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Introduction

Il est généralement admis que la découverte et le développement des médicaments sont des
processus prend beaucoup de temps et d’argent (Bannigan et al., 2021 ; Gil et Martinez, 2021). On
s'efforce de plus en plus d'appliquer l'évolution de la technologie et la puissance de calcul a l'espace
biologique et chimique combiné afin de rationaliser la conception et l'optimisation des médicaments qui

pourrait entrainer une réduction allant jusqu'a 50 % du co(t (Reker, 2019 ; Kiriiri et al., 2020).

Dans le domaine biomédical, la conception assistée par ordinateur « in silico » est utilisée pour
accélérer et faciliter [l'identification desnouvelles molécules médicamenteuses et optimiser l'absorption,
la distribution, le métabolisme, l'excrétion et le profil de toxicité. Les approches informatiques « in silico
» couramment utilisées comprennent la conception de médicaments basée sur le ligand et la conception
de médicaments basée sur la structure 3D de la cible enzymatique tel que la méthode de docking
moléculaire (Lin etal., 2020 ; Cox et Gupta, 2022). Dans notre étude, nous allons focaliser sur le docking
moléculaire pour sélectionner des inhibiteurs puissants de COX-2 quisont parmi les cibles désignées dans le

traitement de l'inflammation.

L'inflammation est une réaction physiologique élaborée par le corps humain face a des stimuli
dommageables tels que I'infection, les substances toxiques, lirradiation et les lgsions tissulaires (Shah et al.,
2020). On distingue deux sortes d'inflammation : inflammation aigué et inflammation chronique. Les
symptdémes de linflammation aigué comprennent le gonflement, la chaleur, l'immobilité, la rougeur et la
douleur, qui peuvent durer plusieurs jours (Rohleder, 2019 ; Stone et al., 2021). Cependant, une
inflammation chronique peut conduire au développement de maladies comme la goutte, la spondylarthrite
ankylosante, larthrose, la polyarthrite rhumatoide, la maladie d'Alzheimer, la colite ulcéreuse, la
dépression, I'épilepsie et le cancer (Nasef et al., 2017 ; Shah et al., 2020). Les anti- inflammatoires non
stéroidiens (AINS) sont régulierement prescrits pour les maladies inflammato ires chroniques. Les AINS
inhibent l'enzyme cyclo-oxygénase2 (COX2). La COX2 est responsable de la transformation de l'acide
arachidonique en prostaglandines, qui déclenchent les événements inflammatoires dans une cellule
(Rohleder, 2019 ; Shah etal., 2020).

L'effet ulcérogene des AINS estattribué a l'inhibition de la COX-1, et l'action anti-inflammatoire est
attribuée a l'inhibition de la COX-2 (Ahmed etal., 2019 ; Bajaj et al., 2021). C'est sur cette base que k
célécoxib, le rofécoxib et l'étoricoxib ont été mis au point comme inhibiteurs spécifiques de la COX- 2
(Majchrzak-Celinska et al., 2021 ; Saglk et al., 2021). Cependant, le risque cérébrovasculaire et la

toxicité ont eté signalés comme des effets indésirables de certains inhibiteurs de la COX-2, enparticulier
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ala dose standard, par exemple, le rofecoxib (Fanelli etal., 2017 ; Saglk et al., 2021). En conséquence, les
chercheurs médicinaux attendent avec impatience de développer de nouveaux anti-inflammato ires dépourvus
des effets indésirables susmentionnés et présentant un profil de sécurité gastrique prometteur (Danielewsk i
et al., 2022).

Les flavonoides sont un groupe de produits naturels largement répandus, avec une diverse activité
pharmacologique, notamment des activites antioxydantes, anticancéreuses et anti-inflammato ires (Karak,
2019 ; Jucé et al., 2020). L'activité anti-inflammatoire serait due a linhibition de la lipoxygé nase et la
cyclooxugenase2 par les flavonoides (Sene et al., 2016). La littérature rapporte que les activités anti-
inflammatoires et anticancéreuses des polyphénols peuvent étre liées les unes aux autres en raison de la
surexpression de la COX-2 dans certains types de cancers. Au vu de ces résultats de la littérature, nous
avons décidé de fier ure serie de flavonoides au sie actif de b COX-2 et d'étudier ks ineractions des
complexes (Cerella etal., 2010 ; Mahboubi Rabbani et Zarghi, 2019).

L’objectif de cette étude consiste a évaluer le mode et I'énergie de liaison (ligand-protéine) de
quelques flavonoides naturels avec la cible COX-2 en faisant appel aux approches de modélisation des

interactions protéine-ligand par le docking moléculaire etl’analyse des proprietés ADMET in silico.

Cetravail estscindé encing chapitres :

Le premier chapitre : nous aborderons, I’état des connaissances bibliographiques incluant des notions
génerales sur les maladies inflammatoires chroniques et la cible enzymatique cyclo-oxygénase2 (COX2).

Le deuxieme chapitre : nous procédons a une présentation des flavonoides (définitions, caractéristiques,
structure chimique et leurs activités), suivie par une description botanique de I’espéce Citrus reticulata

(mandarine), sa composition et son utilisation thérapeutique.

Le troisiéme chapitre : nous donnons un apercu général sur le docking moléculaire qui permet de
déterminer d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible thérapeutique) ce qui
aide au développement des molécules en un temps limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser celles-
Ci.

Le quatrieme chapitre :aborde la méthode de docking moléculaire et I'analyse  ADMET.

Le cinquieme chapitre : renferme la discussion des résultats obtenus.

Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion générale qui résume lensemble des résultats
obtenus.
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Chapitre 1 L’inflammation et la cible enzymatique

l. Inflammation
1.1.Définition

L'inflammation est l'un des processus de réponse défensive dont dispose l'organisme pour répondre

a une agression, et ainsi assurer la préservation de l'intégrité du “soi" (Boudjida et Halit-Sahnoun, 2017).

C’est une réaction coordonnée des cellules immunitaires, de la paroi vasculaire et des médiateurs
chimiques/fhumoraux. Sur le plan clinique ces événements aigus entrainent les manifestations classiques
suivantes : rougeur, gonflement, douleur et chaleur (Xiao et Harrison, 2020). Les attaques sont de
differents types. Elles peuvent étre d'origine traumatique, chimique, physique, infectieuse, ou d’origine
allergiqgue (Boudjida et Halit-Sahnoun, 2017).

En effet, on distingue deux types d’inflammation, une inflammation aigue qui dure peu de temps

et se manifeste rapidement et celle qui est chronique, survient lorsque I'inflammation aigué ne disparait pas.
1.2. Médiateurs de I'inflammation

Les médiateurs impliqués dans le processus d'inflammation proviennent soit du plasma soit des
cellules (histamine, sérotonine, prostaglandines, leucotriénes... etc.) (Zhao etal.,2021). Dans cette étude, nous

nous concentrerons sur les prostaglandines et plus particulierement sur la voie de la cyclo - oxygénase.
1.2.1. Voie de la cyclooxygénase

Les prostaglandines (PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2 et TxA2) sont des vasodilatateurs et des agents
prolifératifs qui contribuent a lérytheme, al'cedéme, a kb doueur eta b févre. Comme présente b figure 1
lls sont formés a partir d'acide arachidonique par l'action de la cyclooxygénase et d’autres enzymes de
synthése. COX-1 est le composant principal de I'enzyme, est exprimé dans tout le corps et remplit plusie urs
fonctions homéostatiques, telles que le maintien d'une muqueuse gastrique normale. En revanche, COX2,
la forme inductible, estexprimée en réponse a des stimuli inflammatoires, ad'autres stimuli physiologiq ues

et a des facteurs de croissance...etc (Ripon etal., 2021 ; Zhao et al., 2021).
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Phospholipides PLA

2 — = COOH
= m Acide Arachidonique

“membranaires
l Oxygénase

R, puve i —
o~ v Synthise
OOoH — I— —
l Peroxydase
o
N~ ~—""COoOoH T NN~ ~—"CcOoOH
o
H 7 cooH
e = \ T
PGH, | PGl

HO / \ on
3 F S W
cooH N~——"~"""cooH S =
== . \ ’ e o e -

o OH 3 H
PGD, o PGF,, oH Al

OH

Figure 1. Métabolisme de l'acide arachidonique : voie de la cyclooxygénase (Nuhrich, 2015).
1.3. Médicaments Anti-inflammatoire

Les médicaments anti-inflammatoires agissent de manieére purement symptomatique sur la réponse
specifique des tissus a l'agent envahissant et évitent le passage de la phase inflammatoire aigué a la phase
chronique (Muster, 2005). Il existe deux types d'anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires stéroidiens
(AIS) ou glucocorticoides et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Madyawati et al., 2020).

Dans notre étude nous nous baserons sur les anti-inflammatoires non stéroidiens.
1.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS comprennent un groupe de molécules présentant des effets anti-inflammatoires,
antipyrétiques et analgésiques, la figure 2 présenté quelques structures de ces derniers. L’efficacit¢ des AINS
est comme leurs effets secondaires est liés a leur principal mécanisme d'action, c'est-a-dire leur inhibition

des Cyclooxygénases, (Ferrer etal., 2019) l'enzyme responsable de la synthése des prostaglandines et du

Me cl
o]
OCOMe
OH NH
o] Cl OH
OH Me Me o

thromboxane.

Aspirin (1) Ibuprofen (2) Diclofenac (3)
SO,NH
e SO,Me
Me.

J Ty 4

I N =
CF; (o] O

Celecoxib (4) Rofecoxib (5)

Figure 2. Structures chimiques de quelques anti-inflammatoire non stéroidiens (Rao etal., 2010).
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1.3.2. Principaux effetsindésirables des AINS

Comme tous les medicaments, les AINS exposent a des effets indésirables pouvant étre graves, en
particulier gastro-intestinaux (les AINS enagissant sur les COX inhibent la formation de PG actifs qui ont
un effet protecteur sur la muqueuse gastro-intestinale). Dysfonctionnement (douleurs a l'estomac,
indigestion, Ainsi, les nausées, diarrhées, etc. sont fréquentes et réversibles a larrét du traitement (Shamsudin
Khan, 2017 ; Monteiro et al., 2022). En générale Les AINS peuvent étre responsables de maux de téte ou
de vertiges, réactions allergiques (éruption cutanée, asthme) et d'insuffisance rénale dans certaines

circonstances rares (Jahnavi et al., 2019 ; Thakur, 2022).
Il. Cible enzymatique

I1.1. Cyclooxygénases

Les cyclo-oxygénases, egalement appelées prostaglandine H2 synthase (PGHS), sont des hémoprotéines
homodimériques a activité demi-site. Chague monomere contient un site cyclooxygénase et un site peroxydase.
La COX-1 se trouve dans toutes les cellules dans le réticulum endoplasmique tandis que la COX-2 est fixée a la

membrane cellulaire (Emon et al., 2021 ; Stachowicz, 2021).

Le site actif de la cyclooxygénase illustré dans la figure 3 est séparé de l'ouverture proche du domaine de
liaison membranaire par une constriction constituée des résidus Arg-120,2 Tyr-355, et Glu-524 (Fig.3) (Xu et al.,
2019). Les structures cristallines des enzymes COX avec des acides carboxyliques contenant des AINS, montrent
que les inhibiteurs sont positionnés de maniere similaire avec leurs carboxylates coordonnés a Arg-120 et Tyr-385
(Das Chagas Pereira De Andrade & Mendes, 2020). Dans cette étude, la structure 3D humaine de la COX-2 (Code
PDB :5KIR) va étre étudié insilico afin de tester l'activité inhibitrice des flavonoides de la plante Citrus reticulata
Blanco (mandarine) vis-a-vis de la protéine (COX-2. PDB : 5KIR) afin de prédire leur efficacité en tant qu'agents

anti-inflammatoires non stéroidiens naturels.

Figure 3. Stéréodiagramme du mode de liaison inhibiteur de l'acide arachidonique a la COX-2 (bleu)

aligné avec le mode de liaison productif, observé dans la COX-1 (beige) (Stachowicz,2021).
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. Havonoides
I.1. Définition etstructure chimique des flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la grande famille des polyphénols, sont des métabolites
secondaires ubiquistes dans les plantes. L'expression « flavonoide » provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Chenini et Boumegouas, 2020). Chimiquement, les flavonoides sont classés en six sous-
classes : ks flavanones, ks favones, ks fawonols, ks favanes, ks isoflavones et ks anthocyanidines

(Ledesma-Escobar et al., 2016).

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone a 15 atomes de
carbone (C6-C3-C6), constitués de deux noyaux aromatiques A et B, liés par un hétérocycle C oxygéne,
portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Boussouf et al.,2020), la figure 4 présente la

structure de base des flavonoides.

Figure 4. Structure de base des flavonoides (Abedini,2013).
1.2. Activités biologigues des flavonoides

Les flavonoides ont une activité antioxydant, ils peuvent empéchés les dommages oxydatifs soit
par capture des radicaux hydroxyles, super oxydes et peroxydes soit par chélation des métaux (le fer etle

cuivre) qui sont d’importance majeure dans I'initia tion des réactions radicalaire (Abbassi et Touil,2019).

Les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries tel que :
Escherichia coli. lls inhibent la réplication par I'inhibition de I’enzyme gyrase qui assure la réplicatio n de
L’ADN (Nur Farisya et al., 2020). La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est
d’étre : veino-actifs. Ils agissent sur les vaisseaux sanguins sous forme d’activit¢ vitaminique (P), pour
diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et renforcer leur résistance (Ben Seddik K. et Ben

Seddik M., 2021). Les flavonoides ont d’autres activités tel qu’activit¢ antiinflammatoire, antifongique,
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Antiviral et une activit¢ contre le cancer. Aussi ont un rble préventif contre la cardiotoxicité et L’atteinte
hématologique (Boussouf et al., 2020 ; Mansouri et al., 2021).

1.3. Biosynthése des flavonoides

La biosynthese des flavonoides commence avec la chalcone qui est un précurseur commun a
tous les autres flavonoides. A partir dela chalcone, I'enzyme chalcone isomérase forme des flavanones.
Ensuite, les flavanones sont métabolisées sous l'action de la flavonol synthase et de la flavone synthase en
flavonols et flavones respectivement.la flavanone-3-hydroxylase forme les dihydroflavonols et le
complexe enzymatique isoflavone synthase conduit aux isoflavones. Comme suit, a partir des
dihydroflavonols, la dihydroflavonol réductase et l'anthocyanidine synthase forment respectivement des
flavan 3,4 diols et des anthocyanidines (Mechiki etal., 2019 ; Elkali et al., 2021).

11.4. Espéce Citrusreticulata

Citrus (Citrus reticulate Blanco) ou mandarine présenté dans la figure 4, est un fruit tropical ou
subtropical largement distribué dans le monde entier comme l'un des fruits les plus consommés (Tahsin et
al., 2017). Ses arbres sont petits, épineux, avec sommet dense de branches élancées, a feuilles persistantes
et buissonnant, qui atteint 2 a 8 m de haut. lls sont une source precieuse de d-limonéne, de flavonoides, de
caroténoides, de fibres alimentaires, de sucres solubles, de cellulose, d'hémicellulose, de pectine, de
polyphénols, d'huiles essentielles (Dosoky et William, 2018 ; Boudaoud et Noui, 2021).

Plusieurs études ont rapporté une variété de bioactivités, comme des propriétés antioxydantes,
anticancéreuses, anti-inflammatoires et antidiabétiques. Beaucoup de ces bioactivites sont attribuées aux
flavonoides qui sont abondants dans les agrumes (Wang et al., 2017). A I'heure actuelle, en plus d'étre
utilisés comme aliments frais, les agrumes sont principalement utilisés pour produire des conserves, des
jus de fruits et d'autres produits (Shu et al., 2020).

Figure 5. Les fruits et les feuilles de la mandarine (Boudaoud et Noui,2021).
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I. Docking moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode de calcul utilisée pour prédire linteraction de deux
molécules en générant un modéle de liaison (Kribaa et Nouioua, 2021). Il s'agit d'une technique
informatique qui permet de prédire les interactions probables entre les ligands (substrat, activateur ou
inhibiteur) et ks acides aminés qui composent b structure d'une protéine en se basant sur une sivul t ion de
b conformation et de l'orientation du ligand quil adopte lors de sa lason au récepteur comme ilustre la
figure 6. Le docking permet aussi d’identifier Véritables ligands du récepteur parmi plusieurs molécules étudiées
(Tao etal., 2020 ; Taj et al., 2021).

A ceteffet, Le logiciel de docking y parvient en combinant ['utilisation d'un algorithme de recherche
conformationnelle, qui permet au ligand de générer des modes de liaison (poses) dans le récepteur, avec
une fonction de score, que l'on peut considérer comme un indice d'affinitté molécule - récepteur, qui utilisée
pour classer les differentes poses en fonction d'un score qui prédit laffinit¢  (Barril et Soliva, 2006).

Figure 6.La méthode de docking (Hernandez-Santoyo etal., 2013).

Target Ligand Molecular Docking

I.1. Types des méthodes du docking

Le docking est divisé en deux catégories basées sur la flexibilité du ligand et de la protéine pendant
k processus de docking : k docking rigide (igand rigde) et b docking fiexible (igand fiexible) (Zerroug,

2020). Dans notre étude nous allons travailler avec la deuxieme classe.

I.1.1. Docking avecligand flexible

La flexibilité¢ du ligand, permettant d’explorer les conformations qu'il prend pendant la fixation du site
de liaison afin de déterminer les bonnes poses du ligand avec I'énergie libre de liaison la plus faible (Mohan
etal., 2005 ; Zerroug, 2020).
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De nombreux algorithmes d'arrimage améliorent aujourd'hui la complexité du probleme en incluant une
certaine flexibilité sur le récepteur (Zerroug, 2020). En réalité, 'augmentation du nombre de degrés de
liberté que cela représente est synonyme d’un décuplement dutemps de calcul Par conséquent l'approche
la plus largement utilisée 14 est l'arrimage de ligands flexibles avec des protéines rigides (Mohan etal.,
2005).

1.1.1. Algorithmes de recherche

Les algorithmes de recherche sont définis par un ensemble de regles et de paramétres appliqués

pour prédire les conformations (Dias et al., 2008). Les origines des algorithmes de recherche de docking

moléculaire remontent aux études d'analyse computationnelle des interactions intermoléculaires.

1.1.1.1. Recherche aléatoire oustochastique

Les algorithmes de recherche aléatoire, également connus sous le nom d'algorithmes stochastiques,
générent de nouvelles conformations de ligands ou une population de ligands en apportant des
modifications aléatoires aux variables de translations, rotations et torsions, qui sont acceptees ou rejetées selon

une fonction de probabilité appelée "fitness” (Leonhart etal., 2019 ; Maia et al., 2020).

L'un des programmes de docking moléculaire les plus connus qui utilisent 'AGL est le programme
AUTODOCK. Depuis sa création dans les années 1990, cet algorithme a subi de nombreuses

modifications visant aaméliorer la vitesse etla précision du criblage virtuel (Dias etal., 2008).

1.1.2. Fonctions de score

Au cours dudocking moléculaire, plusieurs poses possibles du ligand sont générées au sein du site actif
de la protéine. Chaque pose est évaluée par une fonction de score, qui guide et détermine les poses de
ligand (Radan et al., 2021). Les fonctions de score sont des approches d'approximation mathématique
permettant d'estimer [affinité de liaison qui sont utilisées pour évaluer et classer les poses afin de
découvrir le mode de liaison "vraie™ des composés et les ligands les plus prometteurs dans le criblage
virtuel (Leonhart etal., 2019 ; Zerroug, 2020).
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I1. Evaluation des méthodes de docking moléculaire

Les méthodes de criblage virtuel doivent étre évaluées afin d'assurer leur performance et, par
conséquent, la validité de leurs résultats (Zerroug, 2020).

I1.1. Ecart quadratique-moyenne-racine (RMSD)

Le RMSD est la mesure de la distance moyenne I'entre les positions atomiques entre la structure
du ligand déterminée expérimentalement (telle quelle est liée a la protéine) et la pose calculée par
l'algorithme de docking (la formule est presenté dans la figure 7). Plus la valeur RMSD est faible, plusla
prédiction du positionnement est précise, et moins les écarts entre les deux structures sont importants
(Marzolf etal., 2021).

RMSD(A, B) = ﬁZ((ﬂu = Yi)? + (A = Yp)? + (A — Yir)?)

i=1

Figure 7. Formule du RMSD entre deux composés A et B (X, y et z: coordonnées cartésiennes,
n: nombre d’atomes ducompose) (Kirchmair et al., 2008).

I11. Proprietés ADMET

La diversitté moléculaire des chimiothéques criblées expérimentalement ou virtuellement est un
critere important pour augmenter les chances d’identifier des nouvelles molécules médicamenteuses. Les
molécules doivent également avoir les propriétés physico-chimiques comme la biodisponibilite et les
propriétés ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité.) caractérisant un
médicament (Butina et al., 2002 ; Tabti et al., 2020).
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I. Analyse Phytochimique
I.1. Extraction de flavonoides

La série des composes de 24 de flavonoides (ligands) est obtenue a partir de travail de Fu et al.
(2019). lls ont fait l'analyse des métabolites secondaire (flavonoides) dans les écorces de Citrus (Citrus
reticulata "Dahongpao™) en utilisant le systeme La chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-
MS).

La technique de chimie analytique de la chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-MS)
combine les capacités de séparation physique de la chromatographie liquide (ou HPLC) avec les capacités
d'analyse de masse de la spectrométrie de masse (MS) (Zhang et al., 2019). A lintermédiaire d’une étape de
IElectrospray (E.S.l.) comme une source de d'ionisation “douce”, ce qui signifies que relativement peu
d'énergie est communiquée a l'analyse, et donc peu de fragmentation des molécules se produit. Ce qui est

en contraste avec d'autres sources d'ionisation MS classique (Riiger etal., 2021).

I1. Docking moléculaire

Dans notre travail, nous avons évaluer in silico par le docking moléculaire, Iaffinit¢é d’une 24
molécule vis-a-vis du site actif de la cyclooxygénase-2 (PDB : 5KIR), en utilisant le logiciel Auto dock
4. Ces 24 inhibiteurs sont ensuite soumis aune analyse de leurs propriétés pharmacocinétiques et physico-
chimiques, en appliquant I'analyse ADMET et les propriétés Drug-likness (la regle de5 de Lipinski) par

le logiciel DiscoveryStudio (DS 2.0) et Pkcsm, respectivement.
I1.1. Matériel
11.1.1 Micro-ordinateur

Dans cette étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur ayant un processus de 2.50 GHz Intel Core

i5-6300U et une mémoire vive de 8.00 Go, sous le system d’exploitation Windows 7. 32 bits version 2010.
11.1.2. Programme

Lors notre étude, nous avons utilisé les programmes suivants :

11
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» Avogadro
Avogadro est un logiciel gratuit, un éditeur nokculaire et un outil de visualisation moléculaire. Le
logiciel permet aussi de se familiariser avec les bases de la mécanique moléculaire en proposant différents
champs de force (MMFF94, MMFF 94s, UFF et Ghemical) (Hanwell et al., 2012 ; Pansanel J., 2013 ;
Rayan, B et Rayan, A., 2017). Dans ce travaille on a utilis¢ Avogadro pour mmnimiser I'énergie de nos

ligands.

» Auto Dock4
L’Auto Dock est un programme de docking moléculaire et un ensemble de trois sous-programmes
destinés a prédire b conformation b pls favorable et b pls stable d’un igand au sien de son récepteur. Le
test des parametres déterminant les propriétés du ligand qui est réalisé avec le sous-programme Auto Tors.
Le sous-programme AutoGrid cakcule des différente s grilles de potertiel. Et a b fin, ke sous programmes Auto
Dock realise les calculs d’amarrage moléculaire parfaitement. Il ya deux versions a savoir, AutoDock4 et
Auto Dock Vina (Forli et Olson, 2012 ; Lokesh et Kannabiran,2016 ; Makhloufi et Lazreg, 2019). Dans

cette étude, on travaille avec Auto Dock 4.2.6.

» MGL Tools

MGLTools est connu sous le nom de Molecular Graphics Laboratory (MGL), utilisé pour la
visualisation et l'analyse des structures moléculaires, MGLTools comprend Python Molecular Viewer
(PMV), AutoDockTools (ADT) et un environnement de programmation visuel. Le télechargement est

gratuit sur le site https://ccsb.scripps.edu/mgltools/downloads (Aguinaldo etal., 2022).

» Discovery Studio
Discovery est un logiciel de bio-informatique commercialisé qui renferme beaucoup de
fonctionnalités, Principalement le criblage virtuel, la visualisation, et I'analyse des protéines et des petites
molécules ainsi qu’analyser les propriétés pharmacocinétique. Dans notre étude, nous avons utilisé le DS
pour la visulation des complexes et leurs interactions, et pour le calculer les properties d’ADMET
(Boukia et Bessa, 2021).

> Pymol
Pymol est un logiciel de visualisation moléculaire, édité par la société Delano Scientific. Il s’agit d’un
logiciel libre et gratuit (Bendib et Manaa, 2021).

12
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» Excel 2019
Dans ce travail, on utilise Excel pour tracer b diegamme du RMSD et pour cakuler k ceefficient de
corrélation et tracer leur diagramme.

11.1.3. Banques de Données etles sites utilisé

» Protein Data Bank (PDB)
La banque des données des protéines PDB (PDB  http://iwww.rcsb.org/pdb/) est une collection mondiale de
données structurelles (structures 3D) des protéines et des acides nucléiques. Elle été créée en 1971 en tant
quarchive des structures cristallines des macromolécules biologiques. Ces structures sont déterminées

par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN (Boudjizza et Regad, 2019).

» Pubchem

Pubchem est une banque de données américaine gratuit de substances chimiques et leurs activités
biologiques. Lancé en 2004 et gérée par le National Center for Biotechnology Information (NCBI).
(Https//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Kim etal., 2016 ; Ghadhab et Soufi, 2020).

> Pkcsm

Est un outil web gratuit permet d'évaluer la pharmacocinétique, le potentiel thérapeutique et la
facilité d'utilisation en chimie médicinale de petites molécules.

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation du récepteur

La structure cristalline de COX-2 a été obtenue depuis la banque de données des protéines (code
PDB: 5kir, résolution: 2,70 A). Des atomes d'hydrogéne ont été ajoutés a la protéine en utilisant DS 2.5.

Des molécules d'eau explicites et cofacteurs ont été supprimées et sauvegardées sous forme pdb.

11.2.2. Préparation des ligands

Les igands étudiés ont été téléchargés via b chimiothéques Pubchem. A Taide du bgiciel Avogadro
nous avons déterminer [loptimisation géométrique de notre 24 composés présenté dans la figure 8
inhibiteurs de COX-2 en utilisant la Merck Molecular Force Field « MMFF94 » qui est particulierement
bon avec les composés organiques tel que les alcanes, les alcools et les phénols. A la fin les ligands sont
sauvegardés sous forme pdb.

13
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Figure 8.Les Structure 2D des 24 ligands.

11.2.3. Réalisation de docking moléculaire

Lors de la préparation de la cible (PDB :5kir) nous avons défini les charges partielles des atomes

par l'intermédiaire du sous-programme Auto dock Tools (ADT) qui attribue des charges de type

« Kollman"

polaires. Ensuite,

and guster computer ». Il est aussi nécessaire de rajouter au récepteur les hydrogenes-

Nous avons intégré les paramétres de solvatation des atomes de 'enzyme (types d'atomes) avant

de l'enregistrer sous le format pdbqt (format propre a Auto Dock). Les 24 composés de flavonoides ont

été préparés par Auto Dock 4 et enregistré sous format pdbqt.
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11.2.4. Calcule desgrilles de potentiel
Le programme Auto Dock utilise une grille de potentiel tridimensionnelle a fin d’augmenter la vitesse

d’évaluation de I’énergie du systéme. Le Box de grille est placé dans 'enzyme S5Kir englobant largement le
site actif de la protéine étudiée et permettant la libre rotation du ligand dans ce site. Le centre de cette boite
est déterminé par les coordonnées X etY et Z

Lafigwe 9 ilustre Pespacement ou b meile de b gile esté 0.375 A, La bofte est donc placée au
centre du ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la taille de tous les ligands examinés.

L'Algorithme Génétique Lamarckien (LGA) a été sélectionné pour rechercher des meilleurs
conforméres des ligands dans le site actif de la cible, nous choisissons 50 postions (poses des ligands au sien
de site actif de la cible). Les résultats d'Auto Dock est alors analysés pour étudier les interactions et I'énergie
de liaison de la structure dockée.
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Figure 9. Position de la boite d’amarrage au niveau de 5KIR.

11.2.5. Evaluation des propriétés ADMET

Des études ADMET insilico ont été réalisees en utilisant l'algorithme ADME intégrer dans logiciel.
Divers parametres pharmacocinétiques tel que : la solubilité aqueuse, la barriére hémato - encéphalique (BHE),
la liaison CYP2D6, l'absorption intestinale, I'hépatotoxicité et la liaison aux protéines plasmatiques

(PBB) ont été estimés pour notre serie de 24 composes inhibiteurs de COX-2.
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11.2.6. Propriétés du drug-likness

Il était indispensable de compléter ce travail en calculant les propriétés pharmacocinétiques des
composés ayant présente les meilleurs scores d’énergie afin de nous renseigner sur leur biodisponibilité par

voie orale, enappliquant les deux regles suivantes en utilisant le site Pkcsm :
1. La regle de5de Lipinski est (Lipinski etal, 997):

e Le poids moléculaire (MW) du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).
e Lenombre dedonneurs de liaisons hydrogene (HBD)doit étre inférieur ab5.
e Lenombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne (HBA) doit étre inférieur & 10.
e Le logarithme décimal du coefficient de partage eau/1-octanol, noté LogP, doit étre compris
entre -2et 5.
2. La regle de Veber (Veber etal.,2002) :
e Lenombre de liaisons rotatives (RBN) <a 10.
e La surface polaire Le PSA (surface polaire) <140 A2
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I. Evaluation de la fiabilit¢ du programme de docking

Afin de réaliser le protocole de docking moléculaire des inhibiteurs de COX-2, nous avons évaluer la
fiabilité du programme AutoDock 4 via le test RMSD et ’analyse visuelle de la position du ligand dockée
etk igand de référence co-cristallisé. Asi La qualitt du programme est jugge par k coefficient de corrélation

entre les valeurs d’énergie liaison des molécules retenues dans cette étude et leurs pIC50.

1.1. Testde RMSD

L’efficacit¢ d’un programme a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le site actif est
évalué par la déviation quadratigue moyenne ou RMSD (root-mean square dérivation) simulée par le
programme Autodock4. Par rapportaauligand Co-cristallisé dockée et le ligand co-cristallisé présentant au
sin de site actif de la cible intégré dans la PDB. La prédiction estacceptable si la valeur du RMSD obtenue
est> 2A. (Bendib et Manaa, 2021).

Afin de nous assurer la fiabilité de ce programme nous avons étudié spécifiquement 20 complexes
protéines- ligands pris de maniere arbitraire de la PDB et le complexe enzymatique utilisé dans cette étude (pdb
: bkir). Apreés avoir extrait le ligand co-cristallisé de la cible donnée et repositionné ce dernier par docking

dans le site actif.

D’aprés le tableau 1 la valeur de RMSD du modele congu par le logiciel vis-a-vis de la structure
co-cristallisé ne dépasse pas 2 A dans la plupart des complexes étudiés plus le complexe 5KIR-refloxib
(Tableau 1). Les deux valeurs de RMSD supérieur & 2A correspondant au complexe suivant : 1DTQ,
2RGU.

Le graphe ilustré dans b figure 10, nontre ks résultats obtenus lors de I’évaluation de programme
Autodock 4 pour sa capacité a reproduire les modes d’interaction expérimentaux des ligands vis-a-vis de leurs
récepteurs, les résultats sont montrés en pourcentage (%) a deux intervalles (<2 A et>2 A) (Smith et al.,
2012).
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Tableau 1. Valeurs de RMSD de 20 complexes inhibiteurs et le complexes 5KIR-refloxib.

PDB_ID

SKIR
1A5X

11GS
1DTQ

102M
1AXB

2BMW
2BPZ

2QPL
1L14
1CX2
2P15
2HDR
2132

2RGU
4PAX

1IHWI
2D1J

2P15
1X0z

1A6N

Ligand_ID
Refocoxib

Y31

EAA
FPT

HEM
FOS

HEM
3IN

BTY
NOC

S58
EZT

DA3
LIR

356
NU1

112
D01

EZT
CIA

HEM

RMSD (A)

1,38
0,00
1,299
2,344
0,001
0,869
0,000
2,393

0,000
0,205

1,488
0,069
0,000
0,615
2,350
0,000
0,561
0,093

0,001
0,001

0,000

D’aprés ces résultats, le programme Autodock4 reproduit bien les données expérimenta les, en effet, 80%

des valeurs de RMSD sont inférieures ou égale a 2A (Graphe), la majorité des bonnes RMSD se situe

dans I'intervalle de 0 a 1,4 A, et que seulement 20 % des résultats sont supérieurs a 2A (Smith et al.,

2012)

ligand.

Ces résultats montrent que le programme Autodock 4 simule correctement les interactions protéine -
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RMSD

@ RMSDs 2A @ RMSD=z= 2A

Figure 10. Résultats en % obtenus par Autodock4 a deux intervalles de RMSD (A).
I.1.1. Superposition des ligands

L’analyse visuelle faisant suite au test RMSD est aussi une étape essentielle pour évaluer la
performance de programme autodock4. Elle permet de visualiser les résultats décrits par la valeur

numérique RMSD, La visualisation a été effectué par le programme pymol.

Tableau 2 : Valeurs de RMSD des quatre complexes étudiés.

Codes PDB Codes des ligands RMSD (A)
Complexe 1 4PAX NU1 0,000
Complexe 2 2HDR DA3 0,000
Complexe 3 1L14 NOC 0,205
Complexe 4 1HWIJ 112 0,561

Figure 11.Superposition de ligand de référence co-cristallisé (NUL1) de complexe 4PAX (coloré
en rose) et dockée avec l'autodock4 (coloré on Blue) a RMSD = 0,000 A
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Figure 12. Superposition de ligand de référence co-cristallisé (DA3) decomplexe 2HDR (coloré
on rose) et dockée avec I'autodock4 (coloré onBlue) aRMSD = 0,000 A

Figure 13. Superposition de ligand de référence co-cristallisé (NOC)de complexe 1LI4 (coloré
on rose) et dockée avec 'autodock4 (coloré onBlue) a RMSD = 0,205,&

Figure 14.Superposition de ligand de référence co-cristallise (112) de complexe 1HWJ (coloré
on rose) et dockée avec I'autodock4 (coloré on Blue) aRMSD =0,561A.
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1.2. Coefficient de corrélation linéaire (r)

Dans le méme objectif de valider la fiabilit¢ de programme, nous avons fait un deuxieme test qui
consiste principalement & évalier k degré de corrélation qui exste entre ks affinités de 18 rhibiteurs de
la lipoxygénase calculées par autodock4 et les valeurs de leurs IC50 déterminées expérimentale ment dans la
littérature (Jan et al., 2020).

Le coefficient de corrélation linéaire (Régression linéaire) de Bravais-Pearson permet de mesurer
lintensité du lien entre deux caracteres quantitatifs. La corrélation entre lactivité biologique (pIC50) et
lérergie de liaison obtenue par k docking moléculaire ft pour nols un des moyens pour tester b fiabilité
d'Autodock utilisé dans cette étude. La valeur du coefficient de corrélation doit étre dans l'intervalle qui va
de-1a+1, Une vakur égak ou proche de +1 indique l'existence d'une rebtion inéaire (fonctionnelle) parfaite
entre les deux variables, Par contre, ce coefficient est nul (r = 0) lorsqu'il n'y a pas de relation linéaire

entre les variables (Ganti, 2020).

Les inhibiteurs  ont été dessinées par le logiciel Chemdrew et téléchargées puis traité par Avogadro ou
elles ont été minimisées et téléchargées au format pdb. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 3. Résultats de I'analyse par régression linéaire sur les 18 inhibiteurs de la lipoxygénase.

Number Ligand Score 1Cs0 (uM) pICso
1 3a -8,08 78,3 4,10623824
2 3b -7,36 36 4,4436975
3 3C -8,52 130,5 3,88438949
4 3D -8,12 69,18 4,16001944
5 3e -7,13 56,2 4,25026368
6 3f -7,13 26,83 4,57137933
7 3g -8,15 18,44 473423908
8 3h -7,69 98,55 4,00634337
9 3i -7,01 21,31 4,67141655
10 3j -7,86 16,15 4,79182747
11 3k -7,58 62,38 4,20495463
12 31 -7,24 53,45 4,27205229
13 13a -6,34 0,81 6,09151498
14 13b -7,07 5,29 5,27654433
15 13c -7,48 4,74 5,32422166
16 13d -6,8 12,59 4,89997427
17 13e -7,37 0,86 6,06550155
18 Zileuton -6,64 0,63 6,20065945
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PS: p|C50 = 'Log |C50

Le tableau 3 correspond & des 18 inhibiteurs testés par Autodock4. Dont la valeur du ccefficient de
corrélation est de 0.64 est adéquate a celle de la référence qui est de - 1 a +1. Il y a donc corrélation
significative entre les deux parameétres analysés, a savoir I'activit¢ biologique représentée ici par le pIC50 et
ks érergies lason données par kb progamme Autodock présenté par b figure 15, ce qui nous permet de
conclure que le programme Autodock4 représente un outil de choix pour prédire les intéraction biologiques
des structures moléculaire donnée. Cela est confirmé par les travaux de Tangyuenyongwatana et Jongkon
(2016) qui ont indiqué que ’Auto Dock 4 a montré un coeflicient de corrélation de 0.6849 et aussi 0.87

dans les travaux des Ibrahim et al. (2019).

-2 Y=-U.UbLZX-0.418Z

(KCAL/MOL)

SCORE_AUTODOCK
N

PIC50

Figure 15. Correélation entre Pactivité biologique (plC50) et1’énergie

de liaison avec la LOX-2 donnée par autodock 4.

I1. Docking moléculaire

L’enzyme COX-2 humaines est un homodimére de 581 acides aminés dont chaque sous-unité est
constituée de trois domaines, le domaine du facteur de croissance épidermique (résidus 34-72), comme
présente la figure 16 le domaine de liaison a la membrane (MBDs) (résidus 73- 116) et le domaine

catalytique. Ce dernier constitue la majeure partie de la protéine, qui contient le site actif de la
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Cyclooxygénase, peroxydase et de groupe prosthétique de l'héme (Rouzer et Marnett, 2009 ; Perez et al.,
2019).

Le site active de COX-2est contenu dans un long canal hydrophobe illustré dans la figure 16 est

représenté le site de liaison deI’aa, substrat naturel etles AINS (Chakraborti et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons évalué par le docking moléculaire le potentiel d’inhibition de24

flavonoides vis-a-vis de la cyclooxygénase 2 (pdb :5KIR). Les résultats sont présentés dans le tableau 4.

héme
Arg : arginine . TR — COX-2
Glu : glutamate (Tyr-385)
His : histidine OX
lle : isoleucine
Phe : phénylalanine ‘
Ser : sérine - '
Tyr : tyrosine IRy T ~ e !
Val : valine ' '
(Vaka34)— :
(lle) \ :
(Phe-518) (Vak523)__ :/ HO™ 1 (Ser-530)
I'L‘_ /__:h (lle) \ '
n\l \
R |
' e Al / \
(o] M (Glu-524)
3 ! L,
P—NH, ' . A
~NH 4 &
\
(Arg-513) OH T ]
His) § HzN ;
7N\ —NH
— / HN \*—\
(Tyr=355) T — (Arg-120)
domaine de liaison a la membrane

Figure 16. Représentation schématique du site actif de la cyclooxygénase (Chakraborti et al., 2010).

D’apres le tableau 4, les composées acacétine, l'apigénine et biochanine A ont une énergie de liaison
important de -8.82,-8.72 et -8.18 Kcal/mol respectivement. Ces 3 composés ont des interactions de type de
laissons hydrogénes avec les acides aminés clés du site actif et la poche latérale plus précisément :
Valb23, Argl20, Phe518, Ser530, Ser353, Tyr355, Phe381, Tyr385, Argb13, His 90. Les liaisons
d’hydrogeéne sont formées entre le C5-OH de cycle A del’acacétine etl’apigénine avec His90, Ser 535 de
S5KIR. D’autres interactions de type hydrogénes sont formé entre LC7-OH de cycles A des ligands
acacétine, l'apigénine et biochanine A avec les acides aminés de poche latérale Phe518 et Gin

192. Des interactions de type -Pisigma- est formé entre I'acide aminé Val523 et les cycle A et C des
trois derniers composés.
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Les interactions d’hydrogéne avec la majorit¢ de acides aminés de la poche latérale notamment :
Phe518, GIn192, His 90 et Ala516 indiquent un bon positionnement et stabilisation de ligands dans le site
actif. En effet le remplacement de I'isoleucine 523 dans la COX-1 par la valine 523, permet a ce dernier d’étre
directement impliqué dans la sélectivité des inhibiteurs spécifiques de la COX-2 (Swiatek et al., 2019 ;
Aragjo et al., 2020).

Par contre le C4’-OHde cycle B de cestrois composé forme une laissons H avec I'acide aminée Tyr385
de centre catalytique avec le composé Apigénine et avec Ser530 dans le cas de ligand acaceétine. L’aspirine
ective de maniere irréversible b COX-1et b COX-2, en acétylant b sérine 530 de leur site actif, et empéche
la formation de la PGG2 (Christie et Harwood, 2020). Le cycle B de biochanine Aa interagit avec Argl120
par une interaction ionique (tableau 5). Ainsi plusieurs études ont montré que I'acide aminé Argl20 se
lie aux groupes carboxyliques des acides gras et de nombreux AINS (Perez et al., 2019 ; Smith et
Malkowski, 2019 ; Xu etal., 2019 ; Tziona etal., 2022).

D’apreés ces informations on peut dire que I'interaction d’acacétine l'apigénine et la biochanine A avec
le Val523 par une liaison pi-sigma suggere une inhibition sélective de la cyclooxygénase2 par rapportau
cyclooxygénase 1 en méme temps on peut dire que I’Acacétine a un potentiel d’appliquer une inhibition

irréversible sur le COX2 similaire a cele de I'aspirine grice a I'interaction avec I'acide aminé ser530.

Tableau 4. Résultats Docking des quelques flavonoides testés et une molécule de réference.

Ligands Energie de liaison RSMD  Constante d'inhibition estimée
kcal/mol (Ki), nM
Astilbine -11,14 0,00 6,88
Isotrifoliin -10,18 0,00 34,48
Acacétine -8,82 0,00 344,62
Apigénine -8,72 0,00 402,55
Biochanine A -8,18 0,00 1020
Prunétine -8,09 0,00 1180
DICLOFENAC -7.70 0,00 2260
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Cependant les composé astilbine, isotrifoliin et prunétine ont présenté les meilleures énergies
de liaison vis-a-vis la protéine SKIR (AG =-11,14-10,18 et-8.09 Kcal/mol) respectivement et ce qui étaient
intéressent c’est que ces derniers ont fait des interactions majoritairement Hydrogénes avec les acides

amrés detingue de cele de site active (tableau 5) tell que : His39, G2, Cys47, Argd4, Pro 153... Etc.

Jain et Rai (2021) ont rapporté que les sites de liaison de la protéine cyclo-oxygénase 2 (pdb : 5KIR)
ont été par le serveur Meta Pocket spécialisé dans la prédiction des sites de liaison des ligands, la poche de
liaison qui aété extraite et analysé, arenfermé les acides aminés de site actif plus les acides aminés avec

les quelle Tastilbine, isotrifoliin et prunétine ont réagi.

Unautre travaille insilico de Islam (2019)sur I'effet antipyrétique du phytol, par lintermédiaire de
la voie d'inhibition de la COX-2 dépendante du SKIR., a montré que I'interactions du complexe PHY- 5KIR
étaient avec la méme orientation par des laissons H entre phytol et les acides aminés CYS 41, ARG 44
des laissons Alkyl avec PRO 153, CYS 47 PRO 156 CYS 36. Une autre étude sur les dérivés

de phytol et 'inhibition de SKIR a montré les mémes interactions avec le system D-NH2-5KIR ou le ligand
a interagie avec Pro153, Pr156, et Cys36 (Islam et al., 2020). Les mémes interactions ont été aussi observé

avec les quelques ligands a base de pyridazine testé comme des inhibiteurs de la COX2 (Jain et Rai., 2021).

Enfin Tinhibiteurs de références Diclofénac a montré une énergie de liaison de -7.70 Kcal/mol
(tableau 4) inférieure inférieure aux molécules précédentes.

Ces resultats suggerent que les molécules : acaceétine ,apigénine ,la biochanine, astilbine, isotrifoliin et

prunétine sont des composés ahaut potentiel d’inhibition de la cyclooxygénase
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Tableau5. Visualisation des interactions des complexes ligand-5KIR.

Les structures 2D et3D
Trp387
TYR SER
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cYs CYS
B3 &2 . 28 Lys 468
sy e B30 Arghé9
B:39 -
8465 ' 4 Glukés I
B3 4 : T e s !
el v : |
T NP N - Asp12s |
N | I e GLY ] ' %, Asn43
A W @ N
B:46 B:151 X - A rg A
- ' 3 seans ARG .
) v O Ny v = 8369 Glna2
< H " : '
= e THR Pro153
2 2y W Sooth e B:129 X
= g4p Bi152 3 G lyA 5
17;) A
< gslg B:A;lSZPS “z C ys 41
Lvs
B:137 7~
‘ ~
Interactions ~ % C ys 47
D van der Waals D Alkyl
D Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl
71 Pi-Donor Hydrogen Bond C ys 3 6

1. Analyse in silico des paramétres de biodisponibilit¢ etd’ADMET des inhibiteurs de Cox2

I11.1. Propriétées ADMET

Les propriétées ADMET, notamment la solubilité¢ aqueuse, la barriere hémato-encéphalique (BHE),
la liaison CYP2D6, l'absorption intestinale, I'hépatotoxicité etla liaison aux protéines plasmatiq ues (PBB),
ont été évaluées pour les 24 molécules. Le profil pharmacocinétique de toutes les molécules étudiées a
été predit a l'aide des descripteurs ADMET dans Discovery Studio 2.5 (Accelrys, San Diego, CA, USA).
Le module utilise six modeles mathématiques pour prédire quantitativement les propriétés par un
ensemble de regles/clés qui spécifient les caractéristiques ADMET seuils pour la structure chimique des
molécules sur la base des informations disponibles sur les médicaments (Ponnan et al., 2013 ; Alam et
Khan, 2014). Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau 6, accompagnés d'un bi plot illustré

dans la figure 17.

L'absorption ADMET prédit I'absorption intestinale humaine (HIA) aprés administration orale. Les
niveaux d'absorption de I'HIA et le modele de pénétration de la BHE sont définis par des ellipses de
confiance de 95 % et 99 % dans le plan ADMET PSA 2D et ADMET AlogP98 (Egan et al., 2000). Ces
ellipses decrivent les régions ou l'on s'attend a trouver des composes bien absorbés. La prédiction de la
valeur de AlogP98 peut déterminer I'hydrophile du composé. Le PSA est un autre attribut clé lié a la
biodisponibilit¢ des médicaments, car les composés ayant un PSA <140 A2 peuvent étre absorbés

passivement etont donc une biodisponibilité¢ orale élevée (Egan et al., 2002). Comme le montre la figure
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17, les composés apigénine, acacétine, biochanine A, curcumine, 6-gingérol, prunétine, tectorigénine,
tricine et xanthohumol possédent des niveaux de confiance de 99 % pour l'absorption intestinale humaine. Les
autres composés se situent en dehors du filtre des ellipses du modéle ADMET, ce qui indique leur faible

absorption intestinale etleur faible capacité de pénétration dans la BHE.

Selon le modéle, pour gqu'un composé ait une perméabilité cellulaire optimale doit suivre les critéres
(PSA < 140A°2 et AlogP98 < 5) (Egan et al., 2000). Les composés apigénine, acaceétine, biochanine A,
runetine, curcumine et 6-gingérol sont conforme aux criteres précédents (Tableau 6). Ces paramétres
physicochimiques sont associés a une solubilité aqueuse et une perméabilité intestinale acceptables qui

sont les premiéres étapes de la biodisponibilité orale.

Le tableau 6 montre que les composés apigénine, acacétine, biochanine A, prunétine, etcurcumine ont
des valeurs faibles de pénétration de la BHE et le composé 6-Gingérol a un niveau moyen de pénétration
de la BHE. En effet la pénétration de la barriere hémato-encéphalique est critique dans le domaine
pharmaceutique, car les composés qui agissent sur le systeme nerveux central (SNC) doivent la traverser, et
les composés inactifs dans le SNC, ne doivent pasy aller afin d'éviter les effets collatéraux du SNC
(Novakova et al., 2014). Dans notre cas et en raison de leur role important dans la maladie d'Alzheimer
(MA) et d'autres troubles neurodégénératifs, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) traversent
efficacement la barriere hémato-encéphalique (Novakova et al., 2014 ; Villarejo-Galende et al., 2020 ;
OYENEYIN etal., 2021 ; Tampio etal., 2021).

Dans ce cas, le 6-gingérol est le composeé idéal pour la production d'anti-inflammatoires destinés

au traitement de l'inflammation du SNC.

Tableau 6. Propriétées ADMET in silico des 24 composés.

Composantes | Niveaude Niveau Prédiction | ADMET Niveau ADMET
solubilité ADMET | ADMET Prédiction d'absorption | AlogP98
ADMET BHE CYP2D6 hépatotoxique | ADMET
Dihydromyric | 3 4(non faux(non vrai (toxique) | 3(Tres faible 1,237
étine (Oui,bonne) deéfini) inhibiteur) absorption)
Apigénine 3 3(Faible) faux vrai 0(Bonne 2,41
absorption)
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Acacétine 3 3 faux vrai 0 2,636
Astilbine 3 4 faux vrai 3 0,621

Biochanin A 3 3 vrai ( vrai 0 2,366

inhibiteur)

Curcumine 3 3 faux faux (non- 0 3,554

toxic)
Eriocitrine 2(Oui,faible) 4 faux vrai 3 -0,657
6-Gingérol 3 2 faux faux 0 3,638
(Medium
)

Hespéridine 2 4 faux vrai 3 -0,431
Isotrifoliin 3 4 faux faux 3 -0,3
Diosminee 2 4 faux vrai 3 -0,395

Gallate 2 4 vrai vrai 3 3,339
d’épicatéchine

Naringine 2 4 faux faux 3 -0,415

Narirutine 2 4 faux faux 3 -0,415

Nicotiflorine 2 4 faux vrai 3 -0,916
Phloridzine 3 4 faux faux 3 0,827
Prunétine 3 3 faux vrai 0 2,366

Tectorigenin 3 3 faux vrai 0 2,124

Théaflavine 1(trés 4 faux vrai 3 2,629

faible,but

possible)
Tricine 3 3 faux vrai 0 2,377
Vicenine-3 2 4 faux vrai 3 -1,862
Xanthohumol 2 4 faux vrai 0 4,816
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Isoschaftoside 2 4 faux vrai 3 -1,862

Prunine 3 4 faux faux 3 0,444

La solubilitt aqueuse joue un rdle critique dans la biodisponibilité des médicaments, les composés
dihydromyricétine, apigénine, acacétine, astilbine, biochanine A, curcumine, 6-gingérol, isotrifoliin et

Phloridzine ont un bon niveau de solubilité aqueuse acceptable (niveau 3).

La prédiction d'inhibition du CYP2D6 (enzyme de détoxification), la majorité de ces composeés ne sont
pas des inhibiteurs du CYP2D6 (tableau 6). Cela indique que tous les composés sont bien métabolisés en
phase | et qu'aucun n'entraine de toxicité grave par interaction médicamenteuse.

La liaison d'un médicament aux protéines plasmatiques a une forte influence sur son
comportement pharmacodynamique et limite sa distribution corporelle aux espaces extracellulaires (Wang,
N. et al., 2017). Mais des rapports récents indiquent que la liaison aux protéines plasmatiques n'affecte pas
nécessairement son efficacité (Smith et Kerns, 2010). La prédiction de la propriété de liaison aux protéines
plasmatiques (plasma Protein binding PPB) indique que les 5 composés apigénine, acacétine, biochanine

A, curcumine et 6-Gingérol sont fortement lié aux protéines porteuses dans le sang(PPB).

En efiet, plsieurs études ont corfirmé que ks AINS se lient fortement aux protéines plsmatiques
(principalement a l'albumine) (Czub et al., 2020 ; Graham et scoot, 2021 ; Mohd et al., 2022) de méme que
plusieurs AINS qui se lient fortement aux PPB sont tres bien distribués dans tous les tissus (Bohnert et
Gan, 2013).

I11.2. Propriétés de Drug-likness

D’apres le Tableau 7, les composées qui sont conformes aux regles de Lipinski et veber (Tableau
6 et Tableau 7) sont : apigénine, acacetine, biochanine A, curcumine 6-gingérol, prunétine, tricine,
tectorigenin et xanthohumol , leur paramétres physico-chimiques sont associés avec une solubilité

aqueuse et une perméabilité intestinale acceptables qui sont les premieres étapes de la biodisponibilité orale.
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Enfin, sur b base de lanalyse ADMET in silico et ks propriétés Drug-likness, is ont été constaté que
les 6 composes apigénine, acacétine, biochanine A, curcumine 6-gingérol et prunétine ont des
caracteristijues ADMET favorables avec une bonne solubilitt aqueuse et une perméabilité intestinale
acceptables (Tableau 7 et Figure 17) et peuvent atteindre la cible souhaitées et peuvent étre développé

comme un médicament anti-inflammatoire potentiel.
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Figure 17. Prédiction de l'absorption de 24 flavonoides. Descripteurs ADMET de Discovery Studio 2.1
(Accelys, San Dego, CA), suface pobie 2D (PSA 2D) en’ A2 pour chaque composé est tracée contre
leur coefficient de partage de type atomique calculé correspondant (ALogP98).
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Chapitre 5

Résultats e tdiscussion

Tableau 7. Les propriétés de Drug-likness.

Pkcsm - pharmacokinetics

Composantes
HBD<5 HBA <10 LogP<5 | MW<500 RBN <10

Tricine 3 7 2,594 330,292 3
Prunine 6 10 -0,017 434,397 4
Apigénine 3 5 2,5768 270,24 1
Xanthohumol 3 5 4,2168 354,402 6
Gallate d’épicatéchine (ECG) 7 10 2,5276 442,376 3
Curcumine 2 6 3,3699 368,385 8
Dihydromyricétine 6 8 0,8919 320,253 1
Hespéridine 8 15 1,1566 610,565 7
Isoschaftoside 10 14 1,7543 564,496 4
Astilbine 7 11 0,0381 450,396 3
Vicenine-3 10 14 1,7543 564,496 4
Eriocitrine 9 15 1,4596 596,538 6
6-Gingérol 2 4 3,2338 294,391 10
Tectorigenin 3 6 2,5854 300,266
Phloridzine 7 10 0,2024 436,413 7
Naringine 8 14 1,1652 580,539 6
Nicotiflorine 9 15 1,3927 594,522 6
Acacétine 2 5 2,8798 284,267 2
Isotrifoliin 8 12 0,5389 464,379 4
Biochanine A 2 5 2,8798 284,267 2
Prunétine 2 5 2,8798 284,267 2
Narirutinee 8 14 1,1652 580,539 6
Théaflavine 9 12 2,2134 564,499 2
Diosmine 8 15 1,0897 608,549 7

HBD: Donneur de liaison hydrogene, HB A: Accepteur de liaison hydrogéne, RBN: Nombre de liaisons

rotatives.
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Conclusion et Perspectives

Ce travail avait pour but d’évaluer le potentiel d’inhibition de molécules naturelles sur un enzyme via
le docking moléculaire qui permet de modéliser et de mieux appréhender les interactions entre les
enzymes et les inhibiteurs.

Pour ce but, nous avons tenté une simulation des interactions de 24 flavonoides extrait a partir de
la plante Citrus reticulate Blanco (mandarine) avec une cible enzymatique fortement impliquées dans

divers troubles tel que I'inflammatoires cardiovasculaires :la cyclooxygénase-2 (COX2).

Au préalable, nous avons évaluer la fiabilit¢ de programme « Autodok4 », en faisant appel au test
RMSD (root-mean-square dérivation) et un test de corrélation. Nous avons appliqué le teste RMSD sur 20
complexes disponibles dans kb PDB dont kur résolution nférieure a2 A. 80 % de ces conplexes ont un
RMSD >2A, d’autre part le teste de régression linéaire a montré un coefficient de corrélation de 0.64. Ces
résultats assurent la fiabilit¢ de programme Autdock4 a simuler les interactions de complexes COX2-

flavonoides.

Dans un deuxieme temps, nous avons réalisé un criblage virtuel « docking moléculaire) via
I’ Autodock4 sur 24 composés de flavonoides naturelle, ce que nous a parmi de sélectionner certains
composés avec une bonne affinité que I'inhibiteur Diclofenac de référence. Les trois molécules Acacétine
Apigénine et Biochanine A ont une énergie de liaison variée entre -9,47 et -8,09. Ces ligands forment des
complexes stables avec la cible COX2 au sein de site actif de 5KIR, suggérant une inhibition sélective de ce
dernier par des liaisons hydrogéenes avec les acides aminés tell que : Val523, Argl20, Phe518, Ser530,
Tyr385, et His90. Bien que les résultats du docking aient révélé que les trois composes astilbine, isotrifoliin et
prunétine se présentent comme des inhibiteurs puissants de COX2 (PDB : 5KIR) en raison de leur énergie
de liaison élevée de -11,14,-10,18 et -8,09 Kcal/mol respectivement, ce qui est remarquable est qu'ils ont
interagi avec SKIR au sien d’un nouveau site de liaison par des laissons majoritairement hydrogénes avec
d’autres acides aminés tels que : Cys39, Cys41, Arg44, Prol53 et Pr156.

Enfin, Tapplication de la régle de Lipinski et I’évaluation de profile ADMET des 24 flavonoides, nous
a montré que les quatre composés apigénine, acacétine, biochanine A et prunétine ont des caractéristiques
ADMET favorables avec une bonne solubilité aqueuse et une permeabilité intestinale acceptables et peuvent se
présenter comme des nouveaux inhibiteurs de COX-2 et développé comme un médicament anti-

inflammatoires potentiel.
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Conclusion et Perspectives

Il conviendrait dans le prolongement de ces résultats, il serait prudent d'étudier lactivité des
structures nouvellement proposées en utilisant d'autres outils de docking et systéemes de score, car il ne s'agit
que d'une étude préliminaire. Les résultats théoriques acquis in silico devront ensuite étre confirmes dans une

recherche expérimentale in vitro et/ou in vivo.

De telles expériences viseront a proposer de nouveaux inhibiteurs de la cyclooxygénase-2 a la
chimie de synthese, permettant ainsi de poursuivre cet effort de maniére plus pratique et industriel
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Annexe N°1. Propriétés ADMET in silico des 24 composés.

bounded)

Composants Niveau de Niveau Prédiction | ADMET Niveau Prédiction | ADMET | ADMET
solubilité ADMET ADMET Prédiction d'absorption | ADMET AlogP98
ADMET BHE CYP2D6 | hépatotoxique | ADMET PPB PSA_2D
Dihydromyricétine 3(Oui, 4(non faux(non vrai (toxic) 3(Trés faible faux 1,237 151,123
bonne) défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Apigénine 3(Oui, 3(Faible) | faux(non vrai (toxic) 0(Bonne vrai 2,41 88,677
bonne) inhibiteur) absorption) (highly
bounded)
Acacétine 3(Oui, 3(Faible) faux(non vrai (toxic) 0(Bonne vrai 2,636 76,791
bonne) inhibiteur) absorption) (highly
bounded)
Astilbine 3(Oui, 4(non faux(non vrai (toxic) 3(Trés faible faux 0,621 189,799
bonne) défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Biochanine A 3(Oui, 3(Faible) vrai ( vrai (toxic) 0(Bonne vrai 2,366 76,791
bonne) inhibiteur) absorption) (highly
bounded)
Curcumine 3(Oui, 3(Faible) | faux (non faux (non- 0(Bonne vrai 3,554 94,092
bonne) inhibiteur) toxic) absorption) (highly
bounded)
Eriocitrine 2(Oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux -0,657 249,29
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
6-Gingérol 3(Oui, 2 faux (non faux (non- 0(Bonne vrai 3,638 67,861
bonne) (Medium) | inhibiteur) toxic) absorption) (highly
bounded)
Hespéridine 2(Oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux -0,431 237,405
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Isotrifoliin 3(Oui, 4(non faux (non faux (non- 3(Trés faible faux -0,3 210,615
bonne) défini) inhibiteur) toxic) absorption) (poorly
bounded)
Diosmine 2(oui,faible) 4(non faux (non vrai(toxic) 3(Trés faible faux -0,395 237,405
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Gallate 2(oui,faible) 4(non vrai ( vrai(toxic) 3(Trés faible faux 3,339 180,869
d’épicatéchine défini) inhibiteur) absorption) (poorly
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Naringine 2(oui,faible) 4(non faux (non faux (non- 3(Trés faible faux -0,415 228,475
défini) inhibiteur) toxic) absorption) (poorly
bounded)
Narirutine 2(oui,faible) 4(non faux (non faux (non- 3(Trés faible faux -0,415 228,475
défini) inhibiteur) toxic) absorption) (poorly
bounded)
Nicotiflorine 2(oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux -0,916 249,29
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Phloridzine 3(Oui, 4(non faux (non faux (non- 3(Trés faible faux 0,827 180,869
bonne) défini) inhibiteur) toxic) absorption) (poorly
bounded)
Prunétine 3(Oui, 3(Faible) | faux (non vrai (toxic) 0(Bonne faux 2,366 76,791
bonne) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Tectorigénine 3(Oui, 3(Faible) | faux (non vrai (toxic) 0(Bonne faux 2,124 97,607
bonne) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Théaflavine 1(trés 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux 2,629 2225
faible,but défini) inhibiteur) absorption) (poorly
possible) bounded)
Tricine 3(Oui, 3(Faible) | faux (non vrai (toxic) 0(Bonne vrai 2,377 106,537
bonne) inhibiteur) absorption) (highly
bounded)
Vicenine-3 2(Oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux -1,862 252,246
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Xanthohumol 2(Oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 0(Bonne vrai 4,816 88,677
défini) inhibiteur) absorption) (highly
bounded)
Isoschaftoside 2(Oui,faible) 4(non faux (non vrai (toxic) 3(Trés faible faux -1,862 252,246
défini) inhibiteur) absorption) (poorly
bounded)
Prunine 3(Oui, 4(non faux (non faux (non- 3(Trés faible faux 0,444 168,984
bonne) défini) inhibiteur) toxic) absorption) (poorly
bounded)
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Résumé

Les maladies inflammatoires constitue un probleme thérapeutique courant. Sachant que l'inhibition sélective
de la cyclooxygénase 2 empéche la synthése des prostaglandines, qui sont des médiateurs de l'inflammation, Ce
travail estconsacré a I'évaluation des interactions moléculaires entre la cyclooxygénase 2 et les flavonoides naturek
extrait de la plante Citrusreticulatavia le docking moléculaire enutilisant I’ Autodock4. Les résultats ont montré
que I’ Acacétine, l'apigénine et la Biochanine A ont une énergie de liaison importante (AG =-8.82 -8.72 et-8.18
Kcal/mol) au sien de site active de protéine COX2. Le composé Prunetine a formé un complexe stable via des
interactions avec des acides aminés d’un autre site de cox 2 différent de site actif. L’analyse ADMET in silico a
montré les molécules précédentes ont profil ADMET optimal et une bonne biodisponibilité orale. Ces molécules

peuvent étre suggérés comme de nouveaux inhibiteurs potentiels.

Mot clés: Cyclooxygénase 2, Inflammation, Flavonoides, Docking moléculaire, Autodock4, ADMET.

Abstract

Inflammatory diseases are a common therapeutic problem. Knowing that selective inhibition of
cyclooxygenase 2 prevents the synthesis of prostaglandins, which are mediators of inflammation this work is
devoted to the evaluation of molecular interactions between cyclooxygenase 2 and natural flavonoids extracted
from the plant Citrus reticulata via molecular docking using the Autodock4. The results showed that Acacetin,
Apigenin and Biochanin A have a significant binding energy (AG =-8.82-8.72 and -8.18 Kcal/mol) at the active site
of COX2protein. The compound Prunetin formed a stable through interactions with amino acids from another COX2
site different from the active site. The in silico ADMET analysis showed that the previous molecules have optimal

ADMET profile and good oral bioavailability. These molecules can be suggested as potential new inhibitors.

Keywor ds: Cyclooxygenase 2, Inflammation, Molecular Docking, Autodock4, ADMET.



