la recherche de la meilleure méthode de montage au positionnement. Cette
opération consiste en une recherche exhaustive dans un espace discrétisé a 6 degrés de
liberté. Certains programmes, s’ils ne font pas partie de la famille des techniques de
docking rigide, utilisent plusieurs passes consécutives d’optimisation dont les premicres

peuvent similaire a docking rigide [7].

Cette approche de docking est peu codteuse en temps de calcul et fournit un filtre pour
éviter la rétention de grosses molécules et la mauvaise complémentarité avec le site

récepteur [1].

& - = @

Receptor Ligand
Figure 2 : modéle de docking rigide
11.2.2. Docking semi flexible
Dans cette méthode, le systeme moléculaire est divisé en deux parties, la premiere

une partie flexible contenant le ligand et les résidus flexibles du site actif et la deuxieme

une partie rigide contenant le reste de la protéine [1,7].
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11.2.3. Docking flexible

Cette méthode tient compte de la flexibilité globale des deux entités (la protéine et
le ligand) en réduisant certains termes de répulsion. Cela permet au ligand de pénétrer
facilement la surface des protéines, qui se déforment et changent de conformation au cours
des réactions enzymatiques pour s’adapter au ligand, créant des interactions spécifiques
sans genes stériques afin d’améliorer la complémentarité de la surface d’activation et la

formation des liaisons hydrogenes [1].

Flexible
—
‘_

Receptor Ligand

Figure 3: modele de docking flexible
11.3. Interactions récepteur- ligand :

De nombreux type d’interaction non covalente, ont été mis en évidence dans les complexes

récepteur - ligand, parmi c’est interactions :

11.3.1 Les liaisons hydrogénes :

Une liaison hydrogéne est une interaction intermoléculaire entre un atome
¢lectronégatif dit < accepteur» et un atome d’hydrogeéne polaire qui est li¢ a un atome
électronégatif dit «donneur> [10]. Elle fonctionne & une trés courte distance (0,8 a 2,8 A)
[11].

11.3.2 Les interactions de van Der Walls :

Elles résultent de I’interaction des nuages d’¢électrons de deux atomes voisins, qui
conduisant a I’existence d’une force d’attraction a distances de 3-4 A. Ces interactions sont
généralement faibles, Leur importance vient du nombre cumulé de liens créés [11].

11.3.3 Les interactions hydrophobes :

Les molécules ou groupes d'atomes non polaires ne sont pas capables de former des
liaisons hydrogéne et ne peuvent donc pas s'hydrater. Pour cette raison, ils sont appelés
substances hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se
ressembler par coalescence. Les liaisons hydrophobe possédent une énergie de 1’ordre de 7

Kcal/ mol [10].
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11.3.4 Les interactions électrostatiques :
Ce sont des liaisons ioniques faibles résultant de I’interaction entre dipdles de

charges opposées conduisant a la création d’une force attractive.

11.4. Fonctions de score :

C’est une donnée numérique utile pour quantifier le degré de complexation du
ligand avec le récepteur. 1l s'agit d'une approximation globale de I'énergie libre résultant du
passage de la forme libre du récepteur et du ligand a la forme liée au complexe [5]

Cette fonction de score est classée suivant plusieurs catégories, par exemple :

% Les fonctions qui basées sur un champ de force :
Un champ de force classique est utilis€é pour quantifier la somme de 1’énergie
d’interaction entre le récepteur, le ligand et de I’énergie interne du ligand. Le champ de
force se compose généralement du terme de Coulomb pour les interactions électrostatique

et d’un terme de Lennard-Jones pour les interactions de Van der Walls [10].

% Les fonctions de score empirique:
Ils utilisent des parametres déterminés expérimentalement tels que I’énergie de
liaison. Cette approche a I’avantage d’étre trés rapide car les conditions sont faciles a
calculer. Cependant, beaucoup dépend des conditions expérimentales lors de la

paramétrisation [10].

% Les fonctions de type knowledge-based :

Il est obtenu a partir de l'analyse de la structure tridimensionnelle de complexe
récepteur-ligand déterminé expérimentalement. Les régles qui déterminés la géométrie
préférée des interactions sont dérivees de ces structures en utilisant des moyens
statistiques. Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante aux interactions

qui existent dans le complexe [12].

1.5 RMSD: (Root Mean Square Deviation)

Il est utilisé pour valider le protocole du docking en comparant la conformation
d’un complexe protéine-ligand congu par le logiciel du docking vis-a-vis de la
conformation cristallographique. L'amarrage est validé si le protocole utilisé peut produire
des poses similaires a la configuration expérimentale. Notons que les meilleurs protocoles

du docking produisent des valeurs RMSD inférieures a 2 A° [13,14].
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I11. Régles druglikeness :
I11. 1 Propriétés physicochimiques des régles druglikeness :

Le domaine de la conception des médicaments a connu un essor considérable au
cours des derniéres décennies. Druglikeness ou la ressemblance a un médicament est un
concept qualitatif utilisé dans la conception des médicaments pour déterminer a quel point
une substance est « médicamenteuse » par rapport a des proprietés physicochimiques telles
que la solubilité, et la perméabilité. En effet, le concept druglikeness est souvent utilisé
comme indicateur de la biodisponibilité orale qui est parmi les criteres les plus importants.
Il est estimé a partir de la structure moléculaire avant méme que la substance ne soit
synthétisée et testée [15].

111.1.1 Poids moléculaire (MW) :

Le poids moléculaire d'un médicament ou d'un produit chimique est la somme des
poids atomiques des éléments individuels qui composent les atomes du medicament ou de
la substance. Le poids moléculaire est généralement exprimé en grammes par mole (g/mol)
[16, 17].

111.1.2 Hydrophobicité (Log P) :

Le coefficient de partage est la concentration a I'équilibre d'un soluté dans un
solvant non polaire (octanol) divisée par la concentration de la méme substance dans un
solvant polaire (I'eau) ; ce paramétre montre la gamme relative entre la solubilité dans I'eau

du substrat et I'absorption intestinale dans le corps humain [18,19].

. deal : 0 < Log P <3

. Log P <0 c'est a dire mauvaise perméabilité équilibre lipidique.

. Log P >3 : faible solubilité aqueuse [20].

111.1.3 Liaison hydrogene :

» n.Ha: Nombre d’accepteurs de liaison d’hydrogene. Somme de tous O et N.

* n.Ha: Nombre de donneurs de liaisons hydrogene [20].

111.1.4 Paramétres geométriques :
« nRot: Nombre de liaisons rotatives [20].
111.1.5 Surface Polaire Topologique (TPSA) :
La surface polaire (PSA) est un descripteur moléculaire couramment utilisé dans
I'étude des propriétés de transport de médicaments telles que I'absorption intestinale et la

pénétration de la barriére hémato-encéphalique (BBB). C'est la somme des contributions
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de la surface moléculaire des atomes polaires tels que l'oxygene, l'azote et leurs
hydrogénes apparentes [21]

I11. 2 Description des différentes régles druglikeness :

Les régles Druglikeness : Il excite cinqg regles : Lipinski, Ghose, Oprea, Veber et Varma
qui basées sur l'observation des propriétés physicochimiques impliquées dans les

caracteristiques de ressemblance des médicaments

Tableau 2 : Les différentes regles druglikeness [22] :

Régles  Lipinski Ghose Oprea Veber Varma
MW<500  -5.6<MclogP<-04 n.Cyl>3  n.LR<I0 MW=<500
8 Log P<5 160<MW<480 nLR>18 TPSA<I40 TPSA<I25
Q n.Hacc<10 40<MR<130 nLF>6  n.Hacc<12 -5<logD<-2
s n.Hdon<5 20<n.At<70 n.Hdon<12 n.Haac+n.Hdon<9
n.LF<1

IV. Pharmacocinétique et propriétés ADMET

La pharmacocinétique est une branche de la pharmacologie qui étudie le devenir
d'un médicament dans l'organisme (ou influence de 1’organisme sur le médicament). Elle
permet de déterminer les méthodes d'administration du médicament, y compris la voie
d'administration, la dose et le débit d'administration [23].

La pharmacocinétique du médicament est caractérisée par 4 phases [23] :

. Absorption (A)

. Distribution (D)

. Métabolisme (M)

. Excrétion (E).

De plus, le candidat-médicament doit présenter un profil de sécurité acceptable dans toutes

les études toxicologiques requises (T).

Pharmacocinétique
Les principes ADME
Absorption

Mode de pénétration

Métabolisme

Mode de décomposition
Distribution
Destination

Transporteurs

Mode d'élimination

Figure 4 : Schéma illustrant le principe ADME
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IV.1 Signification ADMET :

+ Absorption (A)
Il s'agit du premier passage de la molécule médicamenteuse (PA) du site d'administration
dans la circulation systémique. L'absorption détermine la biodisponibilité du PA, c'est-a-
dire la fraction de la dose administrée qui est disponible pour I'action dans le site actif.
Selon le type d'administration, on distingue

Absorption indirecte : le médicament est administré hors du corps doit traverser
une ou plusieurs membranes (par exemple, application sur la peau ou les muqueuses,
administration orale)
Absorption immédiate : Le médicament est délivré directement dans l'espace

extravasculaire au sein d'un tissu (stration par injection parentérale) [24].

+ Distribution (D) :
Une fois que le medicament pénetre dans la circulation sanguine (Absorption du
médicament), il se déplace rapidement dans l'organisme ; le temps moyen de perfusion est
d'une minute. Au fur et a mesure que le sang circule, le médicament passe du
compartiment sanguin aux tissus corporels [25].

+ Meétabolisme (M) :
Certains medicaments sont chimiquement modifiés (métabolisés) par le corps. Les
substances produites a la suite du metabolisme (métabolites) peuvent étre inactives, avec
un effet similaire ou différent de I'effet thérapeutique ou de la toxicité primaire du
médicament [25].

+ Excrétion (E) :
Tous les médicaments sont finalement éliminés du corps. Ils peuvent étre excrétés apres
des modifications chimiques (métabolisme). La plupart des médicaments, en particulier les
médicaments hydrosolubles et leurs métabolites, sont en grande partie excrétés par les
reins dans l'urine. Par conséquent, lI'administration du médicament dépend largement de la
fonction rénale. Certains médicaments sont excrétés dans la bile (sécrétion jaune verdatre
produite par le foie et stockée dans la vésicule biliaire) [25].

+ Toxicité (T) :
La toxicité est la mesure dans laquelle une substance peut endommager un organisme ou la
sous-structure d'un organisme, comme les cellules et les organes, et demeure une cause

majeure d'échec du développement de médicaments a tout moment [26].
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1IV.2 Paramétres AD M E T:

V.2 .1 Absorption :

+ Human colon adenocarcinoma (Caco-2) :
Les cellules caco-2 sont une lignée de cellules du cancer épithélial du c6lon humain usée
comme modele d’absorption intestinale humaine de médicaments [27].
Bonne Absorption : Caco-2 > -5.15 log cm/s
Mauvaise Absorption : Caco-2 < -5.15 log cm/s [20]

*+ Human intestinal absorption (HIA) :
La propriété d'absorption intestinale humaine fait référence au processus par lequel les
médicaments administrés par voie orale sont absorbés du systéeme gastro-intestinal dans le
sang du corps humain [28]
Bonne Absorption : HIA > 30%
Mauvaise Absorption : — HIA < 30% [20]

+ Oral Bioavailability (F%0) :
La biodisponibilité prédite d'une molécule est une expression mathématique de la
probabilité qu'elle présente une biodisponibilité orale. [29] (C’est la fraction ou le
pourcentage de la dose disponible dans la circulation systemique).
Mauvaise Absorption : Valeur = NON — F% < 20%
Bonne Absorption : Valeur = OUI — F% > 20% [20]
V.2 .2 Distribution :

+ Protein Plasma Binding (PPB) :
La liaison aux protéines plasmatiques est probablement parmi les parametres les plus
critiques a mesurer dans un I’étape de découverte de médicaments. La liaison aux protéines
peut améliorer ou diminuer les performances d'un médicament. En régle générale, les
agents qui sont peu liés aux protéines a moins de 80 a 85 % pénetrent mieux dans les tissus
que ceux qui sont fortement liés, mais ils sont excrétés beaucoup plus rapidement et
semblent avoir une faible importance clinique. Les agents qui sont fortement liés aux
protéines peuvent cependant différer sensiblement de ceux qui sont peu liés en termes de
pénétration tissulaire et de demi-vie [30].
Bonne Distribution : PPB < 90%
Mauvaise Distribution : PPB > 90% [20]
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+ Blood-Brain Barrier (BBB) :
C’est un terme utilisé pour décrire les propriétés uniques du systéme vasculaire du systeme
nerveux central (SNC). Les vaisseaux du SNC manquent de pores dans les cellules
endothéliales (non fenétrées) et possédent un certain nombre de propriétés qui régulent
étroitement I'échange de molécules, d'ions et de cellules. Toutes ces propriétés rendent la
vascularisation du SNC tres restrictive, ce qui devient un obstacle a la délivrance de
médicaments au SNC. Ce contrble précis de I'homéostasie du SNC permet aux neurones de
fonctionner correctement et de protéger le tissu neural des toxines et des agents
pathogénes, et les modifications de ces propriétés de barriere sont une partie importante de
la pathologie et de la progression de diverses maladies neurologiques [31].
Bonne Distribution : Valeur = --- (oui)
Mauvaise Distribution : Valeur = +++ (non) [20]

+ Le volume de distribution (Vd) :
Le volume de distribution (\VVd) est un terme théorique reliant la quantité totale (dose) d'un
médicament a la concentration plasmatique présente dans le systeme circulatoire [25].
VD= 0.04-20L/kg [20]
V.2 .3 Métabolisme :
Le cytochrome P450 est une famille d'isoenzymes responsables de la biotransformation de
divers médicaments. Il a éte demontré que le métabolisme des medicaments medié par le
systéme du cytochrome P450 est un déterminant important de plusieurs interactions
médicamenteuses pouvant entrainer une toxicité, une diminution des effets des
médicaments et des effets indésirables des médicaments. En agissant comme substrats
enzymatiques, inducteurs ou inhibiteurs, ils peuvent empécher la survenue d'interactions
cliniguement significatives [32]

* CYP450 Substrat :
Bon Métabolisme : Valeur = --- (Non)
Mauvais Métabolisme : Valeur = +++ (Oui) [20]

# CYP450 Inhibiteur :
Bon Métabolisme : Valeur = --- (Non)

Mauvais Métabolisme : Valeur = +++ (Oui) [20]
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V.2 .4 Excrétion :
+ Temps demi-vie (T %2) :
La demi-vie d’un médicament est un concept hybride qui implique la clairance et le
volume de distribution, et il est sans doute plus approprié¢ d’avoir des estimations fiables de
ces deux propriétés a la place. [20].
- Bonne Excrétion: T %2 > 8h
- Moyenne excrétion : 3h < T %2 < 8h
- Mauvaise excrétion : T %2 < 3h
# Clearance (CL) :
La clairance peut étre définie comme le volume de plasma dans le compartiment vasculaire
qui est éliminé par le médicament par unité de temps [33]
Bonne Excrétion : CL > 15 ml/min/kg
Moyenne d’excrétion : 5 ml/min/kg < CL < 15 ml/min/kg
Mauvaise Excrétion : CL <5 ml/min/kg [20]
IV.2 .5 Toxicité :
+ Human Ether-a-go-go-Related Gene (hERG):
Joue un réle important dans le potentiel d'action du cceur. 1l code pour une protéine de
canal ionique appelée Kv11.1, qui est associée au syndrome du QT long et peut provoquer
une mort cardiaque subite évitable. Par consequent, il est important d'évaluer le blocage

des canaux hERG dans le processus de développement précoce de médicaments [34].

Aucun risque toxique : Valeur = ---(Non)
Risque de Toxicité : Valeur = +++(OUI) [20]
+ AMES:

Le test d’/Ames est utilisé pour déterminer le pouvoir mutagene d'une substance en
examinant sa capacité [35]
Aucun risque toxique : Valeur = ---(Non)
Risque de Toxicité : Valeur = +++ (oui) [20]

* H-HT:
Hépatotoxicité humain. Les lésions hépatiques d'origine médicamenteuse sont une
préoccupation majeure pour la sécurité des patients et une cause majeure d'arrét du
traitement. Les effets indésirables des essais cliniques sur le foie entrainent souvent l'arrét
colteux et retardé des programmes de développement de médicaments
Aucun risque toxique : Valeur = ---(Non)

Risque de Toxicité : Valeur = +++ (oui) [20].
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. Matériel et méthode

I.1. Matériel informatique (Hardwares)

Dans notre étude nous avons utilisé les deux micro-ordinateurs suivants :

v'un micro-ordinateur ayant une mémoire de 4.00 GO et un processeur Intel(R)
celeron(R) CPU N2840 @ 2.16GHz, sous le systéme d’exploitation 64bits.

v'un micro-ordinateur ayant une mémoire de 8.00 GO et un processeur Intel(R)
Pentium (R) CPU N3825U@ 1.90GHz, sous le systeme d’exploitation 64bits.

1.2. Programmes utilisés (Softwares)

USCF Chimera (version 1.14) : est un programme hautement extensible pour la
visualisation et l'analyse interactives des structures moléculaires et des données
associées, y compris les cartes de densité, les résultats de docking, les alignements

de séquences, les assemblages supramoléculaires, les trajectoires et les assemblages

conformationnels [1].

Autodock Vina (version 1.1.2) : c’est un programme de docking

moléculaire. llest particulierement efficace pour ’amarrage protéine-ligand, est I'un

des logiciels les plus rapides, les plus précis, et le plus utilisé [2].

Biovia Discovery Studio visualizer 2020 : est une suite de produits

fournissant des fonctionnalités pour visualiser, analyser et partager des données

biologiques et chimiques [3].

Gaussian G09 [4a] & GaussView[4b] (version 6.0): pour I’optimisation et la

visualisation des géométries, le calcul des fréquences.

1.3. Serveur

ADMETIab2.0 : Outil supplémentaire pour aider les chimistes médicaux a

prédirelargement les propriétés pharmaceutiques et toxiques des produits chimiques

[5].

1.4. Bases de données

Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) : La Cambridge Structural

Database (CSD) est la base de données de structures cristallines provenant

d’analyses de diffraction RX [6].

Protein Data Bank (PDB) : est un référentiel pour structures

cristallographique 3D des macromolécules, telle que les protéines. [7].
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e  Pubchem : c’est une base de données des molécules chimiques qui peuvent étre
téléchargees gratuitement [7].
I1. Méthodologie de calcul :
I1.1. Calcul quanto-chimique

Les géométries d'équilibre ont été optimisées au niveau DFT/B3LYP 6-311+G
(d,p). Les fréquences de vibrations ont été calculées au méme niveau de théorie et les
valeurs positives de toutes les fréquences vibrationnelles harmoniques confirment les vrais

minima des structures optimisées.
11.2. Calcul de la modélisation moléculaire

La simulation docking moléculaire a éte réalisee avec le logiciel Autodock Vina
implémenté dans USCF Chimera. Autodock Vina utilise I’algorithme d’optimisation locale

de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) et la fonction de scoring XScore.

Les propriétés physico-chimiques, les regles druglikeness et la pharmacocinétique
ADMET, ont été prédits en utilisant le serveur web ADMET]Iab a I’aide du SMILE de

chaque composé.

I11. Résultats et discussions :

I11.1. Ligands et cibles biologique:
» Structure des ligands

Les structures chimiques optimisées des principaux composes presents dans I'extrait
des feuilles des deux plantes Prunus persica S et Rubus ulmefolius L (voire chapitrel) sont

données dans le tableau 1 suivant :

Tableau 1 : Structures optimisées des ligands sélectionnés.
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> Présentation des enzymes :
- Les enzymes de I’activité antioxydant :

+ Xanthine oxydase (XO) :
La structure 3D de la XO, a été téléchargée sous format pdb a partir de la banque de
donneée des protéines (PDB) sous le Code ID 3NVY (figurel). (Voir Tableau 2).

+ Nitrique oxyde synthese inductible (iNOS) :
La structure 3D de la INOS, a été téléchargée sous format pdb a partir de la banque de
donnée protéine (PDB) sous le Code ID 1DD7 (figurel). (Voir Tableau 2).

XO :3NVY iINOS : 1DD7
Figure 1 : Structure expérimentale des deux enzymes de [ activité antioxydant

Tableau 2 : Les principales caractéristiques des deux enzymes choisie pour [’activité
antioxydant XO/ iNOS affirme par la base de données PDB :

Nom Code ID  Date de déposition  Chaine Organisme
X0 Xanthine oxydase 3NVY 2011-01-19 A B, C, J, K L Etre humain
Nitrique oxyde 1DD7 2000-03-29 A Etre humain

iNOS  synthése inductible

Cao. H. et ces collaborateurs [8] ont étudiés I’action d’un inhibiteur quercetin (Que) sur
I’enzyme Xanthine oxydase «XO» pour déterminer la structure cristalline exacte du
complexe résultant «Que-3NVY». Cette cible contient six chaine mais le ligand
expérimentale (Que) a été localisé dans la chaine C et L, donc le site actif de cette cible
3NVY est : (voir Figure 2 et 3).




CHAPITRE 111 : APPLICATIONS RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Figure 2 : Sites actifs de la xanthine oxydase complexée a la quercetin [8]

3NVY-Chaine-C 3NVY-Chaine-L

= ARG912 » |LEU 1014 = ARGO912 » |LEU 1014
= ARG 880 = PHE 798 = ARG 880 = PHE 798
= ALA1078 = PHE 914 = ALA1078 = PHE914
= GLN 767 = PHE 1009 = GLN 767 = PHE 1009
= GLN 1040 » VAL 1011 = GLN1040 = VAL 1011
= GLN 1197 = MET 1038 = GLN1194 = MET 1038
= GLU 802 » SER 1082 = GLU 802 = SER 1082
= GLU 1261 = SER1080 = GLU1261 = SER1080
= |LEU 648 = THR 1010 = |LEU 648 = THR 1010
= LEUS873 = |LEUS873

Figure 3 : site actif de /’enzyme xanthine oxydase complexée a la quercetin dans Chimera

Notons que les coordonnées de la grid box (boite tridimensionnelle) du site actif

correspondant aux récepteurs 3ANVY pour les deux chaines C et L sont:
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3NVY-chaine C
Cordonnées | X Y Z
Centre 38.4352 | 15.1571 | 19.0148
Taille 22.7555 | 28.6259 | 27.6183

3NVY-chaine L
Cordonnées X Y Z <
Centre 89.2451 | 9.33153 | 22.4102
Taille 24.1689 | 31.8885 | 35.1795

% McMillan.K. et ces collaborateurs [9] ont étudiés I’action d’un inhibiteur methyl (3S)-3-
{2-[(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl) amino]-2-oxoethyl}-4-[2-(1H-imidazol-1 yl) pyrimidin-
4-yl] piperazine-1-carboxylate (1PM) sur I’enzyme «iINOS» en utilisant la cible 1DD7.

Cette cible contient une seule chaine A, et les résidus du site actif sont :

1DD7-Chaine-A

PRO192 = |[LE195
PRO344 = ARG193
GLN199 = TYR483
SER236 = PHE363
TRP188 = VVAL346
TRP366 = CYC194
MET349

Figure 4 : site actif de /’enzyme INOS avec le ligand 1PM co-cristallisé dans Chimera

Les coordonnées de la grid box correspondant a la chaine A du récepteur 1DD7 sont :
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1DD7-chaine A

X Y Z

Centre | 67.74 -10.25 55.08

Taille | 22.78 2491 22.73

L’enzyme de I’activité anti-inflammatoire :

+ Cyclooxygénase 2 (COX 2) :
La structure 3D de la COX-2, a été télechargee sous format pdb a partir de la banque de
donnée protéine (PDB) sous le code ID 3NT1 (figure 5) (voir Tableau 3).

COX-2:3NT1

Figure 5 : Structure expérimentale de /’enzyme de [’activité anti-inflammatoire

Tableau 3 : Les principales caractéristiques de /’enzyme COX-2

Nom Code ID  Date de déposition  Chaine  Organisme
Cox-2  Cyclo-oxygénase-2 3NT1 2010-07-02 A B Etre humain
X Duggan K.C et ces collaborateurs [10] ont étudiés 1’action de I’inhibiteur naproxen

(Npx) sur I’enzyme cox-2 (cyclooxygénase) en utilisant la cible 3NT1. Cette cible contient
deux chaines A et B. Le ligand expérimental (Npx) a été localisé dans les deux chaines,

donc les principaux résidus qui forment le site actif sont :
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3NT1-Chaine-A 3NT1-Chaine-B
ALA527 ARG438 ALA527 ARG 438
TYR 355 VAL349 TYR 355 VAL349
SER 119 LEU352 SER 119 LEU352
ARG 120 GLY526 ARG 120 GLY526
TRP387 TRP 387

Figure 7 : site actif de [’enzyme Cyclooxygénase 2 avec le naproxen dans Chimera

Ensuite, les coordonnées de la Grid box du site actif correspondant aux récepteurs 3NT1-
chaine A et 3NT1-chaine B sont :

3NT1-chaine A

X Y Z
—p | Centre | -42.2745 | -48.8269 | -15.056
Taille | 22.9438 24.3206 | 35.7563

s
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3NT1-chaine B

X Y Z

Centre | -45.248 | -41.4036 | -62.8577 [€=

Taille 28.517 19.2954 | 19.9965

111.2. Résultats d’évaluation de I’activité antioxydants :

L’objectif de notre étude consiste a ’évaluation in silico de l'activité antioxydante
des composes présents dans les extrais des feuilles des plantes Prunus persica et Rubus
ulmefolius afin de trouver des nouveaux inhibiteurs des enzymes xanthine oxydase (XO) et
inductible nitrique oxyde synthése (iNOS) responsable du stress oxydatif par la production

des ROS et RNS, respectivement.
> Test de fiabilité de programme Autodock vina (le Re-docking)

Afin de valider la fiabilité, la robustesse et la capacité du logiciel de docking a donner des
résultats poches a 1’expérience, nous avons effectué I’étape du re-docking pour les deux

cibles avec son ligand expérimentale. (Tableau 4)

Tableau 4: résultats des énergies d’interaction AG apres re-docking

AG (kcal/mol)
%O 3NVY-Que-chaine C 3NVY-Que-chaine L
-8.7 -9
iINOS 1DD7-1PM-chaine A
-9.7

> L’analyse du tableau :
% Pour XO:

Les résultats donnés dans le tableau 4 montre que le ligand expérimentale quercetin
(Que) au sein du site actif de la protéine 3NVY donne une énergie d’interaction de : -8.7
kcal/mol avec la chaine C, et -9 kcal/mol avec la chaine L, notons que les deux chaine ont
des énergies similaires. Ensuite, nous avons superposé la meilleur pose du docking avec la

pose du ligand expérimentale pour les deux chaines C et L (figure 8).
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Superposition (chaine C) Superposition (Chaine L)
Figure 8 : la superposition de la cible 3NVY

On remarque que la chaine C a donné une bonne superposition contrairement a la chaine L.

En se basant sur ces résultats, nous avons choisi la chaine C pour le reste du calcul.
% Pour iNOS :

L’analyse du tableau 4 montre que le redocking avec le ligand expérimentale (1PM) au
sein du site actif de la protéine 1DD7 donne une énergie d’interaction de : - 9.7 kcal/mol,
d’autre part, cette cible contient une seule chaine donc les calculs docking vont s’effectuer

sur cette chaine unique.
» Le choix des ligands de référence pour le calcul :

Dans notre étude, nous avons sélectionné 17 ligands, comme mentionné
précédemment. Ces ligands different par leurs caractére (hydrosolubles, liposolubles)
(tableau 5). A cet égard, nous avons considérés les deux antioxydants : la vitamine C
[11,12] et la vitamine E [13] comme molécules de références qui ont un caractere

hydrosoluble et liposoluble, respectivement.

Tableau 5 : Le caractere hydrosoluble, et liposoluble de chaque ligand selon log P.

Les ligands Log P Caractere
Apigenin 3.02 (4] Liposoluble
Naringenine 2.52 491 Liposoluble
Astragaline 4,39 (¥4 Liposoluble
Kaempferol 2.00 (41 Liposoluble
Luteolin 2.53 [ Liposoluble
Ursolic acide 7.92 (4 Liposoluble
Zeaxanthin 14.95 14 Liposoluble
Rutin -2.02 [24] Hydrosoluble
Persicoside 0.59 [*3] Hydrosoluble
Hesperidin -0.59 [29] Hydrosoluble
Nicotiflorin 0.20 [*3 Hydrosoluble
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quercetin-3-O glucuronide 0.71 [ Hydrosoluble
Quercetin 1.48 14 Hydrosoluble
Isoquercitroside 0.53 1% Hydrosoluble
Ellagic acide -2.05 4] Hydrosoluble
Ferulic acide 1.51 (4] Hydrosoluble
Acide caffeic 1.15 4] Hydrosoluble

111.2.1. Résultats du docking moléculaire

Par la suite, nous avons effectué le docking moléculaire des 17 ligands avec les cibles XO

et INOS, et les résultats sont récapitulés dans le Tableau 6.

Tableau 6: résultats du docking moléculaire des 17 ligands avec XO et iNOS

XO INOS
3NVY-chaine-C  1DD7-chaine A
Les ligands AG (kcal/mol) RMSD
Kaempferol -9.2 < -9 < 0
Naringenine -9 = -101 F 0
Astragaline -9 3, -10 3, 0
Ursolic acide -8.1 3 -9.3 3 0
Zeaxanthin 7.8 m 9.3 m 0
Apigenin 5.5 ~ -8.5 & 0
Luteolin -5.6 ~ -2.3 ~ 0
Acide caffeic -8.7 < -8.8 < 0
Ellagic acide -8.7 = -8.8 = 0
Persicoside -8.6 3 -8.9 3. 0
Quercetin-3-0 glucuronide -8.6 a -7.4 3 0
Hesperidin -8.3 o -10 o 0
Quercetin -7.8 =) -6.7 5 0
Isoquercitroside 7.1 S -6.8 s 0
Nicotiflorin 67 = -88 0
Ferulic acide -6.3 < -10 o 0
Rutin -5.9 ~ -8.6 ~ 0

> L’analyse du tableau :

Les résultats obtenus indiquent que les cing ligands liposolubles : Kaempferol,
Naringenine, Astragaline, Ursolic acide et Zeaxanthin ont des affinités supérieures a celle
de la vitamine E dans le cas de I’enzyme XO. Les mémes composes y compris apigenin

ont également des énergies d’inhibitions meilleures que la vitamine E avec la cible iNOS.

Dans le cas des composés hydrosoluble, tous les ligands ont des affinités plus élevées que

la vitamine C vis-a-vis ’enzyme INOS. Les mémes composés sont considérés comme
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meilleurs inhibiteurs de la XO sauf Luteolin qui a donné une énergie faible que la

référence.

En résumé, la plupart des ligands donnent de bonnes énergies d’inhibitions ce qui implique
que ces composeés sont prédits comme des inhibiteurs de la XO et iNOS sauf le ligand

Luteolin dans le cas des deux cibles Apigenin et Rutin pour la XO.
111.2.2 Analyse des modes d’interactions des meilleurs ligands sélectionnés :

L'analyse visuelle est une étape primordiale qui permet la visualisation des
interactions qui auront lieu entre les meilleurs ligands au sein du site actif des protéines.
Notons que, pour I’analyse visuelle nous avons choisi les deux meilleurs ligands par

rapport a la vitamine C et la vitamine E pour chaque cible (3NVY, 1DD7).

> Les resultats de la cible 3NVY sont donnés dans la figure 9 et le tableau 7 ci-dessous :
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Tableau? : présentation des ligands meilleurs qui ont fait des interactions avec les acides
aminés de notre cible 3NVY
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Complexe : +3NVY-chaine C

Type des liaisons avec Distance (A°)

Hydrogene Hydrophobe
. Pi- . [ oo
Conventionnel Carbone . . Pi-Pi Amide-Pi Pi-Pi T-
Hydrogéne | Hydrogéne Pi-Alkyl Alkyl Pi-Sigma | Sulfur | oo ked |  Stacked shaped
Lys™ (2.065)
1083
anvy+ | THr%® (2.171) s
Kaempferol | Thri%3(2.346) (S??EI;ZO) ,'XIIZEWE‘ ((g’ 23337)) / / / / / /
-9.2kcal/mol | Ser'®(1.903) ' '
Met10%8 (2.730)
Arg®® (2.595) Val™ (5 365) Leutos opaios
3nvy+ | Args®(2.076) Leul®24 (5.343) / (3.354) Phe?14 . ?38
Naringen | Thrio(2.132) Prol® (5.185) Alalo”® (4.521) / éh 38)
ine Thrio10(3.017) Leut? (4.889) (3.992) / E’3hg“;1§) 4 ?50)
-9 kcal/mol | y/g2011 (2.203) Leu®8 (5.101) : '
Arg®2(2.664 | pperes Arg®? (4.841) Met1038
3nvy+ Val'?? (2.157) | (3.529) Arg®2 (4.451) (4.658)
ellagic | Arg®2(2.333) | Gly™ Met10% (4.451)
acide GInt%40 (1.950) (2.811)
-8.7 kcal/mol Ly31045 (3027) /
Serlo®0 (2 644) / / / /
Serl%0(2.771)
Thrl%s3 (1.764)
Thrl%3 (1.801)
3nvy+ Thrl08 (2.399) Arg°1?(5.391)
acide | Thr%3 (2.100) / Arg®2 (4.751) / / / / / /
caffeic | GInt194(1.929) Alalo8(5.315)

-8.7 kcal/mol
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L’analyse visuelle montre que : a partir la figure 9 et le tableau 6 la plupart des acides
aminés du site actif de la cible 3NVY qui sont (Phe®!*, Phel®® Leu648, Leul®, Leu®”,
Val'®?, Alal?78 Arg®? GIn'%0, GIn1'%, Met!0%, Serl%0 Arg®® Thrlo® ont formé des
interactions avec les meilleurs ligands ce qui indique que les ligands sont bien placé dans
le site actif du récepteur 3ANVY. D’autres parts les complexes obtenus sont bien stabilisé

par de nombreuses interactions et liaisons a s’avoir :

v’ Les interactions de type Van Der Walls : Tous les ligands ont formés ce type
d’interactions faisant intervenir les acides aminés indiquées dans les figures par couleur
vert claire

v' La liaison hydrogéne:

Les interactions de type liaisons hydrogene sont considérés parmi les interactions les plus
Naringenine acide forment cing liaisons, ellagic acide neuf liaison et acide caffeic trois
liaisons. Tandis que, la vitamine C a formée trois liaisons et la vitamine E n’a aucune

liaison.

Dans le cas des liaisons de type carbone hydrogene, le Kaempferol forme une seule liaison,
ellagic acide deux liaisons et les deux ligands : acide caffeic et Naringenine ainsi queles
références ne forment aucune liaison de ce type.

v Les interactions hydrophobiques : Les complexes obtenus « 3nvy+kampferol,
3nvy+ Naringenine, 3nvy+ ellagic acide, 3nvy+ acide caffeic » sont stabilisés
également par de nombreuses interactions hydrophobiques faisant intervenir les

résidus du site actif comme il est indiqué dans le tableau.

» L’analyse visuelle des meilleurs ligands de la cible 1DD7 est donnée dans la figure 10

et le tableau 8 :
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Tableau8 : présentation des ligands meilleurs qui ont fait des interactions avec les acides aminés de notre cible 1DD7

Complexe : +1DD7-chaine A

Type des liaisons avec Distance (A°)

Hydrogene Hydrophobe
Conventiqnn _ Amide- o
el Hydrogene | - Barbone | pi_ Ayl Alkyl pi-sigma | T SUUT b pistacked | P RN
ydrogene Stacked shape
1DD7+ | Tyr'®(2.444) | GIy™(3.604) | Pro®*(5.022) Trp'%(3.614) | Asn>**,
Astragaline Leu?%3(5.448) / / / Trp'88(4.242) | Gly*® /
-10.1 kal/mol Phe®3(4.074) | (4.471)
1DD7+ | Trp3%%(3.173) Cys!'%(5.379) Gly*%5(3.943) | Cys'94(3.668) | Trp®(3.655) Trp365(5.337)
Naringenine - / Leu?*(5.361) / Gly®%5(3.729) Trp'88(4.236) / Trp%¢(5.832)
10 kal/mol Phe®63(4.094)
1DD7+ Met34 Tyr*8%(3.410) | Phe3%3(4.647) | leu®®®(4.136) Trp'88(3.506)
Hesperidin (2.98) Tyr*83(5.035) | 1162%8(3.345) / / Trp'®(3.955) / /
-10kal/mol Pro®#(4.783) Phe®%3(4.375)
Pro344(2.454) Tyr3®" (4.877) Gly'%(3.735) Trp'%8(3.661) Trp3%6(5.348)
1DD7+ | TrP*®(3.305) / Cys'®(5.277) / Gly®%(3.978) Trp'88(4.312) / Trp365(5.885)
Ferulic acide Cys'*(3.384) | Phe®3(3.974)

-10 kal/mol
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D’aprés 1’analyse visuelle de la cible 1DD7 on remarque que les résidus qui
forment le site actif (Trp®, trp3®, Phe®®3, Arg'®, Cys!®, Pro®* Prol%?, Tyr'® et Met®¥)
ont fait des interactions avec la plupart des ligands avec des distances différentes comme
c’est indiqué dans le tableau. Cela indique que les ligands sélectionnés sont bien placés
dans le site actif du récepteur 1DD?7, et ils sont stabilisés par de nombreuses interactions:

v' Les interactions de type Van Der Walls : Tous les ligands ont des interactions de
types Van der walls.
v' Les liaisons hydrogénes:
o Tout d’abord, les ligands Astragaline, Naringenine et Hesperidin forment une seule
liaison hydrogene, le ferulic acide forme deux liaisons. par rapport aux ligands de
référence seulement la vitamine C a une seule liaison.

o D’autre part, 1’Astragaline et le Hesperidin ont formé une liaison de type Carbone
Hydrogéne

v’ Les interactions hydrophobiques : il en existe différents types, qui sont données dans
le tableau, ces interactions sont également importantes et permettent de mieux

stabilisées les complexes obtenus.
IV. Résultats d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire :

Notre but dans ce travail est d’étudier également I’activité anti-inflammatoire des
17 composes avec la cible Cox-2 qui est cible inflammatoire responsable de la production
des prostaglandines. De ce fait, nous avons choisi la cible 3NT1 pour faire 1’étude du
docking moléculaire afin de trouver de nouveaux inhibiteurs.
» Test de fiabilité du programme autodock vina (le Re-docking)

Les résultats du re-docking pour la cible 3NT1 avec le ligand co-cristallisé sont :

Tableau 9: résultats du re-docking pour [’enzyme 3NTL1.

AG (kcal/mol)
3NT1-chaine A 3NT1-chaine B
3NT1-NPS
-0.2 -0.2

L’analyse des résultats du tableau monte que le redocking avec le ligand expérimentale

(NPS) au sein du site actif de la protéine 3NT1 donne la méme affinité pour la chaine A, et




CHAPITRE 111 : APPLICATIONS RESULTATS ET DISCUSSIONS

B -9,2 Kcal/mol. Ensuite la superposition de la pose du docking avec la pose expérimentale

pour les deux chaines A et B est donné dans la figure 11.

chaine A chaine B

Figure 11 : la superposition de la cible 3NT1

Les deux chaines nous ont donné la méme énergie et une bonne superposition, donc en
peut choisir une des deux chaines. Alors, pour le reste de calcul nous avons utilisé la

chaine A et les coordonnées du Grid box du site actif sont donnés auparavant.
> Le choix de ligand de réference :

Le traitement de lI'inflammation se limite a la prise de médicaments anti inflammatoire non
stéroidien et afin de valider nos résultats, nous avons choisi deux médicaments bien

connus:

+ Naproxen qui est le ligand expérimental dans notre cible 3NT1. C’est un anti-
inflammatoire non stéroidien, utilisé pour traiter les douleurs postopératoires [16]

+ L'ibuproféne : est un médicament analgésique et antipyrétique largement utilisé
notamment en médecine humaine pour traiter les maux de téte, les douleurs

musculaires et menstruelles, la fievre et l'arthrite [17]

» Mécanisme d’action des deux médicaments :

Le mécanisme d'action de l'ibuproféne et Naproxen consiste a inhiber l'activité de
I'enzyme COX-2. Cela blogue en grande partie la conversion de I'acide arachidonique en
prostaglandines  pro-inflammatoires. Les deux analgésiques anti-inflammatoires
fonctionnent efficacement. Cependant, ces médicaments doivent étre pris quotidiennement,

car leurs effets sont toujours de courte durée [18,19].

IV.1. Résultats du docking moléculaire

Deuxiémement, nous avons effectué le docking moléculaire des 17 ligands avec la cible
3NT1 de la COX-2. (Tableau 10)

F
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Tableau 10 : Les résultats des énergies d'interactions (AG, kcal/mol) de 3ANT1

3NT1-chaine A

AG (kcal/mol) RMSD A?
Naproxen -9.2 0
Ibuprofene -7.8 0
Kaempferol -8.5 0
Naringenine -8.1 0
Persicaside -8 0
Acide_caffeic -7.9 0
Astragaline -7.9 0
Luteolin -7.4 0
Apigenin -71.3 0
Hesperidine -7.1 0
Rutin -7.1 0
Nicotiflorine -6.9 0
Ferulic-acide -6.7 0
Quercetin -6.7 0
Ellagic-acid -6.7 0
Quercetin-3-O-glucuronide -5.6 0
Isoquercitroside -6.3 0
Ursolic acide -6.2 0
Zeaxanthine -5.4 0

» L’analyse du tableau :

Les résultats de calcul donnés dans le tableau pour les 17 composés donnent des énergies
comprissent -5.4 et -8.5 kcal/mol ce qui implique que ces composés peuvent é&tre

considérés comme des inhibiteurs de la cible 3NT1.

La comparaison avec les médicaments de références montrent que :

Dans le cas du Naproxen affinité obtenue est égale a -9.2 kcal/mol, et les 17
ligands ont donné des énergies plus faibles par rapport a ce dernier. Tandis que, dans le cas
de ibuprofene les 5 ligands suivant: Kaempferol, Naringenine, Persicoside, Acide-caffeic,
Astragaline possédent des énergies d’inhibitions meilleurs que ibuproféne (-7.8 kcal/mol).
A partir de ces résultats, on peut conclure que les 5 meilleurs ligands sont prédits comme

des inhibiteurs plus performants que I’ibuprofene.
IV.2 Analyse des interactions des meilleurs ligands sélectionnés :

L’analyse visuelle des interactions obtenues entre le site actif du récepteur 3NT1 et les 5

meilleurs ligands par rapport a ibuprofene sont donnés dans la figure 12 et le tableau 11 :
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Tableau 11 : présentation des ligands meilleurs qui ont fait des interactions avec les acides aminés de notre cible 3NT1

Complexe : +3NT1-chaine A

Type des liaisons avec Distance (A°)

Hydrogene Hydrophobe
Conventionn Pi.
el Hydrogéne Carbone : . Pi-Pi Amide-Pi Pi-Pi T-
Hydrogéne Pi-Alkyl Alkyl Pi-Sigma | Sulfur | i ked Stacked shaped
Arg'(2.437) | Val¥(2.947) | Val**(5.121) Leu®%2(3.609) Gly5% Ala®" | Tyr%5(3.965)
3NT1+ | Arg!2(1.901) Val*23(5.266) / Leu®2(3.713) |/ / (4.444)
Keampferol Val®*(5.045) Ala®?7(3.859) Gly®26 Ala%?’
-8.5 kal/mol Ala?(4.306) (4.489)
Leu®31(5.369)
INT1+ Valb#(2.943) | Val**(5.103) Leu®52(3.619) Gly5% Ala®" | Tyr3%5(4.929)
Naringenine - / Val®%(5.260) / Leu32(3.681) / / (4.472)
8 1Kkal/mol Val®*(5.001) Ala®?7(3.840) Gly%?7 Ala%’
' Ala?(4.361) (4.500)
Ser®39(1.994) Val**9(4.629) Leu352(3.875) Gly>% Ala®?’
Leu®2(5.136) Ala5?(3.870) (3.799)
Leu®2(5.093) Gly5%6 Alad?’
/ Leu2(4.687) / / / (4.042) /
SNT1+ Val523(4.320) Gly52% Ala?
Persicoside A|8.527(5.310) (4.696)
-8 kal/mol Ala®27(4.109) Gly526 Alas??
Ala77(4.523) (5.457)
Val3¥9(4.913)
Vals23(5.172)
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-7.9k kal/mol

Arg'?0(2.508) | Leu®?(3.764) | Val**%(4.753) Gly526 Ala%?7
Arg!?(1.820) | Leu®?(3.616) | Val*?(4.977) (4.316)
INT1+ | Tyr®(2.432) | Ala®7(3.907) | Ala®?’(5.076) Gly528 Alas??
Acide_caffeic Ser®39(1.796) Val'!(5.467) / (4.395) /
-7.9kal/mol Val?*%°(5.393)
Alas?’(4.208)
Leu®(4.984)
ValF3(2.786) | Val**®(5.066) Leu®2(3.689) GIys%, Tyr3%(4.799)
3NT1+ 597
Astragaline / Ala®?7(4.315) Ala5?7
(4.531)
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L’analyse des interactions montre que la majorité des interactions ont lieu avec les
acides aminés du site actif de la cible 3nt1 qui sont (Arg'%, Tyr®®, Trp®7, val**°, Leu352,
Tyr3#® Ala®?’, Gly®%%) avec des distances indiquées dans le tableau, cela nous rassure que
les ligands sont bien placé dans le site actif, et ils sont bien stabilisés a travers:

v" Des interactions de types Van Der Walls :

v Tous les ligands ont formés ce type d’interaction faisant intervenir des acides aminés
indiqués dans la figure par couleur vert claire.

v" Des liaisons hydrogénes :

On remarque que, le Kaempferol forme deux liaison hydrogene et Persicoside
forme une seule liaison et le Acide caffeic forme 3 liaisons. Le ligand de référence forme
également 2liaisons de ce type. Il y’a également des liaisons de type carbone hydrogéne
qui ont lieu dans le cas du Kaempferol, Naringenine et le Acide caffeic.

v’ La troisiéme des interactions Hydrophobe :
Il existe différents types des interactions hydrophobes, notamment : Pi-Alkyl, Alkyl, Pi-
Sigma Pi-Sulfur, Pi-Pi Stacked, Amide-Pi Stacked, Pi-Pi T-shaped, ces interactions

stabilisent bien les complexes obtenus.
V. Evaluation des paramétres pharmacocinétiques (ADME/Tox) :

Pour enrichir notre étude nous avons évalué les propriétés physiques-chimiques et
les criteres ADMET (absorption, distribution, Métabolisme, excrétion et toxicité) sur les
meilleurs composés issus de 1’étude du docking moléculaire avec molécules de référence

afin de prédire de candidats médicaments a 1’aide du serveur web ADMETLAB.

v Pour les deux cibles de I’activité antioxydante :

Nous avons choisi les deux meilleurs ligands par rapport la vitamine C et la vitamine E

pour chague cible

o Xanthine oxydase : Kaempferol, Naringenine (par rapport vitamine E) acide
caffeic, ellagic acide (par rapport vitamine C)

o Inductible nitrique oxyde synthése : Naringenine , Astragaline (par rapport
vitamineE) Hesperidin, nicotiflorin (par rapport vitamine C)

v Pour la cible de I’activité anti-inflammatoire
o Cyclooxygénese-2 : Kaempferol, Naringenine , Persicoside, Acide caffeic et Astragaline par
Rapport a I’ibuproféne.
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Notons que, nous avons utilisé les SMILES des ligands pour faire 1’analyse (voir tableau

12). SMILES est définie comme un langage symbolique pour décrire la structure des

molécules chimiques sous forme de courtes chaines.

Tableau 12 : présentation les smiles des meilleurs ligands [14].

ligands SMILES :

Kaempferol C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)O

Naringenine C1=CC(=CC=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0O

Ferulic acide CC1C(C(C(C(01)OCC2C(C(C(C(02)OC3=C(0OC4=CC(=CC(=C4C3=0)0)0)C5=C
C=C(C=C5)0)0)0)0)0)0)0

Persicoside C1=C2C3=C(C(=C10)0)OC(=0)C4=CC(=C(C(=C43)0C2=0)0)0

Astragaline C1C(0C2=CC(=CC(=C2C1=0)0)0)C3=CC=C(C=C3)0

Acide caffeic | C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)0

Ellagic acide C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0C4C(C(C(C(04)C(=0)O
)0)0)0)0)0

Hesperidin CC1C(C(C(C(01)OCC2C(C(C(C(02)0C3=CC(=C4C(=0)CCc(0C4=C3)Cs=CC(=C
(C=C5)0C)0)0)0)0)0)0)0)O

Vitamine C C(C(C1C(=C(C(=0)01)0)0)0O)O

Vitamine E CC1=C(C2=C(CCC(0O2)(C)Cccrcr(c)ccee(e)ceece(e)e)c(=cro)ee

Ibuprofene CC(C)CC1=CC=C(C=C1)C(C)C(=0)O

V.1. Propriétés physico-chimiques :

Dans notre étude, nous avons étudié les deux regles druglikeness de Lipinski et

Veber qui sont parmi les régles les plus utilisés actuellement (voir tableau 13). Rappelons

que chaque regle a été définie dans le deuxieme chapitre.

Tableau 13 : Résultats des régles de Lipinski et Veber.

deux regles druglikeness
Lipinski Veber
MW Log P | n.Hacc | n.Hdon | n.Hacc | n.Hdon | TPSA< | nRotbond
<500 <5 <10 <5 <12 <12 140 <10
Kaempferol 286.050 | 2.902 6 4 6 4 111.130 1
Naringenine 270.050 | 3.307 5 3 5 3 90.900 1
Ferulic acide 594.160 | 0.200 15 9 15 9 249.200 6
Ellagic acide 302.010 | 0.796 8 4 8 4 141.340 0
Astragaline 272.070 | 2.562 5 3 5 3 86.990 1
Acide caffeic | 302.040 7 5 7 5 131.360 1
Persicoside 478.070 | 0.713 13 8 13 8 227.580 4
Hesperidin 610.190 | 0.642 15 8 15 8 234.290 7
Vitamine C 176.030 | -1.634 6 4 6 4 107.220 2
Vitamine E 430.380 | 9.852 2 1 2 1 29.460 10
Ibuproféne 206.130 | 3.687 2 1 2 1 37.300 4
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» L’analyse du Tableau 13 :

e Les composés : Kaempferol, Naringenine, Persicoside, Astragaline, Acide caffeic
vitamine C, vitamine E et ibuprofene Vérifier les valeurs optimales et répondent aux
critéres des régles de Lipinski et Veber, cela indiqué que ces composés sont administrés

par voie orale sans probléme.

e Les composé Ferulic acide, ellagic acide et Hesperidin ne réponds pas aux criteres des
deux regles Lipinski et Veber. Cela nous indique que ces composés peuvent causer des
problémes lors de 1’administration orale, donc ces composés ne peuvent pas étre
considérés comme des médicaments administrés par vois oral et ils sont éliminés pour le

reste de travail
e V.2. La pharmacocinétique (ADME/Tox) :

Les criteres ADMET étudiés sont (absorption, distribution, métabolisme, excrétion

et toxicité). Sachant que chaque parametre a éte expliqué dans le chapitre 1.
1) Absorption (A) :

Un bon candidat-médicament doit étre completement et rapidement absorbé dans la
circulation sanguine. Dans notre e€tude, nous avons prédit trois parametres
pharmacocinétiques qui correspondent a l'absorption, a savoir : Caco-2 (colon
adenocarcinoma), HIA (Human intestinal absorption) et F% (Oral Bioavailability) :
(voir tableau 14). .

Tableau 14 : Résultat correspondant a /’absorption (A) pour les ligands sélectionnés.

Absorption

Caco-2 (cml/s) HIA F%
Kaempferol -5.028 Oui Non
Naringenine -4.847 Oui Non
Persicoside -5.394 Oui Oui
Astragaline -4.803 Oui Non
Acide caffeic -5.204 Oui Non
Vitamine C -5.782 Oui Oui
Vitamine E -4.907 Oui Non
Ibuprofene -4.377 Oui Oui

» L’analyse du Tableau 14 :
+ Caco-2 (colon adenocarcinoma) :
e Les composés : Kaempferol, Naringenine, Astragaline, vitamine E et ibuproféne
possedent des valeurs de Caco-2 supérieur a -5.15 (> -5.15 cm/s). cela implique une

bonne perméabilité a travers les cellules Caco-2.
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e Les composé : Persicoside, acide Caffeic et vitamine C possédent des valeurs de Caco-
2 inférieure a -5.15 (> -5.15 cm/s). Ce qui signifie une mauvaise perméabilité a travers
lescellules Caco-2.

+ HIA (Human intestinal absorption) :

. Tous les composés présents une réponse positive (Oui). Cela nous méne a dire que
ces composé sont absorbés du systéme gastro-intestinal dans la circulation sanguine
ducorps humain.

+ F% (Oral Bioavailability) :

e Les composé : Persicoside, ibuprofene et vitamine C ont donné une réponse positive
(Oui) Cela signifie que les composés présentent une biodisponibilité orale donc, ils
peuvent étre administrés par voie orale et par la suite la dose du médicament peut
atteindre finalement le site d'action thérapeutique.

e Les composes Kaempferol, Naringenine, Astragaline, acide caffeic et vitamine E
posséde une réponse négative (non). Cela indique que ces composés ont une faible
biodisponibilité orale, cela est associé a la faible perméabilité et solubilite des
composes. Ces résultats sont en bon accord avec les résultats expérimentaux trouves par
d’autres chercheurs [20,21, 22]

2) Distribution (D) :

Un bon candidat médicament doit étre distribué spécifiquement vers son site
d'action dans le corps. Dans notre travail, nous avons prédit trois parametres
pharmacocinétiques correspondant a la distribution, a savoir : PPB (Protein Plasma
Binding) et BBB (Blood-Brain Barrier) et le volume de distribution (\Vd) (Voir Tableau
15).

Tableau 15 : Résultat correspondant a [ 'distribution (D) pour les ligands sélectionné

Distribution
PPB (%) BBB VD
Kaempferol 95.436 Oui 0.533
Naringenine 97.255 Oui 0.510
Persicoside 83.868 Oui 0.693
Astragaline 93.763 Oui 0.502
Acide caffeic 95.496 Oui 0.579
Vitamine C 20.163 Non 0.485
Vitamine E 101.191 Non 6.313

ibuproféne 94.365 Oui 0.238
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» L’analyse du Tableau 15 :

+ PPB (Protein Plasma Binding) :
L'importance de la diffusion des médicaments dans les tissus dépend de la liaison aux
protéines plasmatiques, les médicaments sont transportés soit sous forme libre ou sous
forme de liaison réversible aux protéines plasmatiques.

e Les composes : Acide caffeic, Kaempferol, Naringenine, Astragaline, vitamine E et
ibuprofene ont des ratios supérieurs a 90 % (> 90 %). Cela montre que ces composés
sont fortement liés aux liaisons aux les protéines plasmatiques ce qui signifie que ces
composés peuvent avoir des difficultés lors de la pénétration tissulaire. Dans le cas
d’ibuproféne, les études de la pharmacocinétique constate que ce dernier et plus
fortement lié au plasma [23] ce qui justifier le résultat obtenu.

e les composés : Persicoside, vitamine C possedent des pourcentages de PPB inférieur a
< 90%. Ceci montre que les candidats peuvent former une liaison aux protéines
plasmatiques humaines, ce qui est crucial pour la distribution d’un médicament
potentiel dans les tissus corporels.

+ BBB (Blood-Brain Barrier) :

e Les composés : ibuprofene, Acide caffeic, Kaempferol, Naringenine, Persicoside et
Astragaline ont une réponse positive (Oui) au paramétre BBB. Donc ces candidats
peuvent étre distribués sans qu’ils aient de problemes vis-a-vis le systéme nerveux
central (SNC).

e Les composés : vitamine C, vitamine E ont une réponse négative (non) au coefficient
BBB. Ces candidats ne peuvent pas penétres la barriere hémato-encéphalique, ces
résultats ont été trouvés par d’autres chercheurs [24, 25].

+ VD (volume de distribution) :
e Tous les composes : ibuproféne, Acide-caffeic, Kaempferol, Naringenine,
Persicoside, hespeéridine, Astragaline, vitamine C, vitamine E ont une taille de
distribution entre 0,04-20L/kg, ce qui signifie que ces composes peuvent étre

distribués dans lacirculation sanguine.
3) Métabolisme (M)

Les parameétres pharmacocinétiques qui correspondent au métabolisme sont:
Substrats du CYP450 et inhibiteurs du CYP450 (Voir Tableau 16).
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Tableau 16 : Résultats correspondant au métabolisme (M) pour les ligands sélectionnés.

Métabolisme (M)

P450 CYP Substrat P450 CYP Inhibiteur

1A2 3A4 2C9 2C19 2D6 1A2 3A4 2C9 2C19 2D6
Kaempferol Non Non  Oui Non  Oui Oui Oui Oui  Non Oui
Naringenine Non Non  Oui Non  Oui Oui Oui Oui  Oui  Oui
Persicoside Non Non Non Non Non  Oui Non Non Non Non
Astragaline Non Non  Oui Non  Oui Oui Oui Oui  Oui  Oui
Acide caffeic  Non Non Oui  Non Non  Oui Non Oui  Non Non

Vitamine C Non Non Oui Non Non Non Non Non Non Non
Vitamine E Non Non Oui Non Non Non Non Non Non Non
Ibuproféne Non Non Oui  Oui Non  Non Non Non  Non Non

» L’analyse du Tableau 16 :

% P450 CPY Substrat :

e Le composé : ellagic acide présentent une réponse négative (Non) donc ce dernier n’est
pas un substrat des cytochromes P450.

e Les composés : Kaempferol, Naringenine, Astragaline présentent une réponse négative
(Non) aux (1A2, 2C19, 3A4) donc ces derniers présentent un bon métabolisme.
D’autres parts,ces composés sont des substrats des enzymes P450 CYP (2C9, 2D6).

e Les composés : acide caffeic, vitamine C, vitamine E présentent une réponse négative
(Non) aux (1A2, 2C19, 2D6, 3A4) donc ces derniers présentent un bon métabolisme.
Tandis que, ces composés sont des substrats d’enzyme (2C9).

e Le composé lbuprofene a un mauvais métabolisme vis-a-vis I’activité des enzymes
(2C9, 2C19) et un bon métabolisme par rapport aux enzymes (1A2 ,3A4, 2D6).

+ P450 CYP Inhibiteur :

e Lescomposés : vitamine C, vitamine E et ibuproféne en présentent un bon métabolisme.
Par rapport aux enzymes (1A2, 3A4, 2C9, 2C19 et 2D6). Persicoside possede une
réponse négative aux (3A4, 2C9, 2C19 et 2D6) et également le acide caffeic par
rapport aux (3A4, 2C19 et 2D6 (Non).

e Les composeés : Kaempferol, Naringenine et Astragaline sont des inhibiteurs des
enzymes (1A2, 3A4, 2C9 et 2D6), y compris le 2C19 dans le cas de Naringenine,

Astragaline, donc ces composeés présentent un mauvais métabolisme.
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4) Excrétion (E) :

Un bon candidat médicament doit étre éliminé de maniére appropriée sans causer
de dommages. Dans notre travail, nous avons prédit deux parametres pharmacocinétiques
correspondant & 1’excrétion, & savoir : la Clairance (CL) exprimé en (ml/min/kg) et le

temps demi-vie (T %2) exprimé en heure (h). Les résultats sont :

Tableau 17 : Résultat correspondant a !’excrétion(E) pour les ligands sélectionnés.

Excrétion (E)

(T %) CL
Kaempferol 0.898 8.146
Naringenine 0.856 7.022
Persicoside 0.886 3.724
Astragaline 0.774 17.388
Acide caffeic 0.929 8.284
Vitamine C 0.772 2.015
Vitamine E 0.032 6.802
ibuprofene 0.687 0.778

» L’analyse du Tableau 17 :

+ T Y(le temps demi-vie) :

e Pour le compose vitamine E ont un temps de demi-vie entre 0-0.3 ce qui indique que

I’¢limination de la moiti¢ de la concentration du médicament dans le sang est lente. Et par

conséquent 1’excrétion est bonne.

e Pour le composeé ibuprofene ont un temps de demi-vie entre 0.3-0.7 ce qui indique que

I’élimination de la moitié de la concentration du médicament dans le sang est moyen. Et

par conséquent 1’excrétion est moyenne.

o les composés : Kaempferol, Naringenine, Persicoside, Astragaline, Acide caffeic,
vitamine C ont un temps de demi-vie entre 0.7-1 ce qui indique que 1’élimination de la
moitié de la concentration du médicament dans le sang est rapide. Et par conséquent
I’excrétion est mauvaise.

+ CL (la Clairance) :

e Pour les composés Persicoside, vitamine C la clairance est inférieur a < 5ml /min/kg ce
qui signifie que les composés a une mauvaise excrétion, donc un faible indice
thérapeutique cela est probablement di au faibles pourcentage de PPB.

e Pour le Acide caffeic, Kaempferol, Naringenine et la vitamine E, la clairance est

supérieure a 5 ml/min/kg, ce qui signifie que les composés ont une décharge moyenne.
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o Pour le composé Astragaline la clairance est supérieur a > 15 ml /min/kg ce qui

signifieque le composé a une bonne excrétion.
5) Toxicité (T) :

Les candidats-médicaments doivent démontrer un profil d'innocuité acceptable dans
toutes les études toxicologie. Notre étude a simulé la toxicité potentielle des composés par
test hERG (Human Ether-a-go-go-Related Gene), test AMES, et le test H-HT. (\Voir
tableau 18).

Tableau 18 : Résultat correspondant a Toxicité (T) pour les ligands sélectionnés.

Toxicité
test de hERG test d’Ames test H-HT

Kaempferol Non--- Oui+ Non ---
Naringenine Non--- Non - Non ---
Persicoside Non--- Non -- Oui ++
Astragaline Non--- Non - Non ---
Acide caffeic Non --- Oui+ Non ---
Vitamine C Non--- Non --- Non ---
Vitamine E Non--- Non --- Non ---
Ibuprofene Non --- Non --- Non -

» L’analyse du Tableau 18 :

+ Test de hERG : (Human Ether-a-go-go-Related Gene)

e Tous les composés présentent un test hERG négatif (Non). Donc ¢’est composés ne tend

pas a développer des problemes cardiaques.
+ Test d’AMES :

e Les composés : Naringenine, Persicoside, Astragaline, vitamine C, vitamine E et
ibuprofene présentent une réponse négatif (Non) donc pas de possibilit¢ d’induire des
modifications au niveau de I’ADN, et c’est COMPOSEés ne sont pas toxigue.

e Les composés Kaempferol et acide caffeic présente une réponse positive (oui) mais
faible doncpas de grand risque a induire des modifications au niveau de I’ADN, donc
c¢’est composés sont faiblement toxique.

+ Test H-HT :

e Les composés : Kaempferol, Naringenine, Astragaline, vitamine C et vitamine E,

quercetin et ibuproféne présentent une réponse négatif (Non) donc c’est composé sont

prédit commenon hépatotoxiques.
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Le composé : Persicoside présente une réponse positive (oui) donc il est prédit comme
hépatotoxiques avec un degré de toxicité moyenne.

Conclusion sur le filtrage ADMET :

Les composés Ferulic acide, Persicoside et Hesperidin ne peuvent pas étre considérés
comme des inhibiteurs a cause de ses paramétres pharmacocinétique inapproprié et la
mauvaise biodisponibilité orale.

De maniére générale, on constate que les composés : Kaempferol, Naringenine,
Astragaline , Persicoside et acide caffeic possedent des propriétés thérapeutique
acceptable et ils peuvent atteindre le stade clinique en raison des parameétres
pharmacocinétique et leur profil ADMET favorable et surtout ils sont actifs par voie
orale avec une bonne biodisponibilité dans le processus métabolique de l'organisme.

En résume, ces composés peuvent étre considérés comme des médicaments ou des
semi-medicaments, car ils sont predits comme de nouveaux inhibiteurs avec un

excellent pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire.
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Conclusion Et Perspectives

Le stress oxydatif et I'inflammation sont des problémes de santé majeur pour 1’étre
humain car ils sont a l'origine de nombreuses maladies. Par conséquent, les travaux
présentés dans ce mémoire portent principalement sur l'utilisation des méthodes de docking
moléculaire dans le cadre de la découverte de nouveaux composés a visé thérapeutique afin

de réduire les troubles de santé causés par ces deux phénomenes.

A cet égard nous avons réalisé le docking moléculaire des 17 composés (les
flavonoides et les polyphénols) issus des plantes Prunus persica et les Rubus ulmifolius
vis-a-vis des enzymes XO (3NVY), INOS (1DD7) et la COX-2 (3NT1), responsable de la

production des radicaux libres, I’oxydation et 1’inflammation respectivement.

Les résultats obtenus montre que la majorité des composés posséde une bonne affinité
envers les cibles choisis et ils sont bien placés dans le site actif des récepteur. D’autre part,
les complexes obtenus sont bien stabilisés par plusieurs interactions entre autre les

interactions de type liaison hydrogéne et hydrophobiques.

Les composés selectionnés des deux plantes possedent une capacité antioxydante et
antiinflammatoire et ont un pouvoir inhibiteur avec un meilleur score par rapport aux
molécules de référence tels que la vitamine E, vitamine C et I’ibuproféne ces systémes

sont : Kaempferol, Ursolic-acid, Astragaline, Persicoside, Acide_caffeic

Par ailleurs, l'analyse druglikeness et la pharmacocinétique ADME/Tox indique que les
composes quercetin-3-O glucuronide, hesperidin, et le nicotiflorin ne peuvent pas étre
administrés par voie orale car ils ne respectent pas les regles druglikeness et donc
n’atteignent pas la phase clinique. Tandis que, les composés kaompferol, Ursolic-acid,
Astragaline, Persicoside, Acide_caffeic possede des parametres ADME favorables et un
profil de sécurité acceptable dans les études toxicologiques. Cela implique que ces

composes peuvent étre utilisés comme des substances médicamenteuses.
Comme perspectives possibles a ce travail, nous envisageons :

1. Utilisation des approches quanto-chimiques pour étudier le pouvoir antioxydant et
antiinflammatoire des composes polyphénoliques et en présence des solvants pour
s’approcher du milieu biologique.

2. Concevoir de nouveaux composés avec un meilleur pouvoir antioxydant et
antiinflammatoire.

3. Appliquer la dynamique moléculaire pour une étude approfondie du travail.
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Résumé

Le travail présenté dans ce mémoire porte sur 1’étude in silico des activités antioxydante et
anti-inflammatoire des extraits des feuilles de Prunus persica et Rubus ulmefolius.

1/ Nous avons étudié les enzymes principalement impliquées dans les processus d’oxydation
(X0, INOS) et d’inflammation (COX-2) .

2/ Dans le but de I’inhibition des enzymes cités, nous avons choisi 17 composés phénoliques
présents dans les extraits des feuilles des deux plantes prunus persica et rubus ulmifolius.

3/ Nous avons etudié la simulation par docking moléculaire pour prédire les énergies
d’inhibitions.

4/ Les composes de luteoline, apigénine, naringenine et quercetin sont considérés comme des
meilleurs inhibiteurs et peuvent étre utilises comme des médicaments ou des semi-
médicaments avec un bon pouvoir antioxydante et inflammatoire.

Mots clés : Oxydation, Inflammation, Prunus persica, Rubus ulmefolius, Cox-2, XO, INOS,
Docking moléculaire.

Abstract

The work presented in this memorandum is the in silico study of the antioxidant and anti-
inflammatory activities of extracts from the leaves of Prunus persica and Rubus ulmefolius.

1/ We studied the enzymes mainly involved in the processes of oxidation (XO, iNOS) and
inflammation (COX-2).

2/ In order to inhibit the enzymes mentioned, we have chosen 17 phenolic compounds present
in the extracts of the leaves of the two plants prunus persica and rubus ulmefolius.

3/ We studied the molecular docking simulation to predict the inhibition energies.

4/ Compounds of luteolin, apigenin, naringenin and quercetin are considered as the best
inhibitors and can be used as drugs or semi-drugs with good antioxidant and inflammatory
power.

Keywords: Oxidation, Inflammation, Prunus persica, Rubus ulmifolius, Cox-2, XO, INOS,
Molecular docking.
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