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Introduction Générale

Dans I'esprit de la plupart des gens, il n'y a pas de diagnostic plus effrayant que celui
de cancer. Le cancer est souvent considéré comme une maladie incurable, insupportablement
douloureuse. Aussi populaire que puisse étre cette vision du cancer, elle est exagérée et trop
généralisée. Le cancer est sans aucun doute une maladie grave et potentiellement mortelle.
Cependant, il est faux de penser que toutes les formes de cancer sont incurables et mortelles.
La vérité est qu'il existe plusieurs types de cancer, dont beaucoup peuvent aujourd‘hui étre
traités efficacement de maniere a éliminer, réduire ou ralentir I'impact de la maladie sur la vie
des patients. Alors qu'un diagnostic de cancer peut encore laisser les patients se sentir
impuissants et incontrélables, dans de nombreux cas aujourd'hui, il y a lieu d'espérer plutdt

que de désespoir [1].

Au cours de la derniere décennie, d’importants progres thérapeutiques ont été réalisés.
La chimiothérapie conventionnelle agit sans différenciation sur les cellules a division rapide
des tissus normaux et sur les cellules tumorales. Cette absence de spécificité est a 1’origine de
nombreux effets indésirables ; contrairement aux thérapies ciblées, ou une plus grande
spécificité d’action est observée envers les cellules tumorales et permet d’obtenir des index
thérapeutiques plus larges et par conséquent, une moindre toxicité [2]. Ces derniéres sont
actuellement en plein essor en cancérologie et leurs indications s’étendent rapidement [3]. Ces
médicaments anticancéreux ciblent des anomalies moléculaires spécifiquement présentes au
niveau des cellules tumorales, notamment des kinases présentes au sein des voies de

signalisation impliquées dans 1’oncogenése [4].

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Présentes dans les cellules de
tous les organismes vivants ou elles jouent un réle essentiel en contrélant les procédés
métaboliques permettant aux nutriments d’€tre transformés en énergie et en matériaux

cellulaire [5-7].

La modélisation moléculaire est une nouvelle technique de compréhension des
phénomenes chimiques comme les mouvements dynamiques des molécules et la prédiction
qualitative des propriétés des molécules. Elle regroupe aussi les techniques de visualisation,
de manipulation, d’analyse et de calcul de la structure spatiale [8,9]. Elle permet de predire
I’interaction entre le ligand et sa cible. Pour cela, des outils spécifiques ont été développés tel
que le docking moléculaire ayant pour but d’obtenir un ensemble de conformations du ligand

de plus basse énergies issu de son interaction avec la cible [10].
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Lors de la conception des médicaments, il est essentiel de trouver quelles molécules
peuvent interagir avec d'autres plus grandes molécules. Dans ce contexte, le probleme de
docking consiste a trouver comment une petite molécule (le ligand) peut étre mise en contact
dans un endroit particulier d'une autre plus grande molécule (la protéine). Des bases de
données de ligand sont analysées afin de trouver ceux qui peuvent étre accouplés avec la

molécule d'intérét (protéine) afin d’activer, désactiver ou modifier sa fonction [11].

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’inhibition de la protéine
kinase Il ; une protéine impliquée dans différents type de cancer tel que le cancer du sein du
colon et de I’intestin par des flavonoides naturels présents dans 1’ail (allium sativum) et leurs

dérivés issus a partir de la banque de donnée PubChem.

L’ail a une composition chimique particulierement diversifiée, lui permettant ainsi
d’avoir de nombreux effets thérapeutiques. Plusieurs études ont montré que les personnes qui
consomment régulicrement des légumes de la famille de 1’ail ont un risque moindre de
développer plusieurs types de cancer, en particulier ceux du systeme digestif, comme les

cancers de I’estomac et du colon [12].

Les méthodes retenues pour mener a bien cette étude sont la mécanique moléculaire et
le docking moléculaire [13-15]. Les calculs ont été effectués par le logiciel MOE(2014).
L’interprétation des résultats est basée sur 1’énergie de score des complexes protéines kinase-
flavonoides et les interactions hydrogenes. Le complexe de plus basse énergie présentera

probablement une meilleure inhibition de la protéine.
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PROTEINES KINASES

I. Introduction

Le corps est composé de plusieurs millions de minuscules cellules, chacune étant une
unité vivante autonome. Normalement, chaque cellule se coordonne avec les autres qui
composent les tissus et les organes du corps. Une fagon dont cette coordination se produit se
reflete dans la facon dont les cellules se reproduisent. Les cellules normales du corps se
développent et se divisent pendant un certain temps, puis cessent de croitre et de se diviser.
Par la suite, ils ne se reproduisent qu'au besoin pour remplacer les cellules défectueuses ou
mourantes. Le cancer survient lorsque ce processus de reproduction cellulaire devient
incontr6lable. En d'autres termes, le cancer est une maladie caractérisée par une division
cellulaire incontrélée, non coordonnée et indésirable. Contrairement aux cellules normales, les
cellules cancéreuses continuent de croitre et de se diviser pendant toute leur vie, se répliquant

en cellules de plus en plus nocives [1].

I1. Protéines kinases

Les protéines kinases sont les molécules les plus complexes et les plus variées des étres
vivants. Elles représentent I'une des plus grandes familles de protéines. Leurs structures aussi

bien que leurs fonctions sont incroyablement complexes et variées [2].

Le génome humain contient quelques 550 kinases ainsi sue 130 phosphatases qui régulent

I’activité de plusieurs protéines impliquées dans la profération et la survie cellulaire [3].

Les kinases constituent une classe d’enzymes clés responsables de la régulation de

nombreux phénomeénes biologiques, en particulier les mécanismes de transduction du signal.

I11.Protéines Kinases et signalisation cellulaire

Vers la fin des années 1970, il est devenu évident que les protéines ne sont pas
simplement traduites au niveau du ribosome puis transformés par la glycosylation, mais ils
peuvent étre modifiées de maniere réversible en réponse a de nombreux stimuli
extracellulaires et intracellulaire [4]. Le premier mécanisme découvert est la
phosphorylation, par laquelle des groupes phosphate sont ajoutés aux chaines latérales

appropriées avec des groupes hydroxyle sur la sérine et la thréonine.

La phosphorylation des protéines régule plusieurs fonctions cellulaires: La croissance
cellulaire, la différenciation, le développement, les fonctions et la mort. Toute perturbation
ou déregulation de cette phosphorylation modifiera la fonction cellulaire et peut générer

diverses maladies [5].
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La présence de signaux induit I'activation des protéines kinases, activant ainsi leurs

cibles par leur phosphorylation (Figurel).

Phosphorylation
.. PO4
Proteine ; M 4
In¢ Base ‘ a Protéine
sucre '& '&‘ lx};u»)ﬁil‘ rylée
& ros
os
ATP ADP

Figure 1: Le processus de phosphorylation des protéines kinases.

Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe phosphate
de I’adénosine triphosphate (ATP) sur I’hydroxyle (groupe —OH) des chaines latérales des

acides aminés ayant une fonction alcool : sérine, thréonine et tyrosine [6].

La plus grande partie des processus cellulaires nécessite un ensemble d’événements de
phosphorylation, catalysés par des enzymes connues sous le nom de kinases. Ils transférent
des groupes phosphoryle sur des protéines cibles [7], en modifiant leur activité. Ce processus
est inversé par l'action des phosphatases, qui éliminent les groupements phosphoryle des
protéines cibles [7].La régulation est un élément indispensable de la fonction de la protéine
kinase, elle contréle le moment d'activité catalytique et la spécificité du substrat.

L’inhibition des protéines kinases est devenue ['un des premiers choix pour le

développement de stratégies ciblées pour les maladies tumorales.

Les protéines kinases sont des cibles importantes pour les cibles anti tumorales en raison
de leurs réles clés dans la régulation de plusieurs voies de signalisation cellulaire. De
nombreux composés contenant un échafaudage de flavonoides comme ancrage indispensable
se sont avérés étre de puissants inhibiteurs des protéines kinases. Certains de ces flavonoides
ont fait I'objet de recherches cliniques en tant qu'inhibiteurs des protéines kinases pour le

traitement du cancer [8].

Les phases du cycle cellulaire sont menées par un grand nombre de protéines
spécifiques tel que les protéines kinases (PK), Qui aprés avoir rempli leurs fonctions,

subissent une destruction ou une inactivation rapide et permettent a la cellule d'exécuter
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correctement ses fonctions et de poursuivre le cycle [7]. Les Protéines Kinases sont
considérées comme une cible thérapeutique prometteuse dans les maladies malignes, les
infections virales et d'autres troubles [9].

I11.1. Structure des protéines kinases

Trois méthodes expérimentales sont utilisées pour déterminer la structure des
protéines: La microscopie électronique, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la
cristallographie par rayons X [10,11]. Ces structures sont regroupées dans une base de

données accessible gratuitement dite «Protein Data Bank» (PDB) (http://www.rcsb.org/).

I11.2. Conformations des Protéines Kinases

Les protéines kinases peuvent exister sous deux conformations distinctes :
La conformation active et inactive, appelé aussi conformation fermée et ouverte. Cette
conformation est déterminée par la position de la boucle d'activation. Dans la conformation
ouverte, la boucle d’activation s’¢loigne du centre de la molécule, permettant donc la liaison
de substrat productive. Alors que dans la conformation fermée, la boucle d'activation bloque
la boucle de la kinase, entrainant un état inactif [12].

111.3. Classification des protéines kinases

Il existe différentes classifications de Protéines Kinases, Les deux principales
classifications sont basées sur la spécificité du substrat et sur les séquences d'acides aminés
des domaines catalytiques :

- Kinases classées par les acides aminés qu'elles phosphorylent: Ces kinases sont
caractérisées par un noyau catalytique avec une poche de liaison d'/ATP N-terminale
riche en glycine et un résidu d'acide aspartique au centre indispensable pour son
activité catalytique [13]. Parmi ces kinases on trouve les tyrosines kinases (TK), et les

sérine-thréonine kinases.

- Kinases classées selon les séquences des domaines catalytiques: Elle repose sur des

comparaisons de séquences des domaines catalytiques.

IV. Approche thérapeutique du cancer et les kinases

Etant donné que la chimiothérapie est un élément important dans le traitement des patients
cancéreux, Toutefois, son succes est limité en raison du manque de sélectivité des cellules
tumorales par rapport aux cellules normales. Il en resulte ainsi des concentrations de

médicaments insuffisantes au sein de la tumeur, et par conséquent une toxicité systémique
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(effets indésirables) d’un coté et l'apparition de cellules tumorales résistantes aux
médicaments d’un autre coté [14].

V. Protéine kinase CK2

La protéine kinase CK2 (caséine kinase Il) est une sérine / thréonine kinase hautement
conservée considérée comme constitutivement active et exprimée de maniére ubiquitaire. La
CK2 est connue par son rdle essentiel dans les processus cellulaires, par exemple la
prolifération cellulaire, la croissance cellulaire et la survie cellulaire, la morphologie cellulaire
et favorise I'angiogenése [15-23]. Dans de nombreux rapports, I’implication de la CK2 dans
plusieurs pathologies est decrite, comme les maladies neurodégénératives (maladie de

Parkinson et d’Alzheimer), I’inflammation, les infections virales et parasitaires et le cancer

[24].

V.1. Structure de la CK2

La CK2 peut fonctionner comme des kinases monomeres, mais aussi comme des
complexes tétrameres. Chez I'homme, les formes monomeéres sont désignées par CK2a et
CK2a!, étant les sous-unités catalytiques de CK2 et d'un dimére de sous-unités de régulation
(B) [25]. Les sous-unités catalytiques sont actives méme en I'absence de sous-unités
régulatrices dont la fonction principale est de stabiliser I'noloenzyme et de réguler la

sélectivité du substrat [26].
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Figure 2: structure tridimensionnelle de la CK2

La CK2 améliore le phenotype du cancer en bloquant l'apoptose et en stimulant
simultanément la croissance cellulaire [27]. Un certain nombre de cancers sont associés a

I'nyperactivation et a la surexpression de CK2. Cependant, la CK2 est essentielle a la survie
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cellulaire et I'inhibition de son activité entrainera la mort a la fois des tumeurs et des cellules
normales [28,29].

V.2. CK2 al’échelle atomique

Comparée aux autres protéines kinases, la CK2 posséde plusieurs caractéristiques non
conventionnelles sur le plan de son organisation moléculaire. La complexité de cette protéine
kinase est déja evidente au niveau de sastructure quaternaire. Purifiée a partir de
différentessources, l’enzyme se présente sous la forme d’un complexe moléculaire
tétramérique (holoenzyme) composé de deux sous-unités catalytiques (CK2a) et de deux
sous-unités régulatrices (CK2p) [30].

Comme toutes les protéines Kkinases, la sous-unité catalytique présente une structure
bilobée composée d’un domaine amino-terminal riche en feuillets § et d’'un domaine carboxy-
terminal riche en hélices a. Les deux lobes délimitent le site catalytique qui, dans le cas de la
CK2, est largement accessible en raison d’une forte interaction entre 1’extrémité amino-
terminale de la kinase et sa boucle d’activation, segment de la protéine contrdlant I’acces des
substrats a la poche catalytique [31]. Contrairement a la plupart des protéines kinases, la sous-
unité catalytique de CK2 est constitutivement active, qu’elle soit ou non associée a la sous-

unité p.

V.3. Isoformes de la protéine Kinase CK2

La protéine CK2, possede les isoformes suivants :
V.31l CKa

La CK2a, est une protéine monomeérique (42 KD), présentant une séquence primaire
extrémement conservée au cours de 1’évolution. Elle posseéde une activité constitutive liée
aucaractere rigide de son segment d’activation qui est maintenu en permanence en position
ouverte par de nombreuses interactions électrostatiques et des liaisons hydrogénes avec le
lobe N-terminal[32,33].

V.32. CK2a'

La sous-unité CK2a' de la protéine kinase Il, est une isoforme particuliere, présente
chez tous les eucaryotes, posséde une séquence plus courte (37 KD) et un domaine C-terminal
different de celui de la CK2a [32,33].

10



PROTEINES KINASES

V.3.3. CK2p

La sous-unit¢ CK2B de la protéine kinase IlI, qui joue un réle important en
morphologieneural et la transmission synaptique [33-35].

11
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INHIBITEURS NATURELS DES PROTEINES KINASES

I. Introduction

L’homme s’intéresse a la nature qui est pleine de ressources aux vertus bénéfiques et en
particulier les plantes qui possédent des propriétés medicinales. Ces derniéres utilisent des
remedes a base de plantes et aussi des produits naturels qui occupent une place importante
dans la découverte de nouveaux agents thérapeutiques [1,2]. Les dernieres données de
I’industrie pharmaceutique montrent que pour certaines maladies complexes, les produits
naturels représentent encore une source extrémement précieuse pour la production de
nouvelles entités chimiques, car ils représentent une structure privilégiée sélectionnée a

travers des millions d’années de mécanisme évolutifs [3-6].

Il. Inhibiteurs naturels des protéines kinase

Les produits naturels présentent des vertus thérapeutiques contre difféerentes maladies y
compris le cancer depuis des milliers d'années [7]. L'activité biologique des produits naturels
repose essentiellement sur la présence de composés phytochimiques biologiquement actif tels
que: les acides phénoliques, les flavonoides, les caroténoides, les alcaloides et les composés

organosulfureés [8].

I1.1 Aacides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoigue et cinnamique.

e Acides phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont tres
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les €éléments constitutifs des
tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline,

est tres utilisé dans le secteur pharmaceutique [9].
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R, R4

OH

Figure 3: Structure chimique de I’acide benzoique

e Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acide p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large ; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquents [9]. Les acides cinnamiques et caféique sont des représentants communs du
groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par leurs degrés d’hydroxylation et de

méthoxylation [10].

OH

Figure 4: Structure chimique de I’acide cinnamique

11.2. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments colorés dont la couleur varie du jaune au rouge.
Environ 700 caroténoides ont été isolés a partir de produits naturels [11], mais seulement une
vingtaine est détectable dans les tissus ou le sérum humain. Ils sont naturellement synthétisés
par des plantes, certains champignons, des algues et quelques bactéries [12-14]. Chez les
plantes et les algues qui contiennent des caroténoides, ceux-ci se trouvent dans les chloroplastes

et les chromoplastes. Ils ont deux rdles principaux: I’absorption de 1’énergie lumineuse pour la
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photosynthése et la protection de la chlorophylle contre les dommages causés par la lumiére
[15].

Parmi les caroténoides, le lycopéne et le B-caroténe, pigments de couleur rouge et
orange, sont trés abondants dans les plantes et les fruits. Ils sont également absorbés par le

corps humain depuis 1’alimentation et possédent pour celui-Ci des propriétés avantageuses.

Isopréne \/K

NN

Figure 5: Structure chimique du lycopéne et du p-caroténe

11.3. Flavonoides

L’appellation «flavonoides» rassemble une tres large gamme de composé€s polyphénoliques
formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composeés représentent le groupe
de composés phénoliques le plus diversifié: plus de 4000 flavonoides ont déja été identifies
[16,17].

Les flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le type
de I’espece : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois...etc. Aussi, ils varient
quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal [18].

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires, appartenant a la famille
des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux [19]. A nos jours,

plus de 10000 flavonoides naturels ont été décrits [20,21].
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La classe des flavonoides est depuis bien des années définies par la nature de son squelette
de carbone qui comprend 15 atomes répartis selon la séquence C6-C3-C6 commune a tous les

flavonoides et dans laquelle deux cycles benzéniques A et B sont reliés par un élément a 3

atomes de carbone . [22]

Figure 6: Squelette de base des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes selon le degré
d’oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle C, quatorze groupes différents ont été
identifiés [Tableau 1], dont six sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés:

flavones, flavonols, isoflavones, flavanones, flavanols et anthocyanidines [23-25].
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Tableau 1: Principales classes et structure des flavonoides

Classes Structures Chimiques R3 R4 R5 Exemples
H OH H Apigénine
Flavones
OH OH H Lutéoline
OH OCH; | H Diosmétine
e H OH H Kaempférol

Ry
O . OH OH H Quercétine

Flavonols Ho O ° 5
OH
L OH OH OH Myrecétine

Flavanols "o O ° O ~ | OH OH H Catéchine

Flavanones ‘ " H OH H Narigénine

o o OH OH H Eriodictyol

Rs H OH H Pelargonidine

Anthocyanidines O =~ R | OH OH H Cyanidine
/

OH OH OH Deiphénidine

R5 R7 R4

Isofavones OH OH OH Genisteine

H O-Glu | OH Daidezine
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11.4. Composés organosulfures

Un composé organosulfuré est un composé organique qui comporte au moins
un atome de soufre. Ils sont souvent associés a une mauvaise odeur mais beaucoup de
composeés les plus doux sont des dérivés organosulfurés. Ces composés sont trés abondants
dans la nature, deux des vingtacides aminéssont des composés organosulfurés. Les
combustibles fossiles comme le pétrole, le charbon et le gaz naturel, produits par la
fossilisation d'étres vivants, contiennent ainsi toujours des composés organosulfurés et leur

élimination est un des enjeux majeurs de leur raffinage[26].

Le soufre fait partie du groupe des chalcogenes avec I'oxygene et il est attendu que les
composés organosulfurés aient des similarités avec les composés oxo correspondants, ce qui
est vrai dans une certaine mesure. Formellement, dans tout composé comportant un ou
plusieurs atomes d'oxygene, celui-ci peut étre remplacé par du soufre pour donner un

composé organosulfuré [26].

ﬁ

S R,

T T~

R, S

Figure 7: Structure chimique thiosulfinate

La flore algérienne est extrémement riche et diversifiée, Cette richesse présente un
intérét scientifique pour la connaissance et le savoir dans le domaine de 1’ethnobotanique, de
la pharmacopée traditionnelle [27]. Elle est composée d’une grande variété d’espéces, environ

4000 especes et sous-especes de plantes [28].
I11. Inhibiteurs naturels dans I’ail [Allium sativam]|

I11.1.Description botanique de la plante

L'ail, ou Allium sativum L, est une plante monocotylédone, vivace donnant des caieux
(gousses dail, bulbilles) appréciés dans le domaine culinaire pour leur goQt et leur odeur

caractéristiques.

La partie souterraine se compose d'un bulbe composé pourvu de nombreuses radicelles

fibreuses. Le bulbe se prolonge a la surface en une tige entourée de feuilles engainantes,
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linéaires, planes et lisse, mesurant 1 a 2,5 cm de large et 30 a 60 cm de long. Les
inflorescences sont ombelles. De petites bulbilles sont produites dans les inflorescences. Les
fleures sont variables en nombre et parfois absentes. Rarement ouvertes, elles peuvent se
défraichir dans le bourgeon. Les fleurs sont installées au bout de pédicelles minces et se
composent d'un périanthe de 6 piéces d'environ 4-6 mm de long, rosatre ou blanc, en cloche ;
de 6 étamines ; et d'un ovaire supeére triloculaire. Le fruit est une petite capsule a déhiscence
loculicide [29-32].

Figure 8: I’ail (Allium Sativum).

111.2. Variétés d'ail

Il existe 2 grandes familles : l'ail d'automne et l'ail de printemps. Le premier est planté
d'octobre a novembre, dans la zone du littorale et I'autre est mis en terre entre décembre et
début janvier, dans les zones de l'intérieures. Dans les deux cas, la récolte a lieu en avril — mai
[33].

111.3.Utilisation de I'ail

L'ail est utilisé en cuisine pour relever le gout des aliments et ses nombreuses
propriétés thérapeutiques en font un complément alimentaire prisé. En effet, des qualités
antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoire,antitumorales lui ont été reconnues. En
outre, il aurait le pouvoir d'inhibant la coagulation, de réduire 1’hypercholestérolémie et le
taux de lipides sanguins, ou encore de faciliter la digestion. L'ail prévient aussi le risque de
thrombose et d'athérosclérose. Enfin, il diminue I'hyperglycémie et la tension sanguine [34].

Les premiers Egyptiens utilisaient I'ail pour traiter la diarrhée et son pouvoir médical a

¢été décrit sur les murs de 1’ancien temple et sur papyrus datant de 1500 avant J-C [35]. Il a eté
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utilise par les médecins grecs Hippocrate et Galéne pour traiter les maladies intestinales et
extra-intestinales. Les anciens japonais et chinois 1’utilisaient pour traiter les maux de téte, la
grippe, maux de gorge et de la fievre. En Afrique, en particulier au Nigeria, il est utilisé pour
traiter des douleurs abdominales, diarrhée, otite infections des medias et des voies
respiratoires [36]. L'ail est surnommée la pénicilline russe pour son utilisation généralisée
comme un agent antimicrobien topique et systémique. Il est communément utilisé dans de
nombreuses cultures comme une excitation et la réputation de pouvoir de guérison [37]. L"ail
est indiqué aussi pour les personnes souffrant de diabete a cause de ses propriétés

hypoglycémique [38].

I11.4. Composition chimique de I'ail

L’ail contient en moyenne 65 % d’eau, 28 % des polysaccharides de stockage,
principalement des fructanes, 7 % de protéines dont essentiellement des enzymes (alliinase,
peroxydases, etc.), 0,67 % de lipides, 24,67 % de glucides et 3 % de fibres [39], 1,2%
d’acides aminés libres et 2,3 % de nombreux composes organo-soufrés responsables de
I’odeur et du golt caractéristiques de 1’ail. Certaines vitamines (A, Bl, B2 et C), de
I’acidephytique, du B-pistostérol et du sélénium sont également présentes en quantités non-
négligeables [39]. L'ail contient aussi des saponines, des sapogénines certains flavonoides

(apigénine, quercétine et myricetine) [40].

111.5. Composés phénoliques dans I’ail

Dans lail, les polyphénols constituent un nombre important de métabolites
secondaires, environ 10 000 composes ont été caractérises jusqu'a aujourd'hui. La teneur en
composés phénoligues dans l'ail varie fortement avec les facteurs génétiques, agronomiques et
environnementaux [41]. Selon Park et al. dans lail, il existe une petite quantité des
polyphénols [42], dont les majeurs composants sont des flavonoides : quercitine (47mg/kg) et
myrcétine (693mg/kg) et un flavone : apigénine (217mg/kg). D’apres Park et al. la teneur en
polyphénols totaux est I'ordre de 562 mg /100 g dans I'ail mature [43].
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a) Quercétine

La quercétine est I’un des flavonoides les plus actifs (flavonols), elle est retrouvée
naturellement dans plusieurs fruits et légumes [44]. Ce polyphénol fut découvert en méme
temps que la vitamine C par Albert Szent-Gyorgyi en 1937. 1l est souvent associée a cette
derniere car elle aide a améliorer son absorption et en méme temps, retarde son élimination.
Elle est souvent proposée comme supplément alimentaire sous forme de comprimés ou de

capsules [45].

Nutrixeal® @

Quercétine -
PhytoComplex®

Figure 9: Quercétine

1. Sources alimentaires:
On peut retrouver la quercétine dans plusieurs variétés d'aliments, a savoir:

> Les fruits : les pommes, les raisins rouges, les baies, les cépres, les cerises, Les
agrumes, les tomates [46], certaines graines et des fruits oléagineux comme les noix.

» Les légumes: I’ail, le brocoli, le haricot vert, Les oignons plus particuliérement les
oignons rouge [47].

> Les boissons : le thé vert, le vin rouge et méme dans le miel [48].

2. Propriétés physico-chimiques :

La nomenclature donnée par I'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée

(UICPA) pour la quercétine est la 3, 3, 4', 5,7-pentahydroxy-2-phénylchromen- 4-one.
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Figure 10: Structure chimique de la quercétine

La quercétine connue également sous le nom de quercétol (C15H1007) est un aglycone,
de couleur jaune, avec un point de fusion de 316,5°C [49]. Malgré la présence de 5 groupes
hydroxyles (OH) elle est a caractére lipophile [50], c’est-a-dire elle est entiérement
insoluble dans I'eau froide, peu soluble dans I'eau chaude, et trés soluble dans l'alcool
(éther, éthanol, méthanol...) et les lipides [49].

b) Apigénine

L'apigenine (ou apigénol) est un composé chimique de la famille des flavones, une sous-
classe des flavonoides.

Figure 11: Apigénine

1. Sources alimentaires :

L’apigénine est un flavonoide naturel présent dans les fruits et légumes comme le
persil, I’oignon, le céleri, le thé ou le pamplemousse. L une des sources les plus communes de
consommation d’apigénine est la camomille. L apigénine est reconnue comme un flavonoide
bioactif possédant des propriétés antiinflammatoires, anti-oxydantes, antiangiogéniques,

antiallergisantes, antigénotoxiques et anticancéreuses [51].

2. Propriétés physico-chimiques :
La nomenclature donnée par I'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée

(UICPA) pour I'apigénine 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one
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Figure 12: Structure chimique de I'apigénine

L'apigenine connue egalement sous le nom apigénol (C15H100s), avec un point de fusion
de 347,5°C,L'apigénine est une trihydroxyflavone qui est une flavone substituée par des
groupes hydroxy aux positions 4 ', 5 et 7. Elle induit une autophagie dans les cellules
leucémiques. Il a un réle de métabolite et d'agent antinéoplasique,Soluble dans I'éthanol, la

pyridine, I'acide sulfurique concentreé; treés soluble dans les alcalis dilués [52].

c) Myricétine
La myricétine ou myricétol est un composé organique de la famille des flavonols,

naturellement présent dans de nombreux types de végétaux, la myricétine fait partie de la

classe des flavonoides des composés polyphénoliques, avec des propriétés antioxydantes.

1. Sources alimentaires :

On peut retrouver la myricétine dans plusieurs variétés d'aliments comme le raisin ,
les baies les noix et 1’ail

Figure 13: la myricétine

2. Propriétés physico-chimique
La nomenclature donnée par I'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée

(UICPA) pour myricétine3,5,7-Trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one .
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Figure 14: Structure chimique de La myricétine

La myricétine connue également sous le nom de myricétol (C15H100s), avec un point
de fusion de 357 °C, Il a un role d'inhibiteur de la cyclooxygénase 1, d'agent antinéoplasique,
d'antioxydant, de métabolite végétal, de composant alimentaire et d'agent hypoglycémiant.
C'est une hexahydroxyflavone et un 7-hydroxyflavonol, peu soluble dans I'eau bouillante,
soluble dans l'alcool et pratiquement insoluble dans le chloroforme et I'acide acétique [53].
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METHODES ET LOGICIELS UTILISES

I. Introduction

La modélisation moléculaire est un terme général qui englobe plusieurs disciplines, en
effet, c’est I’exploitation a la fois des lois de la chimie, de la physique et de la biologie dans
des programmes informatiques spécifiques afin de calculer les structures et propriétés
d’entités chimiques et biochimiques (Protéines, acides nucléiques, complexes moléculaires,
solides, cristaux etc..). Le but principal est la compréhension mais aussi et surtout la

prédiction des phénomeénes auxquels s’intéressent ces disciplines [1].

La modélisation moléculaire est une nouvelle branche de chimie informatique permettant
a tout chimiste de mieux appréhender les problémes liés au domaine moléculaire basé sur
I’utilisation des méthodes de calcul théoriques (mécanique moléculaire, dynamique
moléculaire, Docking, mécanique quantique...) afin de déterminer la géométrie ou la
configuration des atomes d'une molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la
molécule étudiée [2].

Il. Mécanique moléculaire

La mécanique moléculaire est appelée parfois " calcul par champ de force empirique " [3],
elle nous permet de minimiser I'énergie afin d'obtenir des conformations a basse énergie de
notre systeme moléculaire et de réduire des forces initiales trop grandes qui aboutiront a une
trajectoire aberrante [4]. Dans le cadre de ces méthodes empiriques les atomes (les noyaux)
sont représentés par des masses ou des sphéres, et les liaisons par des ressorts de différentes
forces, c’est une méthode non quantique, mais qui a un intérét pour les grands systemes,
comme dans le cas des systeémes biologiques qu’on ne peut aborder avec les méthodes

quantiques [5].

La mécanique moléculaire ressemble aux modeles de type " tiges et boulesy». L’idée
directrice de cette méthode est d’établir par le choix des fonctions énergétiques et des
parametres qu’elles contiennent, un modele mathématique, le " CHAMP DE FORCE", qui
représente aussi bien que possible les variations de I’énergie potentielle avec la géométrie

moléculaire [6].
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Torsion

Bond
stretching

Non—Bonded Interactions

Figure 15: la mécanique moléculaire

11.1. Champs de forces

Dans I’expression fonctionnelle des champs de forces classiques, 1’énergie potentielle
totale du systeme (E) est exprimée comme étant la somme des contributions énergétiques des

termes liés et de celles des termes non liés [7].
Eotale= Eligs + Enon lies

Les termes liés correspondent aux liaisons covalentes (), angles de valence (0), anges

de torsion (@) et diedres impropres (®), soit :

EIiés = EIiaisons covalentes +Eangles de valences +Etorsions + Eimpropres

Les termes non liés, quant a eux, correspondent aux interactions de Van Der Waals,

¢lectrostatiques... [8].

11.2. Différents champs de forces en mécanique moléculaire

Différents champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais de
différents paramétres. On peut ainsi trouver des champs destinés plus spécialement a la

modélisation de petites molécules organiques, de macromolécules comme les protéines.....

v' MM2 | MM3 (Allinger): champ de force développé par Allinger et Coll. molécules

organiques.
v' CHARM (BIO") : développé par Karplus et Col, pour le calcul de biomolécules.

v AMBER (Kollman): protéines et acides nucléiques [9].

34



METHODES ET LOGICIELS UTILISES

I11.Docking moléculaire
I11.1. Principe théorique

Le Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées, dans les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interactions entre deux molécules. Les logiciels de Docking sont donc des outils tres
utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites
molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le
récepteur macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme Docking seul est

couramment employé pour désigner un « Docking protéine-ligand » [10].

Le Docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [11].

Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes : le Docking
proprement dit et le Scoring (figurel6) :

+ La premiére (le Docking) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations
(poses) possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les
plus favorables.

+ La deuxiéme (le Scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase
de Docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposées [10].

Ligand

Dacking Scoting
— —
Etc.

Complete + AG

Récepteur

Figure 16: Principe de base de la conception de la notion clé-serrure [12]
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111.2. Protocole générale de Docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par des

outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing phases

successives (figure 17) :

+*

*

+*

Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille,
etc.),

Exploration conformationelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou
flexible position/orientation/forme du ligand),

Minimisation de la fonction d’évaluation de I’énergie d’interaction (ou fonction de
score) des conformations issues de 1’exploration,

Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score,
accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats lorsque
le score ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes
conformations générées.

Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou

dynamique moléculaire.

Un algorithme de recherche peut explorer les possibilités de modes de liaison, un

mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour classer

les différents modes de liaison [13].

1-représentation

4-Regroupement et classification
B
SO ¢
1-Recherche "
conformationnelle

y

34

Al

Lévaluation de 'énergie

5-Affinement des complexes

Figure 17: Protocole général de docking [13]
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IV. Logiciels utilisés
IV.1. Molecular Operating Environment MOE (version 2014)

MOE, Molecular Operating Environment, est un package de plusieurs logiciels destinés
a la découverte et a la conception assistée par ordinateur de molécules biologiquement
actives. Celui-ci permet d’effectuer plusieurs taches pendant un temps trés réduit. Il permet de
dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les meilleures conformations de ces
molécules. 1l permet également de docker plusieurs ligands rassemblés dans une base de
données dans le site actif d’une protéine de maniére successive. MOE présente une forme de
docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de conformation et s’adaptent a
I’environnement. Il est également possible de représenter 1’enzyme et son ligand co-

cristalisateur [14].

1VV.2. Chemdraw Ultra 8.0

Le logiciel Chem Draw est un éditeur de molécules faisant partie de la suite de
programmes ChemOffice. Ce logiciel a une interface de dessin chimique basique mais
puissante [15]. Dans notre travail, il a éte utilisé afin de dessiner les différentes structures pour

pouvoir les représentées dans notre manuscrit et pour faire les calculs.

] Chambese o
Fe Rde Vw Object e Wendow  Hetp
Y % " [i -o e
¥ [y \'\ L]
© 748 /] /] o=
7 F <
& Bame du menu __
. / _ ) Outilz de mizse en
= ( ‘ forme du texte
- ‘ Batre de recherche -
N <
~ (]
3 nz:
p
| Barre d'outils
) principale
b/ N

Figure 18: L'interface graphique du logiciel ChemDraw
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. Introduction

La conception d’un nouveau médicament est un processus basé¢ sur une méthode
quasiment expérimentale, long, colitant trés cher a 1’industrie pharmaceutique. Avec le
développement de 1’outil informatique, des méthodes de modélisation moléculaire in silico,
telle que le docking moléculaire, ont pris une place capitale dans le processus du drug design.
En effet, cette approche consiste a rechercher le mode d’interaction le plus favorable d’un
ligand au sein de son récepteur, ce qui est plus facile a mettre en ceuvre, plus rapide pour un
colt bien moindre que les méthodes expérimentales classiques [1].

La mod¢élisation moléculaire s’est développée grace a I’évolution de I’informatique qui a
permis d’intégrer les concepts de chimie théorique dans les algorithmes et de développer des
machines capables d’exécuter les lourds calculs demandés et de stocker les données
génerées[2-4].

L’arrimage reste une étape importante dans la compréhension des réactions
biologiques et par suite la conception de médicaments. Les approches dans le cadre du
docking sont basées sur le concept "clé-serrure.

Le Docking moléculaire a pour but de prédire la conformation et I’orientation d’un
ligand dans le site actif dela protéine, ainsi que la détermination de mode d’interactiondes

liaisons probables, et énergétiquement, en prédisant I'affinité de liaison [5].

Le présent travail consiste a faire une étude théorique par les méthodes de
modélisation moléculaire de 1’inhibition des sous unités CK2a et CK20’de la protéine kinase

Il par des flavonoides naturels présents dans 1’ail (Allium Sativum) et leurs dérives.

Plusieurs travaux ont été effectués sur la protéine kinase I1[6-8]. C’est une protéine
impliquée dans diverses études pathologiques telle que les maladies dégénératives,
I’inflammation et le cancer [6]. Cette protéine présente une complexité au niveau de sa
structure quaternaire. Elle se présente sous la forme d’un complexe tétramérique composé de
2 sous unités catalytiques o et de 2 sous unités régulatrices . Contrairement aux autres
protéines kinases, la sous unité catalytique de CK2 reste active qu’elle soit associée ou pas a
la sous unité régulatrice B [7].

L’ail (Allium sativum) a une composition chimique particulierement diversifiée, lui

permettent ainsi d’avoir de nombreux effets thérapeutiques. En agissant sur certaines
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protéines, 1’ail frais ou macéré peut éliminer les molécules cancérigénes au niveau du colon et

du foie[9].

Il. Préparation des protéines

La structure tridimensionnelle des sous unites catalytiques CK2a et CK2a’ de la protéine

kinase 11 a été obtenue par diffraction aux rayons X a haute résolution (2.50A et 2.00A

respectivement). Un modele a été dépose dans la base de données BookhavenProtein Data
Bank, code d’accés : 1PJK.pdb(CK2a) et 30MF.pdb (CK2a’) (tableaul).
e 1PJK(CK20)

1PJK.pdb
) Poids moleculaire .
Molécule Chaine Structure
(KDa)

Protéine kinase 1l (o) ) o

. 40.48 A 334 acides aminés
(caséine kinase)
c gamma-Imino-ATP
ANP ADENYLYL IMIDODIPHOSPHATE

(C10H7N6012P3)

Cl B lon chloridrique

Tableau 2: Données cristallographique pour la protéine 1PJK

e 30MF (CK2w’)

30FM.pdb
Poids moléculaire )
Molécule Chaine Structure
(KDa)
Protéine kinase 11 (o) ) )
o 41.79 A 350 acides aminés
(caséine kinase)
3-(4,5,6,7-tetrabromo-1H-
4BO B benzotriazol-1-yl)propan-1-ol
CyH;Brs; N; O
Cl C lon chloridrique

Tableau 3: Données cristallographiques pour la protéine 30FM
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Dans le but de préparer un modéle simplifié pour les deux protéines, on a éliminé
toutes les molécules d’eau en gardant les acides aminés qui forment le site actif de chaque

protéine etune seule molécule de Co-cristallisation.

Figure 20: protéine kinase Figure 19: protéine kinase
CK20 Non simplifiée CK2a simplifiée

CK2a’ Non simplifiée Figure 22: protéine kinase
CK2o’ simplifiée

I11.Préparation des ligands

Les inhibiteurs étudiés dans ce travail sont des dérivés de flavonoides, présentes dans la
plante d’Allium sativum (apigenin, quuricétine et myrécitine) et leurs analogues téléchargés
a partir de la banque PubChem. Ces molécules sont construites a 1’aide du logiciel
Chemdraw8.0.

La structure chimique des différents inhibiteurs est donnée dans les tableaux ci-dessous :
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Tableau 4: propriétés de I’apigenin et ses dérivés

Ligands

Propriétés moléculaires

Al

OH o

Toxicité : Non
Poids : 270,24 g/mol
LogP:242

Log S:-3,46
H-donneur : 3
H-accepteur: 5

Liaisons flexible : 1

A2

5-hydroxy-7-methoxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one

Toxicité : Non

Poids : 298 ,29 g/mol
Log P : 3,03

Log S :-4,29
H-donneur : 1
H-accepteur: 5
Liaisons flexible : 3

A3

[5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-oxochromen-7-yl]
hydrogen sulfate

Toxicité : Non
Poids : 350,30 g/mol
LogP:1,33

Log S :-4,01
H-donneur : 3
H-accepteur: 8
Liaisons flexible : 3

Ad

(@]

o
HscoCc—

[4-(5,7-diacetyloxy-4-oxochromen-2-yl)phenyl] acetate

Toxicité : Non
Poids : 396,35 g/mol
Log P : 3,08

Log S :-5,61
H-donneur : 0

H-accepteur: 8

Liaisons flexible :7
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Tableau 5: propriétés de la quercétine et ses dérivés

Ligands

Propriétés moléculaires

Q1

Toxicité : Non
Poids : 302,24 g/mol
LogP: 2,01

Log S :-2,77
H-donneur : 5
H-accepteur: 7

Liaisons flexible : 1

Q2

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,5,7-trimethoxychromen-4-one

Toxicité : Non
Poids : 372,37
LogP: 3,31
Log S :-4,84
H-donneur : 0
H-accepteur: 7

Liaisons flexible : 6

Q3

OH (0]

OCH,
HO o
OCH,

5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-

methoxychromen-4-one

Toxicité : Non

Poids : 330,29 g/mol
Log P : 2,40

Log S :-3,60
H-donneur : 3
H-accepteur: 7 CK2a

Liaisons flexible :

Q4

OH O

OSOzH

OH
HO O

OH

[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4-oxochromen-3-

yl] hydrogen sulfate

Toxicité : Non
Poids : 382,30 g/mol
LogP:0,71

Log S :-3, 32
H-donneur : 5
H-accepteur: 10

Liaisons flexible : 3
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Tableau 6: propriétés de la myricétine et ses dérivés

Ligands Propriétés moléculaires

M1 Toxicité : Non
Poids : 318,24 g/mol
LogP:1,72
LogS:-2,41
H-donneur : 6

H-accepteur: 8

Liaisons flexible : 1

M2
Toxicité : Non
Poids : 360,32 g/mol
LogP:241

Log S :-3,65
H-donneur : 3

OCHg
H-accepteur: 8
5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-3-

methoxychromen-4-one Liaisons flexible : 4

M3
Toxicité : Non
Poids : 360,32 g/mol
LogP:241

MO Log S :-3,65
H-donneur : 3

H-accepteur: 8

2-(3,4-dihydroxy-5-methoxyphenyl)-5-hydroxy-3,7- Liaisons flexible : 4
dimethoxychromen-4-one

IV.Régle de Lipinski

MOE nous permet de prédire si le composé chimique peut présenter des propriétés
médicamenteuses et peut étre administre par voie orale ou pas, en Vérifiant la loi de Lipinski
[10] selon cette régle, un composé est capable d’étre un médicament administré par voie orale
s’il remplit au moins 3 critéres des cing suivantes :

- Un poids moléculaire maximum de 500 g/mol

- Un coefficient de partition (log P) < 5
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- Le nombre de donneurs de laissons hydrogenes (OH, NH...) < 5
- Le nombre d’accepteurs de laissons hydrogénes (O, N...) <10
- Nombre de fonctions flexibles <5

Les différents indices moléculaires tel que : Toxicité, log P, log S, poids moléculaires ; sont
donnés par le logiciel MOE [Tableaux 4-6], et les résultats obtenus, montrent que les
differentes structures de flavonoides étudiées répondent a la regle de Lipinski .

V. Docking moleculaire

Apres la construction des inhibiteurs, L’étape suivante, est le positionnement de ces
molécules dans le site actif de la protéine kinase CK2. Pour ce faire, nous avons utilisé le
logiciel MOE(2014). Une fois que le complexe protéine-inhibiteur est formé, celui-ci va

adapter la conformation la plus stable, c’est-a-dire avec le niveau énergétique le plus faible.

V1. Résultats et discussion
V1.1.Protéine CK2a (1PJK)
Les tableaux 7, 8 et 9 récapitulent les differents termes énergeétiques des differents
complexes formés avec la CK2a et leurs RMSD de refinement obtenus par docking

moléculaire.

Tableau 7: Complexes de la protéine 1PJK avec I’apigenin et ses similaires

Les complexes Rmsd_Refine E_Conf E_place E SCORE | E_Refine E_Scor2

Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol

1pjk-refrence 1.3916 -862.1082 -84.9095 -15.6675 -14.4384 -6 .3759
1pjk-Al 0.8358 9.9183 -93.6742 -11.9341 -21.5927 -6.1514
1pjk-A2 1.53 49.2946 -79.3707 -11.0651 -18.9200 -5.3315
1pjk-A3 1.9155 -44.9337 -94.6257 -13.9442 -22.3778 -6.4026
1pjk-Ad 1.5702 51.2940 -84.1956 -11.3917 -24.1944 -6.4800
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Tableau 8: Complexes de la protéine 1PJK avec quréictine et ses similaires

Les complexes Rmsd_Refine E_Conf E_place E_SCORE | E_Refine E_Scor2

Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol

1pjk-refrence 1.3916 -862.1082 | -84.9095 -15.6675 -14.4384 -6 .3759
1pjk-Q1 0.8527 21.6858 -109.5439 -15.5308 -20.9684 -6.4754
1pjk-Q2 1.17 118.8410 -88.4841 -11.0247 -18.8690 -6.8150
1pjk-Q3 1.3917 72.4510 -83.6503 -12.5941 -14.3850 -6.9002
1pjk-Q4 1.1619 -59.6859 -101.8563 -15.4453 -22.3109 -5.8846

Tableau 9: Complexes de la protéine 1PJK avec myricitine et ses similaires

Les complexes Rmsd_Refine E_Conf E_place E_Scor E_Refine E_Scor2

Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol

1pjk-refrence 1.3916 -862.1082 -84.9095 -15.6675 -14.4384 -6 .3759
1pjk-M1 1.0402 28.7763 -120.8773 -13.6141 -20.4636 -6.2756
1pjk-M2 1.0292 77.9715 -98.2094 -13.7723 -22.9891 -6.1010
1pjk-M3 1.2082 78.5895 -99.6430 -13.2637 -24.6534 -6.2821

VI.2. Protéine CK2a’ (30FM)

Les tableaux 10,11 et 12 récapitulent les differents termes énergétiques des differents
complexes formés avec la CK2a’ et leurs RMSD de refinement obtenus par docking

moléculaire.
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Tableau 10: Complexes de la protéine 30FM avec I’apiginie et ses similaires

Les complexes | Rmsd_Refine | E_Conf E_place E_Score E_Refine E_Scor2
Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
30FM-refrence 0.8966 14.2310 -74.3764 -10.6301 -18.3317 -5.8799
30FM-Al 1.4336 10.0339 -08.3264 -12.6324 -21.3384 -6.6345
30FM-A2 1.3498 48.9502 -95.4368 -11.5852 -10.3930 -5.3704
30FM-A3 1.2504 -44.6982 -109.6471 -15.3536 -23.0757 -6.9359
30FM-A4 1.8670 67.0442 -89.5518 -12.3118 -22.0767 -6.0606
Tableau 11: Complexes de la protéine 30OFM avec quericitine et ses similaires
Les complexes Rmsd_Refine | E_Conf E_place E_Score E_Refine E_Scor2
Kcal/mol | Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
30FM-refrence 0.8966 14.2310 -74.3764 -10.6301 -18.3317 -5.8799
30FM-Q1 0.6571 20.5561 -104.8126 -13.8269 -21.6375 -6.9856
30FM-Q2 1.1653 133.5538 -08.8244 -11.3799 -4.5085 -6.3009
30FM-Q3 1.7937 61.2116 -124.5627 -12.9756 -20.6939 -5.8399
30FM-Q4 1.0126 -54.0069 -106.4165 -14.3593 -8.1159 -6.0736
Tableau 12: Complexes de la protéine 30OFM avec myricitine et ses similaires
Les complexes | Rmsd_Refine E_Conf E_place E_Score E_Refine E_Scor2
Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
30FM-refrence 0.8966 14.2310 -74.3764 -10.6301 -18.3317 -5.8799
30FM-M 1 0.9471 30.6788 | -133.9332 | -14.7284 -20.8509 -6.7679
30FM-M 2 1.1379 78.0832 -111.1584 -13.5880 -21.3992 -6.4098
30FM-M 3 1.4540 78.6675 -110.9653 -13.8979 -22.7619 -6.3950
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Nous remarquons d’aprés les résultats obtenus, que les écarts quadratiques moyens
(RMSD) entre la position du ligand du complexe cristallographique et celles des ligands
traités par MOE sont inférieurs ou égales a 2, ce qui montre que le programme utilisé est
performent [11], et peut étre utilisé pour la prédiction des interactions protéine CK2-
flavonoides.

Les énergies obtenues par le Docking moléculaire, des différents complexes formés par
les 2 sous unités catalytiques CK2 o et CK2 o’ de la protéine kinase II avec les structures de
flavonoides choisis, nous permet de tirer quelque conclusions :

En premier lieu, il apparait que la quercétine Q1 a la plus faible énergie de score -
6,4754kcal/molavec CK2a, et -6,9856 kcal/molavec CK2 a °, par rapport a I’apigenin (Al)
et la myricétine (M1). Cela est di a la présence de 5 groupements hydroxyles qui permettent
de former des laissons hydrogénes avec les acides aminés de site catalytique des 2 protéines et
qui vont stabiliser les complexes formés.

D’autre part, on remarque que pour la CK2a ; les composés A3, A4 et Q1 présentent
une énergie de score qui se rapproche de celle du ligand de référence. Donc, ils présentent une
bonne complémentarité avec le site actif de la protéine et ils peuvent étre de bons inhibiteurs
de la sous unité o.

De méme, pour la CK2a’, les composés A4 et Q3 ont I’énergie la plus proche a celle
de référence ; donc ils peuvent étre de bon inhibiteurs pour la sous unité a’.

Les résultats obtenus par docking moléculaire montrent que la quirécétine et
I’apiginine inhibent mieux les deux sites catalytiques de la CK2. Ce qui est en accord avec les

valeurs des 1Cs des trois flavonoides naturels trouvés dans la littérature [tableau 13] [12].

Tableau 13: valeurs des IC50 des flavonoides naturels

Flavonoide 1Cs0 (UM)
Apigénine 0.80
Quirécétine 0.55
Myricétine 0.99

Nous nous sommes intéressé par la suite aux interactions hydrogéenes. On a mesure les
distances entre les différentes structures de flavonoides et les groupements des chaines
latérales des sites actifs [tableau 13] qui peuvent engendrer une conformation favorable avec

une complémentarité importante et par conséquent une activité meilleure.
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Tableau 14: Résultats des interactions et les distances formés entre PCK et les

inhibiteurs
Les complexes Récepteurs/acide Interaction Distances (A) Energie
Aminés (Kcal/mol)
03G LYS 49 (A) H-accepteur 3.38 -1.1
0O1B SER 51 (A) H-accepteur 2.67 -14
1PJK-réf O1A LYS 68 (A) H-accepteur 3.17 -1.6
N1 VAL116 (A) H-accepteur 3.51 -1.0
O1A5 LYS 68(A) lonique 3.17 -3.4
5-ring VAL 66(A) Pi-H 3.99 -0.7
012 VAL 116 (A) H-accepteur 3.34 -1.7
1PJK-Al 019 LYS 68 (A) H-accepteur 3.12 -2.3
6-ring LEU 45 (A) Pi-H 4.04 -0.7
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.32 -0.6
1PJK-A2 6-ring VAL 66(A) Pi-H 4.13 -0.8
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.25 -0.8
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.39 -0.8
6-ring | ASN 118 (A) Pi-H 4.15 -0.9
012 VAL 116 (A) H-accepteur 3.26 -2.2
1PJK-A3 019 LYS 68 (A) H-accepteur 3.11 -2.3
023 ASN 118(A) H-accepteur 3.34 -0.9
6-ring LEU 45 (A) Pi-H 4.04 -0.7
6-ring VAL 66(A) Pi-H 4.31 -0.6
021 ARG 43 (A) H-accepteur 3.08 -3.1
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.25 -0.8
1PJK-A4 6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.08 -0.8
6-ring VAL 66(A) Pi-H 3.36 -0.7
6-ring | ASN 118(A) Pi-H 4.09 -0.7
013 VAL 166 (A) H-accepteur 3.20 -2.4
022 LYS 68 (A) H-accepteur 3.06 -1.9
1PJK-Q1 6-ring LEU 45 (A) Pi-H 4.09 -0.8
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.30 -0.7
6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.15 -0.7
1PJK-Q2 6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.58 -0.7
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1PJK-Q3 021 LYS 68 (A) H-accepteur 2.97 -2.5
6-ring LEU 45 (A) Pi-H 3.92 -0.8

6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.12 -0.8

1PJK-Q4 020 HIS 160 (A) H-donneur 3.35 -0.8
013 LYS 68 (A) H-accepteur 2.83 -5.6

024 LYS 68 (A) lonique 3.39 -2.3

1PJK-M1 013 VAL 166(A) H-accepteur 3.29 -1.8
022 PHE 113 (A) H-pi 4.43 -0.9

6-ring LEU 45 (A) Pi-H 4.07 -0.6

6-ring VAL 66 (A) Pi-H 4.41 -0.6

1PJK-M2 6-ring | ASN 118 (A) Pi-H 4.07 -0.9
1PJK-M3 012 LYS 68 (A) H-accepteur 2.90 -5.3
6-ring VAL 53 (A) Pi-H 4.19 -0.8

30FM-réf BRAB3 | lle117 (A) H-donneur 2.94 -6.8
BRAC 4 | Glu 115 (A) H-donneur 3.17 -4.9

OAA1l | Aspl76 (A) H-accepteur 2.93 -2.0

5-ring Val 54 (A) Pi-H 3.78 -1.1

6-ring Val 67 (A) Pi-H 4.33 -0.6

30FM-A1 012 lle 117 (A) H-accepteur 3.49 -1.0
019 Lys 69 (A) H-accepteur 3.21 -1.8

6- ring Leu 46 (A) Pi-H 4.02 -0.7

6-ring Val 67 (A) Pi-H 4.49 -0.6

6- ring Val 67 (A) Pi-H 3.99 -0.8

30FM-A2 6-ring Asn 119 Pi-H 3.92 -0.8
6- ring Asn 119 Pi-H 4.43 -0.7

6-ring Asn 119 Pi-H 4.00 -0.7

012 lle 117 (A) H-accepteur 3.39 -1.5

30FM-A3 019 Lys 69 (A) H-accepteur 3.16 -2.1
023 Asn 119 (A) H-accepteur 3.24 -2.1

6- ring Leu 46 (A) Pi-H 3.95 -0.8

6-ring Val 67 (A) Pi-H 3.43 -0.6

034 Arg 44 (A) H-accepteur 2.96 -2.0

30FM-A4 6- ring Leu 46 (A) Pi-H 3.83 -0.7
6-ring Leu 46 (A) Pi-H 4.28 -0.6

6-ring | Asn 119 (A) Pi-H 4.28 -0.6

6-ring Asn 119 (A) Pi-H 4.11 -0.9

6-ring | Asn 119 (A) Pi-H 4.66 -0.8
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30FM-Q1 013 lle 117 (A) H-accepteur 3.45 -1.0
022 Lys 69 (A) H-accepteur 3.18 -2.2

6-ring Leu 46 (A) Pi-H 4.04 -0.7

30FM-Q2 6-ring Val 54 (A) Pi-H 3.82 -0.8
30FM-Q3 08 Glu 115 (A) H-donneur 2.78 -2.2
6-ring Val 67 (A) Pi-H 4.22 -0.7

30FM-Q4 6- ring Leu 46 (A) Pi-H 4.13 -0.8
6-ring Val 67 (A) Pi-H 4.23 -0.8

30FM-M1 013 lle 117 (A) H-accepteur 3.56 -0.7
022 Lys69 (A) H-accepteur 2.89 -1.4

6- ring Leud6 (A) Pi-H 4.04 -0.7

6-ring Val67 (A) Pi-H 4.50 -0.6

30FM-M2 6-ring | Leu 46 (A) Pi-H 4.23 -0.6
6-ring | Val 67 (A) Pi-H 4.57 -0.6

6-ring | Asn 119 (A) Pi-H 4.21 -0.8

30FM-M3 020 lle 117 (A) H-donneur 3.07 -1.2
N 14 Val 116 (A) H-accepteur 3.65 -0.6

023 Lys 68 (A) H-accepteur 2.81 -17.2

1PJK-CX4549 024 Asp 175 (A) H-accepteur 3.14 -1.9
023 Lys 68 (A) lonique 2.81 -5.9

6- ring Val 66 (A) Pi-H 4.16 -0.8

N 14 lle 117 (A) H-accepteur 3.51 -1.2

023 Lys 69 (A) H-accepteur 2.95 -12.5

30FM-CX4549 024 Asp 176 (A) H-accepteur 3.07 -1.7
023 Lys 69 (A) lonique 2.95 -4.8

6- ring Val 67 (A) Pi-H 4.31 -0.7

6- ring Val 67 (A) Pi-H 4.31 -0.6
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Figure 25: Interactions hydrogénes du complexe_1PJK-Q1
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Figure 26: Interactions hydrogenes du complexe_ 30FM-A4

Figure 27: Interactions hydrogénes du complexe_30FM-Q3

Les distances mesurées varient entre 2.67 A et 3.56 A, pour I’ensemble des complexes
formés. Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont considérées comme forte et celles
comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposée moyennes [13].

Dans le but de faire une comparaison avec I’inhibiteur commercial CX-4945
(Silmitasertib), un calcul de Docking moléculaire a été fait avec 1PJK et 30FM.
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Les complexes Rmsd_Refine E_Conf E_place | E_SCORE E_Refine E_Scor2
Kcal/mol | Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
1PJK _CX-4945 | 1.2767 -40.6824 | - -12.3356 -23.7220 -6.5905
101.5173
30FM_CX-4945 | 2.4428 -40.0214 | -84.8875 | -14.0654 -23.0727 -7.0286
" |
PG
O\C N/ N Cl
| H
OH

Structure chimigque de CX-4945

Tableau 15: Complexes des protéines 1PJK et 3OFM avec CX-4945

Le CX-4945 est un inhibiteur sélectif, puissant et biodisponible par voie orale des

sous-unités catalytiques de la CK2 [14,15]. C’est le premier inhibiteur de la petite molécule

de la CK2 a passer aux essais cliniques sur I’homme, il présente une activité anti-tumorale

sur les cellules cancéreuses [16].

En mesurant ses propriétés moléculaires avec MOE ; le CX-4945 posséde un

coefficient de partition log =4.88 proche de 5, un poids moléculaire de 349,0618 g/mol et une
énergie de score de -6,5905 Kcal/mol avec 1PJK et de -7.0286 Kcal/mol avec 30FM, avec

une valeur de IC50 égale a 1uM [17], mais il est toxique.

En conclusion, ce travail, nous a permis de prédire par une étude théorique, des

inhibiteurs naturels des deux sous unités catalytiques de la CK2 ; I’apigénine et la quirécétine.

Deux types de flavonoides naturels qu’on trouve dans 1’ail (Allium sativum) qui peuvent étre

administrés par voie orale et qui ne sont pas toxiques.
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CONCLUSION GENERALE

Les protéines kinases sont des cibles de choix dans les thérapies actuelles, notamment
en cancerologie. Le cancer est une maladie mortelle caractérisée par une prolifération
incontrolée de cellules au sein de 1’organisme. Des études récentes ont démontré le réle
déterminant d’uneenzyme nommée la caséine kinase 2 (CK2) dans D’apparition de cette
maladie [1].1l s’agit d’un tétramére constitué¢ de deux sous-unités catalytiques o, o’ et de deux

sous-unités régulatrices f3.

Le but de notre travail est d’étudier par les méthodes de modélisation moléculaire
I’inhibition des deux sous unités catalytiques CK2a, CK2a’ de la protéine caséine kinase II,
par des flavonoides naturels de type flavones (Apigenine) et falavonols (Quercétine,
Myrecétine) présents dans 1’ail (Allium sativum) [ 2] et de leurs dérivés téléchargés a partir

de la banque de données PubChem.

L'ail est surnommeée la pénicilline russe pour son utilisation généralisée comme un agent
antimicrobien topique et systémique [3].Sa composition chimique particulierement

diversifi¢e, lui permettant ainsi d’avoir de nombreux effets thérapeutiques.

Dans ce présent travail, aprés avoir donné une introduction générale, dans le premier
chapitre, nous avons effectué une recherche bibliographique sur les protéines kinases CK2,
qui sont des cibles thérapeutiques importantes pour les maladies tumorales ; en raison de leurs

réles clés dans la régulation de plusieurs voies de signalisation cellulaire [4].

Le second chapitre se divise en deux parties. La premiére est réservée aux généralités
sur les inhibiteurs naturels des protéines kinases Il :
- Les acides phénoliques
- Les caroténoides
- Les flavonoides

- Les composés organosulfurés
Et dans la deuxieme partie, on a présenté la plante Allium sativum (Ail) en donnant sa

composition chimique, sa description botanique son utilisation et on a cité les différents

flavonoides naturels présents tel que Apigénine, quercétine et myrcetine.
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Dans le troisieme chapitre, nous avons expose les méthodes de modélisation moléculaire
et les logiciels utilisés. Pour prévoir la structure et la réactivité des molécules ou des systémes
de molécules aux moyens des programmes informatiques, nous avons montré I’intérét du
docking. Nous avons également introduit la notion de mécanique moléculaire qui est un outil
puissant utilisé pour mieux comprendre les grands systémes moléculaires. La définition du
champ de force est aussi apportée, qui représente 1’une des approximations en modélisation
moléculaire et qui a pour objectif de décrire des classes entieres de molécules avec une

précision relativement probable.

Le dernier chapitre de ce mémoire est consacré aux résultats et discussions.

Il apparait que la quercétine Q1 a la plus faible énergie de score -6,4754kcal/mol avec
CK2a, et -6,9856 kcal/mol avec CK2 a °, par rapport a 1’apigenin (A1) et la myricétine
(M1) ; donc elle présente une meilleure inhibition pour la CK2. D’autre part, on remarque que
pour la CK2a ; les composes A3, A4 et Q1 présentent une énergie de score qui se rapproche
de celle du ligand de référence (ANP) et pour la CK2a’, les composés A4 et Q3 ont I’énergie
la plus proche a celle de référence (4BO). Donc, ils présentent une bonne complémentarité
avec le site actif de la protéine et ils peuvent étre de bons inhibiteurs. Les valeurs des
distances des interactions hydrogénes de ces flavonoides naturels et de leurs dérivés obtenues
par MOE confirment ce résultat.

Les résultats obtenus par docking moléculaire montrent que la quirécétine et 1’apiginine
inhibent mieux les deux sites catalytiques de la CK2. Ce qui est en accord avec les valeurs des
ICso des trois flavonoides naturels trouvés dans la littérature [5].

En mesurant les propriétés moléculaires de CX-4945 (Silmitasertib) [6,7],avec MOE ;
on a trouvé qu’il posséde un coefficient de partition log =4.88 proche de 5, un poids
moléculaire de 349,0618 g/mol et une énergie de score de -6,5905 Kcal/mol avec 1PJK et de

-7.0286 Kcal/mol avec 30FM, avec une valeur de IC50 égale a 1uM [8], mais il est toxique.

En conclusion, ce travail, nous a permis de prédire par une étude théorique, des
inhibiteurs naturels des deux sous unités catalytiques de la CK2 ; I’apigénine et la quirécétine.
Deux types de flavonoides naturels qu’on trouve dans 1’ail (Allium sativum) qui peuvent étre

administrés par voie orale et qui ne sont pas toxiques.
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Résumé :

Les produits naturels présentent des vertus thérapeutiques contre différentes maladies
y compris le cancer. L’activité biologique de ces produits repose essentiellement sur la
présence des composeés biologiquement actifs tels que les flavonoides.

Notre objectif de travail est d’étudier par les méthodes de modélisation moléculaire
I’inhibition de la protéine kinase II (CK2) par des flavonoides naturels présents dans I’ail
(Allium sativum) : I’apigéniné, quercétine et myrcétine.

La CK2 est une protéine impliquée dans diverses études pathologiques comme les
maladies dégénératives, I’inflammation et le cancer, et I’ail a une composition chimique
particulierement diversifiée, lui permettant ainsi d’avoir de nombreux effets thérapeutiques.

Mots Clés : Protéine kinase CK2, Flavonoides, Allium sativum, docking moléculaire.

Abstract :

Natural products have therapeutic properties against various diseases including
cancer. The biological activity of these products is essentially based on the presence of
biologically active compounds such as flavonoids.
Our work objective is to study by molecular modeling methods the inhibition of the protein
kinase Il (CK2) by natural flavonoids present in garlic (Allium sativum): apigenine, quercetin
and myrcetin.

CK2 is a protein involved in various pathological studies such as degenerative
diseases, inflammation and cancer, and garlic has a particularity diverse chemical
composition, allowing it to have many therapeutic effects.

Key words: molecular docking, protein kinases Il, garlic, flavonoids.
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