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LISTE DES ABREVIATIONS
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3D : Modélisation tridimensionnelle.

PDB : Protein Data Bank.
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His : Histidine.
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Thr : Thréonine.
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Pro : Proline.

p : Prunus persica.

r : Rubus ulmifolius.
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Au cours des dernieres décennies les produits naturels ont suscités un intérét croissant
dans le domaine de la recherche scientifique et notamment les métabolites secondaires grace a

leur importance dans la médecine, la nutrition humaine et I'industrie alimentaire [1].

Dans de nombreux pays, les plantes médicinales ont attiré I'attention en tant que
source alternative potentielle de thérapie pour de nombreuses maladies [2], en raison de la
croyance que ces plantes sont des produits naturels, ils ont moins d'effets secondaires et une
meilleure efficacité que leurs homologues synthétiques [3]. Les plantes médicinales sous
toutes leurs formes sont largement utilisées en Algérie. En raison de la variabilité du climat,
I'Algérie posséde une richesse et une variété de plantes médicinales et a donc une longue
histoire dans la médecine traditionnelle.

Le cancer du sein est un probléeme de santé publique ; Cette maladie est la premiere
cause de déces chez les femmes ménopausées. Des changements dans les cellules mammaires
peuvent causer le cancer du sein. Il survient le plus souvent dans les cellules tapissant les
canaux, qui sont les tubes qui transportent le lait des glandes au mamelon, mais il peut
également se former dans les cellules du lobe, qui sont des groupes de glandes qui produisent
du lait [4].

La maladie d'Alzheimer (MA) est la forme la plus courante de démence progressive
chez les personnes agées [5]. La MA affecte plus de 50 millions de personnes dans le monde.
Prés de 10 millions de nouveaux cas sont signalés chaque année [6]. Il s'agit d'une maladie
neurodégeneérative caractérisée par des enchevétrements neurofibrillaires intracellulaires et
des plaques amyloides extracellulaires dans les zones sensibles du cerveau [7]. Le début de la
maladie d'Alzheimer est généralement subtil, avec une initiative réduite et un certain manque
de mémoire, un jugement altéré, des difficultés progressives de recherche de mots et une perte

de mémoire et troubles du comportement avec changement d'humeur [8].

L’interaction entre les molécules et la formation du complexe était une préoccupation
pour de nombreux chercheurs jusqu'a I'avénement de docking moléculaire et d'autres outils
bio-informatiques [9]. Les méthodes d'amarrage (docking) moléculaire peuvent étre utilisées
pour identifier les interactions entre un petit ligand de type médicament et une molécule cible,
permettant ainsi une prediction fiable de I'affinité de liaison. Une stratégie pour améliorer la
sélection des candidats médicaments-ligands est basée sur les résultats des approches in silico.
Ces résultats réduisent le nombre d'essais biologiques inutiles et réduisent considérablement

le nombre de composés inefficaces synthétisés [10]. La communauté scientifique montre de
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plus en plus un intérét croissant pour les méthodes de docking moléculaire, comme en

témoigne le nombre croissant de publications dans ce domaine.

Dans notre travail nous avons examiné la capacité d’inhibition des récepteurs
d’cestrogene alpha et 1’acétylcholinestérase qui sont des cible thérapeutique pour le cancer du
sein et la maladie d’Alzheimer respectivement, par les composés phénoliques présentes dans
les feuilles ses plantes médicinales Prunus persica et Rubus ulmefolius a 1’aide d’une

approche in silico de modéelisation moléculaire.
Ce travail est divisé en trois chapitres comme suit:

v' Le premier chapitre est un bref apercu de la littérature sur le cancer du sein et la
maladie d'Alzheimer, ainsi que une présentation succincte des plantes médicinales
étudiées dans ce travail.

v Le deuxiéme chapitre présente les concepts de base du docking moléculaire, les régles
des druglikenes et les propriétés de 'ADME/Tox.

v Et finalement, le troisieme chapitre des différents résultats obtenus ainsi que la

discussion.

Et nous cl6turant ce mémoire par une conclusion générale ainsi que les prochaines

perspectives.
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I. Généralités sur activité anticancéreuse

1.1. Définition du cancer

L'organisation mondiale de la santé définit le cancer comme suit : « Le cancer est un
terme général désignant un groupe de plus de 100 maladies qui peuvent affecter n'importe
quelle partie du corps. L'une des caractéristiques du cancer est la multiplication rapide de
cellules anormales, qui peuvent envahir les parties adjacentes du corps au-dela de leurs limites

normales et se propager a d'autres organes, créant ce que I'on appelle des métastases » [1].

Les cellules cancéreuses se développent dans le corps grace a une modification de la
constitution génétique des cellules. Ces cellules anormales se forment tout au long de notre
vie, mais sont généralement immédiatement détruites par notre systeme immunitaire.
Cependant, dans certains cas, les cellules anormales ne sont pas détruites, se multiplient
rapidement et forment des tumeurs : une tumeur localisée a un endroit précis du corps est
rarement dangereuse. A l'inverse, lorsque le cancer se propage, il est presque toujours mortel.
Prés de 90% des cancers qui se terminent par la mort sont dus a des métastases; la propagation
des cellules cancéreuses a d'autres organes et tissus. Pour faciliter I'entrée dans les organes, les
cellules cancéreuses sécretent des enzymes qui digérent le tissu conjonctif environnant,

ouvrant la voie aux cellules cancéreuses pour se déplacer vers d'autres organes du corps [2].

La tumeur correspond donc a une prolifération cellulaire anarchique ; il peut étre
bénin, c'est-a-dire rester confiné a son lieu d'origine sans se propager aux tissus voisins ou
migrer a distance, ou il peut étre malin, c'est-a-dire étre capable d'envahir les tissus voisins par
les voies sanguine et lymphatique. Seules les tumeurs malignes sont classées comme cancer

car leur pouvoir d'invasion et de migration les rend si dangereuses [3].
1.2. Cancer de sein

Le sein est essentiellement constitué de tissus adipeux plus ou moins vitaux qui lui donnent
une forme et un volume. La glande mammaire, enchassee dans le tissu conjonctif, est
constituée d'une vingtaine de lobules qui s'activent au cours de la lactation. Le lait qui est
sécrété est drainé par des conduits galactophores séparés au niveau du mamelon. Le sein,
perforé de nombreux vaisseaux sanguins, est maintenu par la peau qui le recouvre et les fibres

attachées au muscle pectoral [4].
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Mamelon

Figure 1 : schéma représentant [’anatomie interne du sein et le cancer du sein (a droite).

Le cancer du sein est une maladie des cellules qui composent la glande mammaire. Il
prend naissance dans le sein, en général dans les canaux galactophores (transportent le lait au
mamelon) et les lobules (produisent le lait). Il se développe a partir d'une cellule a l'origine
normale qui change et se multiplie de maniere incontrélable, formant une tumeur maligne. Au
fil du temps et sans traitement, la tumeur grossit. Les cellules cancéreuses peuvent se

détacher vers d'autres tissus ou organes, ou elles forment de nouvelles tumeurs métastases [5].

Aujourd'hui, l'incidence du cancer du sein augmente rapidement dans le monde et
représente un probleme majeur de santé publique. Le cancer du sein est le cancer n° 1 le plus
fréquemment diagnostiqué dans le monde et le cancer n° 1 chez les femmes. En Algérie, le
taux d'incidence par tranche d'age augmente progressivement a partir de 35 ans et atteint un

maximum a 70 ans [6].
1.3. Cancer du sein chez L’homme

On pense que le cancer du sein ne survit que chez les femmes, mais environ 1 % des
hommes sont affectés par le cancer du sein. Environ 300 hommes regoivent un diagnostic de
cancer du sein chaque année. Chez les hommes, il y a une petite quantité de tissu derriére le
mamelon, qui n'est pas aussi gros que chez les femmes, mais le cancer peut toujours s'y
développer [7].
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1.4, Causes du cancer du sein
Les veéritables causes du cancer du sein ne sont pas exactement connues.Cependant,
certains facteurs peuvent augmenter le risque chez les femmes : hérédité, puberté précoce,

grossesse tardive ou I’obésité [8].
1.5. Les symptomes du cancer du sein

Les symptomes du cancer du sein apparaissent a un stade avancé du développement, ces

symptdmes peuvent apparaitre comme suit [9] :

e Modification de la forme, du contour ou du volume du sein.
e l'apparition de nouvelles taches de naissance ou de nouvelles veines sur la poitrine.
e rougeur, chaleur et inflammation.

e Une ou plusieurs bosses durs dans la poitrine ou les aisselles qui sont relativement
fixes et généralement indolores.

e Rétraction du mamelon durci.

e Un sein dévie vers la gauche ou vers la droite.

e Présence de zones de peau inégales ou bosselées (aspect peau d'orange).
e Douleurs mammaires persistantes.

e Fossettes ou petites fissures dans la peau du sein.

e Ecoulement important du mamelon.

1.6. Le diagnostic

1.6.1. La mammographie

Une mammographie est une radiographie du sein. Elle permet d'obtenir des images de
I'intérieur du sein a l'aide de rayons X et ainsi de détecter des anomalies. Elle détecte
également les petites tumeurs a un stade précoce, avant méme l'apparition des

symptdmes. Elle est préférable de la faire la deuxieme semaine du cycle [10].

Figure 2:Une mammographie du sein.
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1.6.2. L’échographie :

L'échographie mammaire nécessite [l'utilisation de sondes a haute fréquence
(minimum 7,5 MHz) avec un réglage optimal du gain et de la focalisation des ultrasons. Il est
particulierement adapté a la caractérisation des tumeurs détectées par mammographie
(discrimination solide-liquide) et a I'évaluation des lésions palpables, quel que soit le résultat

de la mammaographie [11].

Figure 3: L échographie de sein.
1.6.3. IRM mammaire

Lorsqu'il existe une incertitude sur la présence ou l'absence d'anomalies dans les deux
examens précédents, une imagerie par résonance magnétique (IRM) du sein peut étre
proposée. L'IRM peut étre particuliérement utile pour distinguer une anomalie bénigne d'une
anomalie maligne. L'IRM mammaire est également utilisée dans la planification
d'une chimiothérapie pour évaluer la réponse clinique apres le traitement et avant la chirurgie
[12].

1.7. Le traitement du cancer du sein

1.7.1. La chirurgie

La chirurgie est généralement la premiére étape du traitement aprées le diagnostic d'un
cancer du sein. Selon la taille, la localisation et le type de tumeur, différentes techniques
peuvent étre utilisées pour assurer une exerése complete de la lésion et, si possible, un bon

résultat esthétique [13].

1.7.2. La chimiothérapie
La chimiothérapie (également appelée chimio) est un traitement médicamenteux du
cancer. Il vise a éliminer les cellules cancéreuses quel que soit I'endroit dans l'organisme, y

compris celles non détectées par les techniques d'imagerie, en stoppant leur division ou en
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altérant leur matériel génétique par l'injection de produits chimiques appropriés (destruction
directe) [14].

1.7.3. La radiothérapie

La radiothérapie joue un réle clé dans le traitement locorégional du cancer du sein. Il
réduit de 60 % le risque de récidive locale aprés mastectomie (l'enlevement chirurgical du
sein). Cependant, différents obstacles ont été rapportés : proximité d'organes critiques, gestion

de volumes cibles parfois éleveés, ou différences anatomiques chez les patients [13].
1.7.4. Hormonothérapie

Il s’agit d’un traitement anti-hormonal qui consiste a empécher ou bloquer les
récepteurs hormonaux ou inhibition de l'aromatase, afin de ralentir ou d'interrompre la

croissance de cellules cancéreuses qui ont besoin d’hormones pour se développer [15].
1.8. Traitement hormonal anti-estrogenes :

Les cestrogénes, hormones sexuelles notamment sécrétées par les femmes, ils sont
susceptibles d'activer la croissance de certaines cellules cancéreuses. Le traitement par
hormonothérapie vise a empécher ces hormones de fonctionner ou a limiter leur production
afin d'éliminer les cellules cancéreuses qui y sont sensibles. Avant la ménopause, ces
hormones sont principalement produites par les ovaires, aprés la ménopause ils sont produits
dans les muscles, le foie et la graisse aprés transformation d'autres hormones. Un traitement

anti-cestrogénique est recommandé pour les femmes non ménopausées [16].

Les anti-estrogénes bloquent les effets des cestrogénes contre les cellules cancéreuses
hormono-sensibles. C'est I'un des traitements standard du cancer du sein hormono-sensible et
il est utilisé depuis plus de 30 ans. Il est prescrit depuis au moins 5 ans et est généralement
bien toléré. Cependant, il y a parfois des effets secondaires, dont certains ressemblent aux
symptomes de la ménopause (bouffées de chaleur) [16].

+ Les récepteurs des cestrogenes

Les récepteurs des cestrogénes (ER) sont utilisés comme cibles thérapeutiques pour
soit activés (par exemple dans la contraception ou pendant la ménopause) soit inhibés (par
exemple dans le cancer du sein).ll existe deux types de récepteurs ostrogéniques : ER [alpha]
et ER [béta] :
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Les récepteurs aux cestrogenes ERa et ERB appartiennent & la superfamille des récepteurs
nucléaires et sont codés par des genes distincts. Leur role est important non seulement dans la
reproduction féminine mais aussi masculine. ERa étant le principal prédicteur significatif du
pronostic du cancer du sein. Il est utilisé comme cible principale des thérapies antihormonales
adjuvantes dans le traitement du cancer du sein pour bloquer la croissance des cellules

tumorales et prévenir une éventuelle récidive [17].

+ Les médicaments anti-estrogénes

> Le tamoxifene :

Le tamoxiféene, un SERM (SelectiveEstrogenReceptorModulator) de premiere
génération approuveé par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis. C’est le
médicament le plus couramment utilisé pour traiter et prévenir le cancer du sein. Il est utilisé
pour bloquer les effets des cestrogénes sur les cellules mammaires qui contiennent des
récepteurs hormonaux. Il est généralement prescrit aux femmes post-ménopausées et aux
femmes pré-ménopausées. Il se présente en comprimés, avec une dose de 20 mg/jour. La

durée de ce traitement varie entre 5 et 10 ans [18].

Le tamoxiféne est couramment utilisé en complément des autres traitements du cancer
du sein (chirurgie, chimiothérapie...) en raison de son effet cytostatique, c'est-a-dire de
ralentissement de la multiplication des cellules dépendantes des cestrogenes. Il entraine un
allongement de la survie dans 25% a 30%des cas. Cet effet cytostatique observé dans les
cellules cancéreuses du sein est également observé dans les cellules normales, ce qui rend son

utilisation a priori intéressante dans le cadre d'une politique de prévention primaire du cancer

du sein [18].
0 O\/\N/

O | Tamoxifen
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Figure 4 : la structure chimique et le médicament du tamoxiféne.
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> Le raloxifene :

Le raloxifene, un SERM de deuxiéme génération approuvé par l'agence FDA pour la
prévention de l'ostéoporose chez les femmes ménopausées. 1l se distingue du tamoxifene par
son absence d'effets prolifératifs dans le tissu utérin et est en cours d'évaluation pour traiter et

prévenir le cancer du sein, l'ostéoporose et les maladies cardiovasculaires [19].

Le raloxifene est un dérivé non stéroidien du benzothiophene présentant une grande

affinité avec le REa, ce qui entraine une activité a la fois antagoniste et agoniste.

Figure 5 : La structure chimique et le médicament du raloxifene.

1.9. Traitement anti-aromatase
+ L’aromatase

L'aromatase est une enzyme de la superfamille des cytochromes P450, que le corps
utilise pour produire des cestrogénes dans des zones autres que les ovaires, telles que le tissu
adipeux et les glandes surrénales [20].

L'aromatase est une enzyme humaine fonctionnelle monomérique constituee d'un
groupe héme et d'une chaine polypeptidique constituée de 503 résidus d'acides aminés. La
structure tertiaire se compose de 12 hélices o majeures et de 10 brins B, divisés en 1 pli

majeur et 3 plis mineurs, et suit le pli caractéristique du cytochrome P450 [21].

Figure 6 : La structure tertiaire de /’‘aromatase humaine.
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Cet enzyme responsable de la biosynthése des cestrogénes a partir de précurseurs
d'androgenes. Il a été montré que trois molécules d'oxygene et six équivalents de NADPH
sont consommeés lors de la formation d’cestrogeéne. Cette transformation peut se résumer en
trois étapes principales. Ces étapes séquentielles conduisent a la perte du groupe méthyle de
I'angle C19 et a l'aromatisation du cycle stéroide A [22]. Les deux premieres étapes
d'oxydation sont une hydroxylation typique du cytochrome P450 le mécanisme de la

troisieme oxydation n'est pas bien défini [23].
+ Les inhibiteurs de I'aromatase

Les inhibiteurs de l'aromatase sont des médicaments qui arrétent la production
d'aromatase ou bloquent son action, réduisant ainsi les niveaux d'cestrogene dans le corps. Ils
sont indiqués que pour les femmes post-ménopausées. Aprés la ménopause, les ovaires ne
produisent plus d'cestrogénes, mais ils sont toujours produits par les tissus adipeux, les
glandes surrénales et d'autres parties du corps. Etant donné que les inhibiteurs de I'aromatase
interrompent la production d'eestrogénes dans ces zones, trés peu d'eestrogénes dans le corps

sont disponibles pour les cellules cancéreuses [24].

Les inhibiteurs de I'aromatase ne sont pas efficaces chez les femmes préménopausées
car ces médicaments n'affectent pas les ovaires, ou la plupart des cestrogénes sont produits
avant la ménopause, Ils sont pris par voie orale sous forme de comprimés. Les plus
couramment utilisés dans le traitement du cancer du sein sont : Létrozole (Femara),

Anastrozole (Arimidex),Exémestane (Aromasin) [25].

e |
‘ﬂl % 30 Tablets
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Figure7 : Médicaments ihibiteurs de /’aromatase.
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I1. Généralités sur Pactivité anti-Alzheimer

11.1. Les maladies neurodégénératives

Il existe plus de 600 maladies du systéme nerveux regroupées sous le terme de
maladies neurodégénératives. Elles sont définies comme des maladies qui peuvent étre
génétiques ou héréditaires, survenir parfois de facon sporadique, et se caractérisent par la
destruction des neurones ou de leur gaine de myéline, qui est un dysfonctionnement progressif
du systéeme nerveux. Ces maladies neurodégéneratives tel que : la maladie d'Alzheimer, la
maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la sclérose latérale amyotrophique... etc,

peuvent étre graves, voire méme mortelles, et la plupart d'entre elles sont incurables [26].

I11.2. La maladie d’Alzheimer :

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui se caractérise
cliniqguement par des troubles cognitifs et comportementaux progressifs, entrainant une perte
d'autonomie progressive [28].Les personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer présentent
souvent des problémes de mémoire, de langage, de reconnaissance et de jugement. C’est la
pathologie la plus fréquente qui affecterait plus de 25 millions de personnes dans le monde,
elle touche environ 1 % des personnes agées de 65 ans a 69 ans, 20 % des personnes ayant de
85 ans a 89 ans et 40 % des personnes ayant de 90ans & 95ans [27].

En examinant le cerveau des personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer, on peut
observer des lésions telles que des plagues amyloides et des dégenérescences neurofibrillaires,

ainsi qu'une perte neuronale.

Cerveau Cerveau atteint
sain d'Alzheimer

sévere
_ . ) -
= J‘ ( B ¥

A ©
- - - >

Figure 8 : La différence entre un cerveau sein et d ‘un malade d’Alzheimer.
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11.3. Les symptomes de la maladie

La maladie d'Alzheimer se manifeste généralement par des troubles de la mémoire,
notamment pour se souvenir d'événements récents qui se sont produits au cours des heures ou
des jours précédents. Ensuite, le patient peut rencontrer des difficultés a s'orienter dans le
temps et I'espace (désorientation temporo-spatiale), ainsi qu'une difficulté a trouver les mots
justes pour communiquer (anomie). D'autres symptdmes peuvent également apparaitre, tels
que des difficultés a effectuer des gestes connus (apraxie gestuelle) ou a reconnaitre des
visages familiers (prosopagnosie). De plus, des troubles du comportement peuvent survenir,
comme une apathie, de l'agressivité ou des délires. L'ensemble de ces symptdmes peut
affecter plus ou moins rapidement I'autonomie du patient [28].

11.4. Facteurs de risques

De nombreux facteurs ont été étudiés, dans le but d'expliquer l'origine de la maladie
d'Alzheimer.

e L’age : Clest le facteur de risque le plus fréquemment cité dans les études
épidémiologiques. Le nombre de nouveaux cas de patients Alzheimer augmente de
facon exponentielle avec I'age aprés 65 ans [29].

e Les antécédents familiaux et la génétique : peuvent jouer un réle dans la survenue
de la maladie d'Alzheimer. Dans environ 5 & 7 % des cas, la maladie est liée a une
forme précoce de la maladie d'Alzheimer familiale (FFMA). Cette forme précoce est
associée a une mutation génétique héréditaire qui se transmet de génération en
génération. Si un parent est atteint de FFMA, chacun de ses enfants a 50% de chances
d'hériter de la maladie. Si les deux parents sont atteints de FFMA, tous leurs enfants
développeront la maladie d'Alzheimer a I'dge adulte [30].

e Les facteurs de risque vasculaires : peut-étre annexés a la maladie d'Alzheimer
comme l'obésité, I'hypertension, le diabéte de type 2. Des antécédents d'accident
vasculaire cérébral et de traumatisme cranien peuvent également augmenter le risque
de développer la maladie d'Alzheimer en raison d'une diminution du flux sanguin [31].

e Le genre : Deux fois plus de femmes que d'hommes souffrent de la maladie
d'Alzheimer. Certains pensent que cela est principalement dd aux changements
hormonaux qui se produisent avec la ménopause, en particulier la baisse des

cestrogénes, une hormone clé [32].
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e Facteurs d’environnement : Pour de nombreuses pathologies, il est désormais clair
que le mode de vie est un facteur important dans I'apparition et la progression des
maladies, y compris la maladie d'Alzheimer. Ainsi, les troubles nutritionnels et
métaboliques ont un impact sur la survenue de cette maladie. Une alimentation riche
en graisses saturées, en glucides simples et en sel peut entrainer I'obésite, le diabéte et
I'nypertension artérielle. Ces syndromes peuvent s'accompagner d'un syndrome
inflammatoire et augmenter l'incidence de la maladie d'Alzheimer. La consommation
d'alcool et de tabac sont aussi des comportements pro-oxydants et augmentent
probablement le vieillissement cellulaire et donc le taux de maladie d'Alzheimer. Les
polluants environnementaux peuvent également augmenter le taux de cette maladie
tels que certains métaux neurotoxiques (plomb, mercure, aluminium, cadmium, etc.)
[33].
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Figure 8 : Symptomes de la maladie d’Alzheimer.
I1.5. Diagnostique
11.5.1 Diagnostique gréace aux tests médicaux traditionnels

Pour établir un diagnostic, le médecin utilise les résultats de plusieurs tests médicaux
et interroge d'abord le patient pour connaitre ses pertes de mémoire et les autres difficultés
qu'il rencontre dans la vie quotidienne. Des tests sont ensuite administrés pour évaluer les

capacités cognitives comme des tests de vision, d'écriture, de meémoire, de résolution, etc.,
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11.5.2 Les techniques d’imagerie cérébrale

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est maintenant utilisée plus fréquemment
et permet un diagnostic plus précis. L'IRM permet de diagnostiquer les démences
neurodégéneératives, en particulier la maladie d'Alzheimer. L'analyse morphologique des
structures cérébrales par résonance magnétique montre des changements visibles sous forme
d'atrophie focale ou d'anomalies de signalisation typiques de certaines démences

dégénératives [34].

Cerveau Sain Cerveau Atteint

Figure 9 : IRM dun cerveau sain et d ‘un cerveau malade.

11.6 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération de Reactive Oxygen Species
(ROS) et les systemes de défense antioxydants [35]. Ce phénoméne est connu pour jouer un
réle crucial dans l'apparition de maladies neurodégénératives telles que la maladie
d'Alzheimer (MA) en raison que ces especes peuvent étre produites dans le cerveau par des
sources exogenes, comme les médicaments dont le mécanisme d'action est médier par les
ROS. Cependant, il existe également des sources endogenes, ou la production de ROS est
médiée par des enzymes mitochondriales et non mitochondriales, notamment le nicotinamide,

adénine dinucléotide phosphate oxydase (NOX) et la xanthine oxydase [36].

11.7 Acétylcholine

L'acétylcholine (ACh) a été le premier neurotransmetteur découvert au début du XXe
siecle. 1l transporte I'influx nerveux entre les neurones et exécute diverses fonctions cérébrales
telles que la mémorisation et I'apprentissage [37].1l est synthétisé par la choline et l'acétyl-

CoA dans les neurones pré-synaptiques sous I'action de la choline acétyl-transférase (ChAT).
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Par la suite, I'ACh se retrouve dans les vésicules synaptiques a l'aide du transporteur
vésiculaire de I'ACh (VAchT). Lorsqu'un potentiel d'action arrive, la vésicule synaptique
fusionne avec la membrane cellulaire et I'ACh est libéré dans la fente synaptique. Il agit donc
sur les récepteurs cholinergiques. Elle est ensuite rapidement hydrolysée par
I'acétylcholinestérase (AChE) en choline et acétate, et la choline est immédiatement captée

par son transporteur pre-synaptique [37].

e, ? AChE e
H,C—N—CH,~CH,~0—C—CH, + H,0 >  HyC-N-CHy CH,-OH + CH,COOH
H,C H,C

Acetylcholine Choline Acetic acid

Figure 9 : Réaction d’hydrolyse de [’acétylcholine.
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Figure 10 : Synthese et degradation de [’acétylcholine.

11.8 Cholinestérase
Le cholinestérase est une enzyme qui catalyse I'nydrolyse de I'acétylcholine en acétate
et en choline, en d'autres termes deétruit puis inhibe lI'acétylcholine dans le sang et le reste du

corps afin de le rendant inactif [38]. Il existe deux types différents chez I'hnomme :

11.8.1 Butyrylcholinestérase (BuChE)
Aussi appelée pseudo-cholinestérase, plasma-cholinestérase ou acylcholine. C'est un

alpha glycoprotéine. 1l est capable d’hydrolyser une variété d'esters synthétiques et naturels, y
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compris l'acétylcholine et la succinylcholine. On le trouve dans le plasma et le sérum,

dans l'intestin, le pancréas, le foie...etc.

11.8.2 Acétylcholinestérase (AChE)

L'acetylcholinestérase est une enzyme cholinergique synthétisée dans les globules
rouges (ou son role est inconnu) et dans les tissus nerveux. Il se produit principalement au
niveau des synapses du tissu nerveux et des jonctions neuromusculaires, de la matiére grise, et
des poumons. Son rdle physiologique est d'assurer le fonctionnement des synapses
acetylcholinergiques et d'éviter I'accumulation du neurotransmetteur [39].

L'acétylcholinestérase (AChE) décompose ou hydrolyse immédiatement le
neurotransmetteur naturel acétylcholine (ACh) en acétate et choline. Le réle principal de
I'AChE est de mettre fin a la transmission neuronale et a la signalisation entre les synapses

pour empécher I'ACh de se propager et d'activer les récepteurs a proximité [40].

11.9. Traitement de la maladie d’Alzheimer

Il n'existe actuellement aucun traitement médicamenteux capable de guérir la maladie
d’Alzheimer et les maladies neurodégénératives. Cependant, il existe des médicaments qui

peuvent ralentir les symptémes de la maladie et améliorer la qualité de vie [41].

11.9.1. Inhibiteurs des cholinestérases

Ces médicaments sont les premiers remédes contre la maladie d'Alzheimer. Le premier
médicament c’est la tacrine, mais il a un usage limité en raison de sa toxicité hépatique. Des
médicaments de deuxiéme génération comme le donépézil, la rivastigmine, puis la

galanthamine. Ces traitements sont indiqués pour les démences légéres a modeérées [42].

T
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Exe I o n 28 comprimés pelliculés
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La rivastigmine La galanthamine Le donépézil

Figure 11 : médicament inhibiteurs des cholinestérases
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Le tableau suivant résume les principales caractéristiques des inhibiteurs des cholinestérases.

Tableau 1. Résumé sur les inhibiteurs des cholinestérases [43].

Composés Mécanisme Inhibition barriére hémato- Importance
d'inhibition I'AChE et BChE encephalique
Tacrine non compétitif AChE>BChE Bien ancien médicament,
abandonné maintenant
Rivastigmine pseudo- AChE et BChE Bien Elevé
irréversible
Donepezil non compétitif AChE Bien Elevé
Galantamine compétitif AChE Bien Elevé

——
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11 Les plantes médicinale
111.1. Historique

Depuis l'antiquité, I'nomme a utilisé les plantes médicinales comme reméde pour les maladies.
L'utilisation de ces plantes est tres appréciée dans toutes les traditions médicinales, il y a deux
cents ans, les remédes naturels étaient le seul moyen dont disposait I'numanité. Par
conséquent, leur utilisation et leurs effets ont été minutieusement étudies, documentes et
développés. Les plantes médicinales, comme d'autres thérapies, ont toujours été intégrées

dans la culture d'une époque ou d'une civilisation particuliére [44].

111.2. Les plantes médicinales

Selon la 10e édition de la pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont «des
plantes végétales, dont certaines possédent au moins des propriétés médicinales ».Ces plantes
médicinales peuvent aussi avoir des usages alimentaires ou hygiéniques. En d'autres termes,
une plante médicinale peut étre considérée comme une plante dont I'organe a des propriétés
curatives lorsqu'il est utilisé dans une dose spécifique et précise [45].

Ainsi, contrairement a une plante « classique », une plante médicinale possede des principes
actifs qui sont responsables de l'effet thérapeutique mais qui sont également responsables
d'effets secondaires appelés toxicité, tout comme les meédicaments chimiques [46].

111.2.1. La phytothérapie

Le mot phytothérapie vient de deux mots grecs qui vouloir dire "soigner avec les plantes". Par
phytothérapie, on entend le traitement curatif ou préventif des maladies et affections
subjectives a l'aide de préparations obtenues a partir de plantes entiéres ou de leurs organes :

feuilles, fleurs, racines, fruits, etc [47].

111.3. Prunus persica
+ Description botanique :

Prunus persica (pécher), appelé Amygdalus persica, est un arbre a feuilles caduques de
la sous-famille prunoideae de la famille des rosaceae [48]. Le pécher mesure 3 a 7 metres de
haut, large au sommet, souvent sans tronc central. C'est un arbre a I'écorce sombre et lisse,

brun rougeatre pour les arbres centenaires.
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Les branches sont larges et minces avec des rameaux arrondis et glabres. Le pécher a des
feuilles caduques alternes de 7-16 cm de long et 2-3 cm de large, de couleur verte, qui
dégagent un parfum d'amande. Les fleurs ont la forme de bourgeons coniques ou émousseés et
apparaissent avant les feuilles au début du printemps. Ce sont des hermaphrodites a cing
pétales avec 20 & 25 étamines. La couleur passe du blanc au rose et au rougeatre [49].

Figure 1 : La plante de Prunus Persica

Elle est largement cultivée en Asie occidentale, en Europe, dans I'Himalaya et en Inde a des
altitudes supérieures a 300 métres. La famille des Rosacées comprend prés de 100 genres et
3000 espéces. Prunus compte pres de 200 especes cultivees pour leurs fruits et graines
comestibles [50].

Puis elle occupe la troisiéme place dans la zone tempérée aprés le pommier et le poirier. La
production mondiale de péches est passée de 7,7 millions de tonnes en 1980 a 17,8 millions
de tonnes en 2008, dans la région du Maghreb, I'Algérie étant en téte de la production de
péches au cours des 10 derniéres années [51].

+ Classification:[52]

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Rosacée
Sous-famille Amygdaloideae
Genre Prunus

[ 2]
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+ Utilisation thérapeutique de Prunus persica

Prunus persica est connu par ses propriétés nutritionnelles et médicinales. Les feuilles de
Prunus persica contiennent un large éventail de nutriments et d'antioxydants pour le bon
fonctionnement du corps humain. Traditionnellement, ses feuilles ont été utilisées comme
émollient, diurétique, expectorant, laxatif, vermifuge, insecticide, sédatif, pour traiter la
leucodermie et comme antipyrétique. lls sont pris en interne pour traiter la gastrite, la

coqueluche, la toux et la bronchite chronique [53].

Les feuilles sont vermifuges, et utilisées contre les hémorroides. La pate des feuilles
est utilisée pour tuer les vers dans les plaies et les infections fongiques [54], elle est également
recommandée pour traiter le tube digestif irrité, I'huile qu'elle contient est censée accélérer la
croissance des cheveux et le thé aux feuilles de pécher est un bon nettoyant pour les reins
[55].

Les fleurs peuvent réduire les dommages cutanés induits par les UV et peuvent étre
bénéfiques pour la protection contre les dommages a I'ADN et la carcinogenése induits par les
UV. lIs ont été utilisés comme laxatifs ou diurétiques dans le traitement de la jaunisse et ont
également été introduits dans les cosmétiques et pour réguler la motilité gastro-intestinale
[56].Le fruit est utilisé comme antiscorbutique et antipyrétique ila un effet fortifiant sur le

cerveau et élimine les odeurs désagréables de la bouche [57].
+ Les propriétés biologiques de Prunus persica

Diverses parties de la plante Prunus persica sont connus pour leurs propriétés médicinales
bénéfiques telles que les propriétés anticancéreuses, antiallergiques, antitumorale,

antioxydants, antibactériennes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires [58].

En outre, les propriétés anti-acétylcholinestérase, hyperménorrhée, dysménorrhée, vermifuge,
laxatif, sédatif, hépatoprotecteur, antiasthmatique, antithrombotique, antimycotiques ont été
rapportés [59].Cet arbre a également une valeur nutritionnelle élevée, ce qui est important

pour la nutrition humaine [60].
+ Principaux composées phénoliques de I’espéce Prunus Persica

L'analyse chimique des feuilles de Prunus persica, a révélé la présence de métabolites

secondaires en grande quantité tels que les composés phénoliques (tanins, flavonoides,
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coumarines, acides phénoliques), en quantité variable des terpénoides (saponines), et des

alcaloides en petites quantités [61].

111.4 Rubus ulmefolius
<+ Description botanique

Rubus ulmefolius, appartient a la famille des rosacées. C’est un arbuste pleureur qui
forme un buisson difficile & fermer. Il est communément appelées mires sauvages ou mares
d'orme, réputées pour leurs fruits comestibles et leur belle couleur, passant du vert au noir a
mesure gu'elles marissent. C'est une plante trés variable, généralement robuste, tres arquée
peut former des ronces tentaculaires et denses avec des pétales rose violacé, rarement rose

péle ou blanc.

Rubus ulmefolius est présent dans de nombreuses régions du monde, répandu en
Europe, Asie et en Afrique du Nord [62]. Et présente aussi en Algérie dans la région d’El Kala
et de Bougous [63].

Figure 2 : La plante de Rubus ulmefolius

+ Classification : [64]

Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement Angiospermathophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus
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4+ Ultilisation thérapeutique de Rubus ulmefolius

L'utilisation de I'espece Rubus en médecine traditionnelle repose sur son
utilisation ethnomédecine. Plusieurs espéces de Rubus synthétisent différents types de

composés phytochimiques médicalement actifs [65].

Elle est utilisée en médecine traditionnelle italienne pour traiter les ulcéres, les abces,
les furoncles, les yeux rouges, les troubles vaginaux, les entérites, la diarrhée et les
hémorroides. Les feuilles sont trés astringentes et peuvent étre utilisés pour traiter les aphtes
et renforcer les gencives. Elle est également utilisée en tisane ou en gargarisme pour la toux,

les maux de gorge le diabéte, les saignements et la lithiase urinaire [67].
+ Les propriétés biologiques de Rubus ulmefolius

Les fruits sauvages méditerranéens sont considérés comme une source intéressante
d'antioxydants de haute qualité pour les nutraceutiques, les compléments alimentaires ou les
aliments fonctionnels. Rubus ulmefolius possede plusieurs propriétés hypoglycémiant,

bactéricide, antipyrétique, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant [68].

+ Principaux composées phénoliques de I’espéce Rubus ulmefolius

Rubus ulmefolius contient des acides phénoliques et des flavonoides. Les principaux
composés de ce dernier sont l'acide caféique, l'acide férulique, quercétine 3-O-glucuronide,
kaempférol-3-O-B-D-glucuronide, acide gallique et tiliroside [69], et acide ellagique [70]. De
plus, il contient des acides organiques, Acide ascorbique, tanins et huiles essentielles [71].Le
kaempférol 3-O-rutinoside et la naringénine sont des composés phénoliques dominant dans

les feuilles de R.ulmefolius [72].

I11.5 Les composés phénoliques présentent dans les extraits des deux plantes Prunus
persica et Rubus ulmefolius

Dans notre travail nous avons étudiés 17 composés de types flavonoides, caroténoides,
coumarines, acides phénoliques, tanins, saponines, alcaloides qui ont été identifié dans les
extrait des feuilles des deux plantes médicinale prunus persica et rubus ulmefolius, ces

composés sont donnés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 2. Les composés phenoliques de Prunus persica et Rubus ulmefolius

Composé Plante Activité
Hespiridin (flavonoide) Prunus persica [73] | Anti alzhaimer [82]
Rutin (flavonoide) Prunus persica Anti cancer [83]

Rubus ulmefolius [73]

Quercitin (flavonoide) Prunus persica Anti alzhaimer [84]
Rubus ulmefolius [74]

Kaempferol (flavonoide) Prunus persica Anti cancer [85]
Rubus ulmefolius [74]

Ursolic acide (triterpene) Prunus persica [74] Anti cancer [86]
Astragaline(flavonoide glycoside) Prunus persica [74] Anti cancer [87]
Zexanthin (caroténoide) Prunus persica [74] = Anti alzhaimer [88]
Persicoside(Flavonoides) Prunus persica [75] | Anti alzhaimer [89]
Luteolin(flavonoideglycoside) Prunus persica [73] Anti cancer [90]
Apigenin(flavonoideglycoside) Prunus persica [75] Anti cancer [91]
Isoquercitroside (flavonoideglycoside) = Rubus ulmefolius [76] | Anti alzhaimer [92]
Ellagicacid (phenolicacid) Rubus ulmefolius [77] |  Anti cancer [93]
Naringenine (flavonoide) Rubus ulmefolius [78] = Anti cancer [94]

Caffeicacid(hydroxycinnamic acid) Rubus ulmefolius [79] = Anti alzhaimer [95]
Ferulicacid(hydroxycinnamic acid) Rubus ulmefolius [80] =~ Anti cancer [96]
Quercitin 3-o0-glucuronide Rubus ulmefolius [81] = Anti alzhaimer [97]
(flavonoideglycoside)

Nicotiflorin(flavonoideglycoside) Rubus ulmefolius [78] = Anti cancer [98]

=
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Historique

Depuis pres de deux siécles, la médecine a produit des avancees thérapeutiques continues qui
se caractérisent par des innovations majeures afin de traiter les maladies jusque-la incurables,
ces progres rendent le médicament plus efficace, plus facile a utiliser et plus sdr [1].

Le chemin de la premicre phase de découverte d’un médicament est long et difficile. 1l faut
entre 12 a 15 ans la decouverte et lI'approbation d'un medicament et un investissement
d'environ un milliard de dollars. En moyenne, sur plus d'un million de molécules envisagees,
une seule est testée en phase finale d'essais cliniques et finalement mise a la disposition des
patients [2].

La phase de découverte de médicaments consistera & comprendre le mécanisme
d'action au niveau moléculaire. Une fois la cible est identifiée, les composés sont criblés a
I'aide d'un modele simplifié in vitro ou in silico. Le docking moléculaire est parmi les

méthodes de découvert des médicaments in silico.

I. Docking moléculaire

1.1. Introduction

Les interactions protéine-ligand et protéine-protéine  jouent un role clé
dans I'organisation de systémes biologiques. lls permettent la régulation de certains processus
biologiques, la transmission de signaux et méme la catalyse de diverses réactions
biochimiques. Cela ouvre la porte a la prédiction de leur structure 3D, ce qui représente
aujourd’hui un enjeu majeur pour l'industrie pharmaceutique dont l'intérét réside dans le

développement de nouveaux médicaments et I'étude de leurs propriétés associees.

Le médicament se compose généralement d'un ligand et d'une protéine. Le ligand est
la partie thérapeutique du médicament, la protéine correspond au porteur du ligand.
L'industrie pharmaceutique produit chaque jour de nouveaux ligands qui nécessitent une

méthode d'assimilation dans les cellules pour étre médicalement efficaces [1].

1.2. Définition

Le docking ou l'amarrage moléculaire est un processus de simulation moléculaire
combinant différentes approches chimiques, informatique et biologiques pour étudier les
interactions entre deux molécules; un récepteur qui est généralement de nature protéique et le
ligand qui est une petite molécule ou une autre protéine, afin de comprendre les réactions

biologiques.
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Il s'agit également d'un outil important dans la conception de médicaments assistée par
ordinateur. La conformation et I'orientation du ligand a son site de liaison de la protéine sont
également predites avec l'affinité de la liaison qui détermine énergétiguement comment il

interagit avec les différentes interactions probables [3].

Cela aide a déterminer les conformations les plus favorables pour I'amarrage du ligand a la

cible, entrainant la formation du complexe ligand-protéine le plus stable [2](figure 1).

——
Protein —

& Protein-Ligand
Ligand

Figure 1 : Principe du docking moléculaire.
1.3. Les types de docking moléculaire
» Docking rigide

Lors de I'amarrage rigide, la protéine et le ligand sont traités comme totalement
rigides. Par conséquent, seuls les degrés de liberté en translation et en rotation du ligand par
rapport au récepteur sont examinés. Cette simplification est similaire a I'examen d'un modele
de liaison "serrure-clé” dans lequel ni le ligand ni le récepteur ne sont

réarranges conformations suivent leur interaction [4].

L'amarrage rigide est généralement utilisé pour I'amarrage entre deux macromolécules dont
les degrés de liberté sont trop grands pour un échantillonnage conformationnel efficace dans

des temps de calcul raisonnables [5].
» Docking flexible

L'amarrage flexible tient compte a la fois de la flexibilité du ligand et du récepteur.
Les degrés de liberté conformationnels de ces derniers peuvent étre restreints a certaines
chaines latérales. Ce type d'amarrage représenteune approche plus réaliste,en revanche,

I'exploration de tous les degreés de liberté du ligand et du récepteur est associée a des
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difficultés importantes en termes de temps de calcul nécessaire a l'utilisation efficace de
I'amarrage flexible [6].

» Docking semi-flexible

Avec l'amarrage semi-flexible, le ligand est flexible et la protéine rigide, le balayage
des degrés de liberté du ligand s'ajoute aux balayages rotationnels. Ce type d'amarrage repose
sur I'hypothese que la conformation du récepteur utilisé est capable de reconnaitre le ligand. Il
est "asymétrique™ et est couramment utilisé pour le docking des ligands protéiques. Les
approches d'amarrage semi-flexibles ou flexibles sont les plus couramment utilisées pour

modéliser les interactions protéine-ligand [7].
1.4. Interactions ligand- protéine

Le docking moléculaire permet I'étude des interactions non covalentes impliquées dans la
formation d'un complexe ligand-récepteur. Cette association est assumeée par plusieurs types
de liaisons:

e Les interactions de VVan Der Waals

lIs résultent de l'interaction des nuages d'électrons de deux atomes voisins, ce qui
conduit a la présence d'une force attractive. Le potentiel de Van Der Waals a une composante
attractive lorsque les atomes sont accolés et une composante répulsive lorsque les atomes sont
trop proches les uns des autres. Il peut étre utilisé pour empécher deux protéines de se

pénétrer lors de I'amarrage interactif en calculant les forces entre les atomes a I'interface [8].

Figure2 : Les interactions de Van Der Waals.
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e Les liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne sont formées par l'interaction électrostatique entre un atome
d'hydrogene (donneur) et un élément fortement électronégatif avec au moins une paire non
liante (accepteur) telle que (oxygéne, azote ou fluor).La liaison hydrogéne est responsable de
la structure secondaire des protéines, car elle consiste en une chaine (ou séquence) d'acides

aminés liés par des liaisons peptidiques [9].
5t 5t
28§t
(LI 26—

|

liaison hydrogéne
Figure 3 : Les liaisons hydrogeéne.

e Les interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques, ou liaisons ioniques résultent de l'interaction entre deux
atomes de charges opposées, entrainant la création d'une force attractive. Certains acides
aminés peuvent étre chargés positivement ou négativement et générer des phénomeénes

électrostatiques favorisant la formation d'un complexe protéique spécifique [9].

F; @ aFg
aFi E a

r
|9, = g4l
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Figure 4 : Les interactions électrostatiques.
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e Les interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont des chaines organiques ou aromatiques saturées non
polaires avec une trés faible affinité pour I'eau. lls sont généralement disposés de maniére a

avoir le moins de surface de contact avec le milieu aquatique [10].
1.5. Les outils du Docking moléculaire
> Les récepteurs

La plupart des structures des protéines sont disponibles dans la base de données des
protéines "Protein Data Bank" et peuvent étre téléchargées sous format PDB.La PDB est une
collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (structure 3D) des
macromolécules biologiques principalement les protéines et les acides nucléiques. Ces
structures sont fondamentalement déterminées I'utilisation de la cristallographie aux rayons X

ou de la spectroscopie RMN [11].
> Ligand

Un ligand est une molécule qui possede des fonctions chimiques lui permettant de se
lier a un ou plusieurs atomes ou ions centraux. La sélection des ligands est une étape tres
importante dans I'amarrage moléculaire, elle doit étre effectuée sous forme 3D. Il y a deux
manieres de procéder : la premiére est souvent commerciale ; se compose de bases de données
de structures chimiques appelées "chimio theques" et La deuxiéme voie est 1’utilisation des
ligands issus de la PDB ou de la littérature, qui peuvent étre congus, optimisés et enregistrés
sous différents formats (pdb, mol, mol2...) [11].

e Les étapes de docking moléculaire

Le docking moléculaire consiste essentiellement en deux étapes : I'amarrage proprement dit et

le scoring.

e La premiére étape consiste a placer le ligand dans le site actif de la protéine et a
sélectionner les conformations, positions et orientations possibles. Cette étape est
souvent automatisée a l'aide d'algorithmes de I'amarrage qui améliorent la vitesse et la
précision de la simulation [12].

e La deuxieme étape (Scoring) est la classification, qui consiste a évaluer l'affinité entre

le ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnés a I'étape précédente.
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Cette activité est réalisée par des outils informatiques appelés fonctions de score. Ils
évaluent d'abord les différentes contributions énergétiques a la stabilisation du

complexe protéine-ligand, avec les interactions les plus probables [13].

Ligand
™

recherche

conformationnelle Score
o -

Récepteur

Complexe

Figure 5: Principe général de Docking.
1.6. Scoring

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degreé de complexation du ligand
avec le récepteur. Globalement, il s'agit d'une approximation de I'énergie libre résultant du
passage de la forme libre de la protéine et du ligand a la forme liée d'un complexe. L’affinité

du complexe est calculée suivant la loi de la thermodynamique par 1’équation suivante [14] :

AG=AG complexe™ AG Ligand™ AG protéine AG<0
Avec
AG Bind= AGvpw + AGHbond+ AGhydrophobet AGadeformation + AGo

AGuvaw : représente les interactions de Van der Waals entre le ligand et la protéine.

AGHbond: représente les liaisons hydrogene.

AGaeformation: représente les pénalités de déformation.

AGhydrophobe : Feprésente les interactions hydrophobes.

AGeo: est une constante qui inclut de maniére implicite la perte entropique liée a la formation

du complexe.

1.7. Algorithme de docking

L'algorithme d'amarrage devrait étre capable de générer les modes de liaison attendus
pour les ligands. Pour cela il est nécessaire que l'algorithme de recherche conformationnelle

puisse explorer efficacement et exhaustivement I'espace conformationnel possible.
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La capacité d'un algorithme a trouver la position correcte d'un ligand par rapport a son
récepteur est généralement exprimée par I'écart quadratique moyen ou RMSD (Root-Mean-
Square Deviation) du modele concu par logiciel en utilisant des coordonnées cartésiennes (X
pose, y pose, z pose) et ceci en respectant les coordonnées cartésiennes de la structure
cristalline (x cristal, y cristal, z cristal) [15].

1.8. RMSD

RMSD signifie Root Mean Square Deviation (écart quadratique moyen). Il est souvent utilisé
dans la géométrie 3D des molécules pour comparer deux conformations d'un ensemble donné
de points, généralement des atomes. En d'autres termes, étant donné une liste de points

apparies, il donne une mesure de la distance entre ces points [16].
I1. Régles druglikeness
11.1. Description

Les "regles" sont basées sur I'observation des propriétés physico-chimiques. Ces régles sont
souvent utilisées comme filtres pour hiérarchiser les composés les plus susceptibles d'étre des
candidats-médicaments [17]. La premiére regle découverte est la régle de Lipinski (1996), qui

a ensuite subi plusieurs transformations, aboutissant a d'autres variantes de régle [18].
11.2. Propriétés physicochimiques
11.2.1 Poids moléculaire (MW)

Le poids moléculaire d'un médicament ou d'un produit chimique est la somme des poids
atomiques ajoutés de tous les atomes des éléments qui composent le médicament ou la
substance. Le poids moléculaire est généralement exprimé en grammes par mole (g/mole)
[19].

11.2.2 Solubilité (Log S)

La solubilité dans I'eau est une mesure de la quantité de substance chimique qui peut se
dissoudre dans I'eau. Elle est décrite par le coefficient de solubilité "Log S" [20].

o Faible solubilité : Log S<10 [21, 22]

e Solubilité Moyenne : 10 < Log S <60

e Forte solubilité : Log S > 60
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11.2.3 Hydrophobicité (Log P)

L'hydrophobicité est I'association de groupes ou de molécules non polaires dans un
environnement aqueux qui résulte de la tendance de l'eau a exclure les molécules non
polaires. LogP, ou coefficient de partage octanol-eau, est une mesure du degré d'hydrophilie
ou d'hydrophobie d'une molécule. Un composé hydrophile plus polaire aura un logP plus
faible (la valeur peut méme étre négative) et préférera « résider » dans la phase aqueuse. Des
composés hydrophobes plus non polaires auront un logP plus éleveé et se répartiront dans une

phase organique [23].

e Mauvaise perméabilité lipidiques : Log P <0 [21, 24]

e Mauvaise solubilité aqueuse : Log P >3
11.2.4 Liaison Hydrogene (n.Hacc, n.Hdon)

n.Hacc : Somme des atomes d’hydrogene accepteurs. L'atome accepteur a toujours une ou
plusieurs paires d'électrons libres capables de former une liaison hydrogene.
n.Hdon : somme des atomes donneurs. La somme des atomes d'une molécule qui ont les

propriétés nécessaires pour étre un donneur d'hydrogene [25].
11.2.5 Parameétres geométriques

n.At : c'est la somme de tous les atomes qui composent la molécule.

n.Cyl : c'est le nombre de cycles présents dans la molécule.

n.LR: c'est le nombre de liaisons rigides qui assurent une position relative bien définie et
constante dans le temps, quels que soient le type et l'intensité des chocs extérieurs, dans des
conditions normales d'utilisation.

n.LF : c'est le nombre de liaisons flexibles qui permettent un mouvement relatif limité [26].

11.2.6 Surface Polaire Topologique (TPSA)
La surface polaire (PSA) ou surface topologique polaire (TPSA) d'une molécule est
définie comme la somme des surfaces de tous les atomes ou molécules polaires, notamment

I'oxygéne et I'azote, y compris leurs atomes d'hydrogéne associés. [27]

11.2.7 Réfractivité Molaire (MR)

La réfraction molaire est une mesure de la polarisabilité totale d'une mole d'une substance et

dépend de la température, de I'indice de réfraction et de la pression [28].
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11.3. Différentes regles druglikeness

Lipinski (1996) [21,29] : pour gu'une structure vérifiée la regle de Lipinski, il faut :
e MW <500
e LogP<5
e n.Hacc<10
e nHdon<5
Ghose (1998) [21,30] : pour qu'une structure verifiée la régle de Ghose, il faut que :
e 5.6 <MclogP<-0.4
e 160 <MW <480
e 40<MR<130
e 20<n.At<70
Oprea (1999) [21,31] : pour que la structure vérifiée la régle d'Oprea, les éléments suivants
sont requis :
e nCyl>3
e nLR>18
e nLF>6
Veber (2002) [21,32]: pour qu'une structure verifiée la regle de Veber, il faut que :
e nLR<I10
e TPSA<140
e n.Hdon<12
e n.Hacc<12
Varma (2009) [21,33]: pour que la structure veérifiée la régle de Varna, il faut :
e MW <500
e TPSA<I125
-5<logD<-2

n.Hacc + n.Hdon <9

n.LF<12

I11. Pharmacocinétique et propriétés ADMET

La pharmacocinétique (PK) est I'étude de la fagcon dont le corps interagit avec les
substances administrees par voie orale (médicaments). Les quatre principaux parametres

géneralement examinés par la pharmacocinétique du médicament comprennent I'absorption

=
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(A), la distribution (D), le métabolisme (M), et I'excrétion (E). Et la toxicité (T), car le

médicament doit avoir un profil toxicologique acceptable [34].

/

3) Distribution

2) métabollsm% ‘
N\

4) Excrétion biliaire et rénale

1) Absorption intestinale

Figure 06: Principe ADME

e Absorption
L'absorption est le processus qui améne le médicament du site de I'administration, vers
la circulation systémique. Cette phase du devenir des médicaments chez I'nomme est
essentielle a étudier car elle peut étre une source de variabilité importante dans la réponse aux

médicaments, en particulier par le biais d'interactions médicamenteuses importantes [35].

e Distribution
La distribution décrit comment le médicament se propage dans tout le corps. Deés le
site d’entrée et aprés absorption, le médicament est distribué dans la circulation systémique.
Pour qu’un médicament soit efficace, il doit atteindre sa destination désignée. Le terme
"distribution" résume le transport du médicament dans le sang (phase plasmatique) puis sa

propagation dans les tissus (phase tissulaire) [35].

e Meétabolisme

Le métabolisme est la transformation du médicament par le corps en métabolites. Un
métabolisme peut étre nécessaire pour convertir le médicament en métabolites actifs.
Différentes stratégies de métabolisme peuvent se produire dans plusieurs zones du corps,
telles que le tractus gastro-intestinal, la peau, le plasma, les reins ou les poumons, mais la
majorité du métabolisme se fait par des réactions de phase |1 (CYP450) et de phase Il dans le
foie. Les reactions de phase | transforment généralement les substances en meétabolites
polaires par oxydation permettant aux réactions de conjugaison de la phase Il d'avoir lieu.

Le plus souvent, ces processus inactivent le médicament, le convertissent en un

métabolite plus hydrophile et lui permettent d'étre excrété dans I'urine ou la bile [35].
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e Excrétion
L'excrétion est le processus par lequel le médicament est éliminé de I'organisme. Les
médicaments et leurs métabolites sont principalement excrétés par les voies urinaires et
biliaires. Les reins effectuent le plus souvent I'excrétion, mais pour certains médicaments, cela
peut se faire par les poumons, la peau ou le tractus gastro-intestinal [35].
e Toxicité
La toxicité est le niveau dans laquelle une substance peut endommager un organisme
ou la sous-structure d'un organisme, comme les cellules et les organes, et reste lI'une des
principales causes d'échec du développement de médicaments a tout moment. Une priorité
essentielle dans le développement de médicaments est de détecter la toxicité sévere tot avant

de consacrer du temps et des ressources aux étapes suivantes [36].

1V. Prédiction ADMET in silico

Au fil des décennies, les propriétés liées a I'absorption, la distribution, le métabolisme,
I'excrétion et la toxicité (ADMET) sont devenues I'un des problémes les plus importants pour
évaluer les effets ou les risques de ces composes sur le corps humain. Les évaluations in vivo
et in vitro étant colteuses et laborieuses, les techniques in silico ont été largement utilisées
pour estimer ces propriétés. Dans ce qui suit, nous décrirons brievement les parameétres de la
prédiction ADMET in silico, a 1’aide des serveurs web et en se basant sur la structure

moléculaire [37].

» Absorption :

e (Caco-2 (colon adenocarcinoma)

Avant qu'un médicament oral n'atteigne la circulation systémique, il doit traverser les
membranes cellulaires intestinales. Les cellulaires d'adénocarcinome du cdlon humain (Caco-
2), en tant qu'approche alternative pour I'épithélium intestinal humain, ont été couramment
utilisées pour estimer la perméabilité aux médicaments in vivo en raison de leurs similitudes
morphologiques et fonctionnelles. Ainsi, la perméabilité des cellules Caco-2 a également été

un indice important pour qu’un composé soit un candidat-medicament éligible [38, 39].

Décision empirique :
- Mauvaise Absorption : Caco-2 < -5.15 cm/s. [40]
- Bonne Absorption : Caco-2 > -5.15 cm/s.
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e HIA (Human intestinal absorption)

Absorption intestinale humaine est décrite par le processus dans lequel les
médicaments administrés par voie orale sont absorbés du systéme gastro-intestinal dans la
circulation sanguine. De plus, la relation étroite entre la biodisponibilité orale et I'absorption
intestinale a également été prouvée et I'HIA peut étre considérée dans une certaine mesure

comme un indicateur alternatif de la biodisponibilité orale [41].

Décision empirique :
- Mauvaise Absorption : Valeur = non (+++) — HIA < 30% [40]
- Bonne Absorption : Valeur = oui (---) — HIA > 30%

e F9% (Oral Bioavailability)

Pour tout médicament administré par voie orale, la biodisponibilité orale est I'un des
paramétres pharmacocinétiques les plus importants car c'est l'indicateur de I'efficacité de la
délivrance du médicament a la circulation systémique elle est symbolisée quantitativement par
F% [42].

Décision empirique :
- Mauvaise Absorption : Valeur = non (+++) — F% < 20% [40]

- Bonne Absorption : Valeur = oui (---) — F% >20%

» Distribution :
e PPB (Protein Plasma Binding)

La liaison de la protéine plasmatique humaine (PPB) est l'un des principaux
mécanismes t de distribution des médicaments dans les tissus corporels. Ceci est également
important pour les interactions médicamenteuses avec des médicaments qui se lient fortement

aux protéines [43].

Décision empirique :
- Mauvaise Distribution : PPB < 90% [40]
- Bonne Distribution : PPB > 90%

e BBB (Blood-Brain Barrier)

Les médicaments qui agissent dans le systeme nerveux central doivent traverser la

barriére hémato-encéphalique (BHE) pour atteindre leur cible moléculaire. En revanche, pour
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les médicaments ayant une cible périphérique la pénétration de la BBB pourrait étre

nécessaire afin d'éviter les effets secondaires sur le SNC [44].

Décision empirique :
- Mauvaise Distribution : Valeur = non (+++) [40]

- Bonne Distribution : Valeur = oui (---)

e VD (Volume de distribution)

Le VD relie la dose administrée a la concentration initiale réelle présente dans la
circulation et c'est un parameétre important pour décrire la distribution in vivo des

médicaments dans les fluides corporels [40].
Décision empirique :
VD= 0.04-20L/kg

» Meétabolisme

Le cytochrome P450 est une famille d'iso-enzymes responsables de la
biotransformation de divers médicaments [45]. Le processus de biotransformation des
médicaments peut étre divisé en deux grandes catégories : la phase | (réactions oxydatives) et
la phase Il (réactions conjugatives). La famille du cytochrome P450 humain (enzymes de
phase 1) contient 57 isozymes et ces isozymes métabolisent environ les deux tiers des
médicaments connus chez I'homme avec 80% de cet attribut en cing isozymes - 1A2, 3A4,
2C9, 2C19 et 2D6. La plupart de ces CYP responsables des réactions de phase | sont

concentrés dans le foie.

e Inhibiteur du CYP 1A2/2C19/2C9/2D6/3A4
- Mauvais Métabolisme : Valeur = oui (+++) [40]

- Bon Métabolisme : Valeur = non (---)

e Substrat du CYP 1A2/2C19/2C9/2D6 / 3A4
- Mauvais Métabolisme : Valeur = oui (+++) [40]

- Bon Métabolisme : Valeur = non (---)

=
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> Excrétion

e CL (Clearance)

La clairance est un paramétre pharmacocinétique important qui indique a quelle
vitesse le composé est éliminé de la circulation sanguine, et donc la fréquence
d'administration d'un médicament [40].

Décision empirique :

- Mauvaise Excreétion : CL <5 mL/min/kg

- Excrétion Moyenne : 5 mL/min/kg < CL < 15 mL/min/kg
- Bonne Excrétion : CL > 15 mL/min/kg

e T Y% (Temps demi-vie)

Le temps demi-vie d'un médicament est le temps nécessaire a 1’¢limination de la
moitié de la concentration d’un médicament dans le sang. [46].
Décision empirique :
- Mauvaise Excrétion : T %2 < 3h [40]
- Excrétion Moyenne : 3h < T %2 < 8h

- Bonne Excrétion : T X2 > 8h

> Toxicité

e hERG (Human Ether-a-go-go-Related Gene)

Human Ether-a-go-go-related Gene (hERG) est un géne qui code la protéine qui forme
la sous-unité alpha du canal potassique Kv11.1. Les canaux potassiques hERG sont essentiels
a l'activité électrique normale du cceur. Des mutations héréditaires du géne hERG ou le
blocage des canaux hERG par des médicaments, provoquent des arythmies potentiellement
mortelles. [47].

Décision empirique :
- Risque de Toxicité : Valeur = oui (+++) [40]

- Pas de Risque de Toxicité : Valeur = non (---)

e AMES
Le test d'’Ames le test le plus largement utilisé pour tester la mutagénicité des
composés. L'effet mutagéne a une relation étroite avec la cancérogénicité [47].

Décision empirique :

=
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- Risque de Toxicité : Valeur = oui (+++) [40]

- Pas de Risque de Toxicité : Valeur = non (---)

® H-HT

L'hépatotoxicité humaine est considérée comme le pouvoir qu'a une substance de
provoquer des dommages au foie. Dans les essais cliniques, les effets hépatiques indésirables

d‘un médicament conduisent & un arrét du développement de ce dernier [40].

Décision empirique :
Aucun risque toxique : Valeur = ---(Non)
Risque de Toxicité : Valeur = +++ (oui)

=
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I. Matériels et méthodes utilisé dans ce travail
I.1. Matériels :

» Micro-ordinateur
Dans ce travaille nous avons utilisé un microordinateur Windows 7 avec un systeme

d’exploitation 64 bits, une mémoire de 2 Go et un processeur d 2.16 GHz.

» Les programme Gaussian (G09) et GaussView: sont des logiciels de la chimie
computationnelle utilisé pour I’optimisation et la visualisation des géométries des
moléculaires ainsi que pour le calcul des fréquences de vibration [1,2].

» Le programme UCSF Chimera
Le logiciel chimera de I'UCSF (Université de Californie, San Francisco) version 1.16

est appliqué pour la visualisation et I'analyse des cartes de densité, la microscopie 3D, et
données associées aux structures moléculaires [3]. Ce logiciel résout les défis liés a la taille et
au type de données utilisées. Il offre des options avancées et un résultat fiables. Il est
disponible gratuitement pour une utilisation non commerciale et fournit des améliorations
telles que les performances, I'extensibilité, et la visualisation [4].

» Le programme AutodockVina

Auto Dock Vina (sous UCSF Chimera) version 1.1.2 est parmi les outils de simulation
et docking moléculaire gratuits et open source le plus largement utilisé [5]. Auto Dock Vina
est congus pour prédire la conformation d'un petit ligand flexible avec une cible
macromoléculaire de structure connue [6]. Ce programme dispose d'un algorithme d'amarrage
plus précis d’optimisation locale de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) et la fonction
de scoring XScore.

» Discovery studio visualizer
Biovia Discovery Studio est un outil de visualisation, qui permet un affichage 3D

d’une structure de molécule biologique et les résultats des poses obtenus par les logiciels
d’amarrage. Il propose plusieurs fonctions telles que : la présentation des liaisons chimiques
(liaison hydrogéne, Van der Waals, pi-sigma...), la mesure de distances interatomiques,
I'annotation des acides aminés (nom, numéro), choix de couleur (selon les atomes, les

structures...). [7].

1.2. Bases des données

Une base de donneées est une collection d'informations organisees de maniére a étre

facilement gérees et accessibles. Elle est employée par les organisations comme méthode de
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récupération, de gestion et de stockage d'informations. Les données sont organisées en

tableaux, colonnes, lignes et sont indexées pour faciliter la recherche [8].

» Banque de données sur les protéines (PDB)

PDB ou la Protein Data Bank est une collection mondiale de données sur la structure
tridimensionnelle des macromolécules biologiques : principalement les protéines et les acides
nucléiques. Ces structures sont généralement déterminées par cristallographie aux rayons X
ou spectroscopie RMN. Ces données expérimentales sont déposees dans la Protein Data Bank
par des biochimistes et des biologistes. Les consultation sont gratuites et peuvent étre
effectués directement via les sites web de la banque [9].

> Base des données pubchem

Pubchem est une base de données créée par le National Center for Biotechnology
Information (NCBI) qui contient plusieurs informations sur les structures chimiques comme

les propriétés physiquo-chimiques, la toxicité et les essais biologiques [10].

» Cambridge crystallographic data centre
La Cambridge Structural Database (CSD) est une base de données qui contient
désormais plus de 1,1 million de structures 3D précises, avec des données de diffraction des
rayons X. Elle est largement utilisée par les scientifiques des industries pharmaceutique,
agrochimique et de la chimie fine [11].
» Serveur ADMETlIab
Est un serveur web pour la prédiction des propriétés pharmacocinétiques et la toxicité
des composés chimiques, et également des informations liées a I'ADME/Tox (absorption, la

distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité) [12].
1.3. Méthodologie de calculs :

Les géométries des ligands ont été optimisées au niveau théorique DFT/B3LYP en
combinaison avec la base 6-311+G (d,p) suivi par un calcul des fréquences de vibrations. Les
minima locaux des points stationnaires ont été vérifiés par absence des fréquences

imaginaires.

Ensuite, les calculs de docking moléculaire ont été effectués avec le programme Auto
dock vina sous chimera. Les complexes obtenus ont été visualisés avec discovery studio
visualizer. Les regles druglikeness et la pharmacocinétique ADMET, ont été prédits a 1’aide
du serveur web ADMET ab.
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I1. Evaluation in silico de I’activité anticancéreuse
11.1. Préparation de la protéine (récepteur) :

Pour le traitement de la maladie du cancer du sein, nous avons choisis la cible « récepteur
d’estrogéne alpha » qui est disponible sur la banque de données sur les protéines (PDB) avec
le code 1D 5t1z et co-cristallisée avec I’inhibiteur « Ethoxytriphenylethylenex».

Code ID 5T1z
Chaines A B,C,D
Résolution 210 A

Date de déposition ' 2016-08-22

Organisme Etre Humain

Tableau 1 : Structure 3D et données cristallographique de la cible 5T1Z

> ldentification du site actif

Philipp .Y et al [13] ont effectués une étude expérimentales cristallographique sur certains
inhibiteurs y compris I’ethoxytriphenylethylene (EtOXTPE) sur le récepteur des cestrogénes
la cible 5T1Z. La figure ci-dessous montre le ligand inhibiteur (EtOXTPE) au sein du site

actif du récepteur ainsi que les acides aminés qui forment des interactions avec ce dernier.

Figure 1: les résidus du site actif du complexe 5t1z trouvés par Philipp .Y et al.
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Ensuite, pour réaliser les calculs du docking moléculaire il faut identifier le site actif

de la cible choisi, et cela en se basant sur les résidus donnés dans la figure 1 et sur les acides

aminés donnés par défaut dans le logiciel chimera, donc les acides aminés qui forment le site

actif pour les deux chaines A et B de la cible 5t1z sont :

5T1Z-chaine A 5T1Z-chaine B
HIS524 | LEU 391 | HIS 524 LEU 391
LEU 525 | PHE 404 | LEU525 | PHE 404
ARG 394 | LEU540 | ARG 394 | LEU 540
GLU 353 | LEU536 | GLU 353 | LEU536
ALA 350 | MET 421 | ALA 350 | MET 421
THR 347 ILE 424 THR 347 ILE 424
GLY 521 | PHE 425 | GLY 521 | PHE 425
LEU 346 | LEU 428 LEU 346 LEU 428
LEU 387 | TRP383 | LEU387 | TRP 383

Figure 2: Les acides aminés du site actif de 5T1Z.

> Préparation du récepteur
La préparation de la structure du récepteur pour le docking moléculaire est une étape

primordiale, cela est réaliser avec le logiciel UCSF chimera. Les principales étapes sont :

Ouverture de la structure PDB de la cible.
Elimination de tous les résidus et les molécules d’eau (solvant) contenus dans la cible.
Séparation des chaines (A et B) de la cible 5T1Z pour examiner chacune a part.

Addition les atomes d’hydrogénes et les charges.
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- Préparation du site d’inhibition en dessinant la boite de grille tridimensionnelle qui
englobe le ligand et les résidus u site actif.
Les dimensions du grid box pour les deux chaines A et B du récepteur 5T1A sont donnée

dans le tableau suivant :

Tableau 2: les coordonnées de Grid box de chaque chaine de la cible 5t1z.

5T1Z Center Size
Chaine A X=24.64,y=-2.48 2= 7.42 x =14.00, y=5.13, z= 34.58
Chaine B x=25.00, y= 25.00 z= 25.00 x =25.00, y=22.00, z= 20.00

> Le test de fiabilité du logiciel (Re-Docking):
Dans le but de valider le logiciel et les résultats, nous avons fait le re-docking du ligand co-
cristallisé (Ethoxytriphenylethylene) avec les deux chaines A et B de la cible 5T1Z. Les
résultats des affinités (AG) ainsi que la superposition du ligand obtenu avec le ligand
expérimentale sont donnée ci-dessous :

L’affinité AG (kcal/mol)
Chaine A Chaine B

-10.9 kcal/mol -10.3 kcal/mol

Superposition (pose verte du docking/ pose rose expérimentale)

Tableau 3: Résultats de docking du complexe 5T1Z

- L’analyse des résultats donnés dans le tableau précédant montre que :

e [’énergie d’interaction obtenue par docking moléculaire entre [I’inhibiteur
ethoxytriphenylethylene et la cible 5T1Z est égale a -10.9 kcal/mol pour la chaine A
et -10.3 kcal/mol pour la chaine B. Ces deux énergies sont proches et similaire.

e La superposition effectuée entre la pose obtenue par docking moléculaire dans le cas
de chaque chaine et la pose expérimentale de I’inhibiteur ethoxytriphenylethylene est

presque parfaite.
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Finalement, nous avons opté pour le choix de la chaine A car I’affinité obtenue est faible
par rapport a I’affinité de la chaine B, et cette chaine sera utilis¢ dans le reste de notre

travail.
11.2 Préparation des ligands:

Les structures des 17 molécules identifiées dans les plantes Prunus persica et Rubus
ulmefolius (voir chapitre 1) ont été téléchargées a partir des bases de données pubchem et
cambridge crystallographic data centre. Ensuite, les géométries ont été optimisées et ils sont

donnés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Structures moléculaire des 17 ligands
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11.3. Résultats du docking moléculaire

Nous avons étudié la simulation par docking moléculaire pour les 17 ligands avec la

chaine A de la cible 5T1Z afin de trouvé les meilleurs inhibiteurs des récepteurs d’estrogenes

alpha impliqués dans la maladie du cancer de sein.

Les énergies d’inhibitions sont comparées par rapport a 1’énergie d’inhibition du médicament

raloxifene qui était choisi dans ce travail comme une molécule de référence. Le raloxiféne est

un modulateurs sélectifs des récepteurs aux cestrogenes (SERM) Il est largement utilisé¢ pour

les traitements hormonaux est également pour la diminution du risque de cancer du sein.

Les resultats de calculs sont récapitulés dans le tableau suivant

Tableau 4 : Résultats du docking moléculaire des 17 ligands avec la cible 5T1Z
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5T1Z-Chaine A

Ligands AG (kcal/mol) RMSD
Raloxifene -8.7 0
Ellagic acid -8.8 0
Kaempferol -8.8 0
Naringenine -8.5 0
Apigenin -8.4 0
Luteolin -8.3 0
Quercitin -7.9 0
Quercitin 3-O-glucuronide -1.7 0
Astragaline -1.7 0
Isoquercitroside -7.4 0
Persicoside -7.3 0
Acide caffeic -6.3 0
Ferulic acide -5.9 0
Rutin -3.5 0
Nicotiflorin -3 0
Ursolic acide -2 0
Hespiridin 2.6 0
Zeaxanthin 95 0

> Analyse des resultats

Les résultats obtenus montrent que :

» Les composés : acide caffeic, ferulic acide, rutin, nicotiflorin, ursolic acide, hespiridin,

et le zeaxanthin, ont des affinités élevés comprissent entre -6.3 et 9.5 kcal/mol ce qui
indique que ces composés ne peuvent pas inhiber la cible 5T1Z et notamment le

zeaxanthin qui a une affinité > 0

Les composes : persicoside, isoguercitroside, astragaline, quercitin 3-o-glucuronide,
quercitin, luteolin, apigenin et naringenine ont des affinités comprissent entre -7.3 et

-8.5 kcal/mol, ces composés peuvent inhiber la cible 5T1Z cependant les énergies
d’inhibitions sont supérieurs a celle de la molécule de références (raloxifene AG= -8.7

kcal/mol).

Les composes : ellagic acid et kaempferol ont les meilleurs score avec (AG= -8.8
kcal/mol) pour les deux composés. Cette affinité est faible par rapport a 1’affinité du

raloxifene ce qui signifie que ces composés sont des bons inhibiteurs de I’enzyme

S5T1Z.
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I11.4. Visualisation des interactions
Ensuite, la visualisation des interactions des deux meilleurs composés ellagic acid et

kaempferol ainsi que le raloxifene au sein du site actif de I’enzyme 5T1Z a été effectuée

avec lelogiciel discovery studio (Figure 2).
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Figure 2: Les interactions entre les ligands et la cible 5T1Z
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Tableau 5 :

Complexe

oT1Z
+

Ellagic acid
-8.8 kcal/mol

5T1Z
+

kaempferol
-8.8 kcal/mol

5T1Z
+

raloxifene
-8.7 kcal/mol

Interactions

Interactions hydrophobiques (A°)

Les interactions entre les meilleurs ligands et les résidus du site actif de 5T1Z

hydrogéne
(A°)
Conventional Alkyl Pi-Alkyl Pi-Sulfur | Pi-Sigma Pi-Pi-T-
Hydrogen shaped
Bonds
Ala®" (2.90) Leu’*(5.03) | Met* Phe***(4.98)
Ala™(4.84) | (3.97)
Leu**’(5.36)
/ Leu**!(5.46) /
lle**(5.03)
Leu*>(5.20)
Leu®’ (2.72) Leu’*(5.31) | Met®2 Phe **4(5.34)
Glu™ (2.69) Met*®(5.44) | (3.89) Phe ***(5.01)
Leu®*(5.16
A?;‘b”((4.84))
/ Leu®®’(5.25) /
Leu®”*(5.38)
lle**(5.09)
Leu>*(5.31)

Arg*™*(2.03) | Met™* (5.40) Met** (5.14) Leu® | Phe ***(5.47)
Leu® (1.98) kﬂeusszzz(i'é? ﬁlaﬁ(iﬁ) EB'gé% Phe *%4(5.71)
. . eu
Vaelt““ ((5.44)) Lgﬂm 24.873 / (3.97)

Leu®™ (4.09) = Ala*'(3.82)
1e*( 4.52)
Leu®™ (5.14)

e Modes d’interactions des complexes 5T1Z-chaine A+ ellagic acid et 5T1Z-chaine A+

kaempferol

Les ligands au sein du site actif de I’enzyme 5T1Z sont stabilisés par plusieurs interactions

qui ont éte avec la plupart des acides aminés qui caractérisent le site actif. Ces interactions

sont :

+ Des interactions de types Van Der Walls faisant intervenir le ligand ellagic acid et les
acides aminés Leu 349, Glu 353, Arg 394, Met 388, Leu428, Leu 384, His 524, Val
418, Met 528, Met 343. Dans le cas de kaempferol les acides aminés qui ont fait les
interactions sont : Leu 428, His 524, Val 418, Met 528, Met 343, Leu 384, Leu 349,
Arg 394.

—
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4 Trois interactions de type liaisons hydrogénes une dans le cas du ellagic acid qui se
forme entre I’hydrogeéne de I’acide aminés Ala 350 et I’oxygene du cycle aromatique
du ligand, et deux dans le cas de kaempferol qui se forment entre les hydrogéenes du
ligand et I’oxygene des résidus Leu 387 et Glu 353. Les distances sont données dans le
tableau 5

+ De nombreuses interactions hydrophobiques de type Pi-alkyl, Pi-Sulfur et Pi-Pi-T-

shaped faisant intervenir les résidus donnés dans le tableau.

e Modes d’interactions du complexe 5T1Z-chaine A+ raloxifene
Les interactions du ligand de référence raloxifene avec I’enzyme 5T1Z sont de méme nature
que les deux meilleurs ligands cités auparavant, ces interactions se forment également avec
les méme résidus du site actif. Les principales interactions sont :
+ Des interactions de types Van Der Walls faisant intervenir les acides aminés suivant :
His 524, Gly 521, Leu 346, Leu 384, Thr 347, Lys 529, Leu 544, Leu 540, Trp 383,
Glu 353, Leu 428, Met 421.
+ Deux interactions de type liaisons hydrogenes avec les acides aminés Leu 387 et Arg
394 avec les distances données dans le tableau 5
+ De nombreuses interactions hydrophobiques de type Alkyl, Pi-alkyl, Pi-Sulfur Pi-

Sigma et Pi-Pi-T-shaped faisant intervenir les résidus donnés dans le tableau 5.
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111 Evaluation in silico de Pactivité anti-Alzheimer
111.1 Préparation de la protéine (récepteur) :

Pour le traitement des maladies neurodégénératives y compris la maladie d’ Alzheimer,
nous avons choisis la cible « acétylcholinestérase » qui est disponible sur la banque de
données des protéines (PDB) sous le code ID 4EY6 et co-cristallisée avec 1’inhibiteur

« galanthamine ».

Code ID 4EY6
Chaines AB,C D
Résolution 2.40 A

Date de déposition 2012-05-01
Organisme Etre Humain

Tableau 6: Données cristallographique de [’Acétylcholinestérase.

> ldentification du site actif

Jonah Cheung et al [14] ont étudiés expérimentalement la structure de
I'acétylcholinestérase humaine en complexe avec trois ligands pharmacologiquement
importants tels que huperzine, donepezil et la galanthamine. La figure suivant représente les

résidus qui forment le site actif du complexe 4EY6 avec la galanthamine.

S L
galantamine | #4200
H447 g L&

. "

Figure 3: les acides aminés du site actif de la cible 4EY®6.
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Ainsi, en se basant sur les résidus du site actif donné par défaut avec le logiciel chimera pour

les deux chaines A e B de la cible 4EY®6 et des résidus donnés dans la figure 3 on obtient:

4EY6-chaine A 4EY6-chaine B
TYR 124 GLU 84 TYR 124 GLU 84
PHE 297 SER 203 | PHE 297 SER 203
TYR 337 TRP 86 TYR 337 TRP 86
PHE 338 GLY 120 | PHE 338 GLY 120
PHE 295 GLY 121 | PHE 295 GLY 121
HIS 447 GLY 122 | HIS 447 GLY 122
GLU 202 SER 203 | GLU 202 SER 203

Figure 4: Les acides aminés du site actif de 4EY6.

> Préparation du récepteur

La préparation de la structure du récepteur pour le docking moléculaire est effectuée

suivant les étapes données ci-dessous:

Ouverture de la structure PDB de la cible 4EY6.

Elimination de tous les résidus et les molécules d’eau (solvant) contenus dans la cible.
Séparation des chaines (A et B) pour examiner chacune a part.

Addition les atomes d’hydrogénes et les charges.

Préparation du site d’inhibition en dessinant la boite de grille tridimensionnelle qui

englobe le ligand et les résidus u site actif.

Les dimensions du grid box pour les deux chaines A et B du récepteur 4EY6 sont donnée

dans le tableau suivant :
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Tableau 7: Les coordonnées de Grid box de chaque chaine de la cible 4EY®.

5T1Z Center Size
Chaine A x=-9.00, y=-43.48 z= 30.29 x=7.00, y=-59.26 z=-24.58
Chaine B x=22.00, y=20.00 z= 20.00 x=22.00, y=21.00 z= 20.00

> Le test de fiabilité du logiciel (Re-Docking):
Comme mentionné auparavant, nous avons fait le re-docking du ligand co-cristallisé
(galanthamine) avec les deux chaines A et B de la cible 4EY6 pour valider le logiciel. Les
résultats des affinités (AG) ainsi que la superposition du ligand obtenu avec le ligand

expérimentale sont donnée ci-dessous :

L’affinité AG (kcal/mol)
Chaine A Chaine B
-10.6 -10.5

Superposition (pose verte du docking/ pose rose expérimentale)

Tableau 8: Résultats de docking du complexe 4EY6

- L’analyse des résultats obtenus montre que :
e Les affinités obtenues par docking moléculaire entre I’inhibiteur galanthamine et les
chaines A et B de la cible 4EY6 sont -10.6 kcal/mol et -10.5 kcal/mol respectivement.
Les deux énergies sont presque identiques.
e La superposition effectuee entre la pose obtenue par docking moléculaire et la pose
expérimentale de I’inhibiteur pour les deux chaines A et B est idéal.
Finalement, pour réaliser les calculs de simulations on peut choisir une des deux chaines car
les deux donnes les mémes résultats. Par consequent, nous avons choisi la chaine A pour le

reste du travail.
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111.2 Préparation des ligands:

Les structures des 17 molécules utilisées pour 1’évaluation de I’activité anti-Alzheimer ont été
données dans le tableau 4 de la section II:

111.3. Résultats du docking moléculaire

Les résultats des calculs docking moléculaire effectues entre les 17 composés avec la
chaine A de la cible 4EY6 afin d’inhiber 1’acétylcholinestérase sont récapitulés dans le

tableau 9.

Les énergies obtenues sont comparées par rapport a 1’énergie d’inhibition du médicament
galanthamine qui était 1’inhibiteur co-cristallisé avec la cible 4EY6. La galanthamine est un
inhibiteur de l'acétylcholinestérase, largement utilisé dans le monde entier pour le traitement
de la maladie d'Alzheimer. La galanthamine inhibe de maniére compétitive et réversible
I'enzyme acétylcholinestérase dans le SNC en se liant au site de liaison de la choline et au site
actif de I'enzyme. En bloquant la dégradation de I'acétylcholine, et cela améliore les niveaux
I'acétylcholine dans la fente synaptique. La galanthamine est un alcaloide aminé tertiaire isolé
de plantes appartenant a la famille des Amaryllidacées. C’est un inhibiteur sélectif, compétitif

et réversible de I’AChE.
Tableau 9 : Résultats du docking moléculaire des 17 ligands avec la cible 4EY6

4EY6-Chaine A

Ligands AG (kcal/mol) RMSD
Galantamine -10.6 0
Apignin -10.8 0
kaempferol -10.7 0
Isoquercitroside -10.6 0
Persicoside -10.5 0
Luteolin -10.3 0
Naringenine -10.2 0
Ellagic acid -10.2 0
Quercitin -10.1 0
Astragalin -9.7 0
Rutin -9.3 0
Nicotiflorin -8.6 0
Hespiridin -8.4 0
Quercetin 3-o-glucuronide  -8.4 0
Acide caffeic -7.1 0
Ferulic acide -7 0
Ursolic acide 3.8 0
Zeaxanthin 53.8 0
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> Analyse des résultats

Les résultats donnés dans le tableau montrent que :

» Les composés : ursolic acide et le zeaxanthin donnent des affinités positives AG > 0

qui égale a 3.8 et 53.8 kcal/mol, respectivement. Ces composés sont des mauvais

inhibiteurs de I’enzyme 4EY6 donc ils ne peuvent pas étre utilisés pour le traitement

de la maladie d’Alzheimer.

> Les composés : acide caffeic, ferulic acide, rutin, nicotiflorin, hespiridin, persicoside,

Quercetin 3-o-glucuronide, astragaline, quercitin et ellagic acid, naringenine et

luteolin ont des énergies d’inhibitions négatives comprissent entre -7 et -10.5 kcal/mol,

cependant ces ligands possedent un effet inhibiteur inférieur a ce de la molécule de

références (galanthamine AG= -10.6 kcal/mol).

» Les composés : apigenin, kaempferol, isoquercitroside ont les meilleurs affinités avec

AG= -10.8, -10.7 et -10.6 kcal/mol respectivement. Par conséquent, ces trois

composés sont prédits comme des meilleurs inhibiteurs de 1’enzyme 4EY 6 mieux que

le médicament galanthamine.

111.4. Visualisation des interactions
Les interactions obtenues entre les meilleurs composes apigenin, kaempferol,

Isoquercitroside ainsi que le galanthamine avec les acides aminés du site actif de ’enzyme

4EY6 sont données dans la figure 4.
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AT\gs << A:120 d
: GLY
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A:126 GLU TYR A25 GlY PRO
A202 ILE Az133 o A:126 A:88
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A:121 K L EET c
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A:71 Q H~? AGJ{XS %
SER 1 ; GLU [ -H H
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A:87 > X
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e b GLY /
A:83 H ot ~orH A438 A = 1
VAL g
A:73 7 HIS d TYR
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—
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Figure 4: Les interactions entre les ligands et la cible 4EY6

Tableau 5 : Les interactions entre les meilleurs ligands et les résidus du site actif de 4EY6

Hydrogen Bonds Hydrophobic Bonds
Convention Carbone Pi-Alkyl Pi-o Pi-Pi Pi-Pi-T- Amide Pi- | Electro
Complexes nel Hydrogene Stacked shaped Stacked static
Hydrogen Bonds
Asn®'(2.51) Trp®(4.04) | Tyr®¥(5.17)
4EY6 Tyr'?(2.42) Trp®(3.88)
+ Asn®'(2.76) / / / Trp®(4.30) / /
apigenin Glu?®(2.29) Trp®(3.78)
His*(2.18)
Asp’(2.25) Trp®(4.08) | Tyr*'(5.35)
4EY6 Tyr'¥(3.07) / Trp®(3.98)
+ Tyr%(1.80) / / Trp®(4.25) / /
kaempfer | Asn®(2.18) Trp®(3.79)
ol Ser'?(2.55)
4EY6 + Gly'#(2.25) Trp™(5.35) = Tyr'?(5.55)
Isoquercitros = Gly'#(2.14) / / / Tyr'#(5.83) / /
ide Trp86$2.80) Tyr®*¥(5.19)
His*(2.93)
Ser’®(2.47) | His*'(3.32) | Trp*(4.74) = Trp® Gly**(3.96) = Asp™
4EY6 Tyr®¥(2.34) | Tyr'*/(3.37) Phe®*(4.39) @ (3.65) Gly'#(3.96) | (4.96)
+ Glu®®(2.12) | Ser'®(3.72) = Phe®*’(4.49) / /
Galantamine Asp™(3.78) = Phe***(5.05)
His*'(5.17)
(o]
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e Modes d’interactions des complexes 4EY6-chaine A+ apigenin et 4EY6-chaine A+

kaempferol, 4EY6-chaine A+ Isoquercitroside

A partir de la figure 4 et le tableau 5, les résidus du site d’inhibition de la cible 4EY6 forment
plusieurs interactions avec les ligands a savoir :

+ Des interactions de types Van Der Walls faisant intervenir les acides amineés : Val 73,
Pro 88, Asp 74, Tyr 449, Tyr 449, Gly 448, lle 451, Ser 203, Gly 120, Gly 121, Ser
125, Tyr 133, Gly 126, Glu 71 et le ligand apigenin.

Le méme type d’interaction a été obtenu avec le kaempferol avec les acides aminés :
lle451, Glu 202, Gly 448, His 447, Tyr 449, Gly 120, Gly 121, Gly 126, Glu 71, Pro
88,

Val 73, Tyr 124.

Dans le cas du Isoquercitroside les résidus impliqués ans les interactions deVan Der
Walls sont : Val 294, Arg 296, Tyr 341, Tyr 133, Leu 130, Gly 126, Glu 71,

Ser 125, Asn 87, Tyr 72, Gly 120, Pro 88, Val 73, Asp 74, Ala 204, Ser 203, Glu 202,
Phe 297, Phe 338.

+ Plusieurs interactions de type liaisons hydrogénes cing dans le cas de apigenin et
kaempferol et quatre dans le cas du Isoquercitroside. Ces interactions ont lieu entre les
atomes d’hydrogénes du ligand apigenin et les atomes d’oxygene des résidus Asn 87,
Tyr 72, Asn 87, Glu 202, et His 447. Les résidus impliqués dans le cas du kaempferol
sont Asp 74, Tyr 133, Tyr 72, Asn 87, Ser 125. Et les quatre liaisons formés dans le
cas du Isoquercitroside inclus les acides aminés Gly 121, Trp 86, et le His 447 avec
différentes distances qui sont données dans le tableau.

+ Les complexes sont également stabilisés par des interactions hydrophobiques de type
Pi-Pi- Stacked et Pi-Pi-T-shaped dans le cas des trois ligands et qui faisant intervenir
les résidus Trp 86, Tyr 337, Trp 286, Tyr 124 avec différentes distances.

e Modes d’interactions du complexe 4EY6-chaine A+ galanthamine
Les principales interactions du ligand de référence galanthamine avec I’enzyme 4EY6 sont
données comme suit :
+ Des interactions de types Van Der Walls acides aminés suivant : Gly 122, Gly 448,
Gly 120, Tyr133.
+ Des interactions hydrogénes dont trois sont de type liaison hydrogéne et quatre de
nature carbone hydrogene faisant intervenir les résidus Ser 203, Tyr 337, Glu 202 et
His 447, Tyr 124, Ser 125, Asp 74 respectivement.
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+ De nombreuses interactions hydrophobiques de type Pi-alkyl, Pi-Sigma et Amide Pi-
Stacked avec les résidus donnés dans le tableau 5.
+ Une interaction de type électrostatique entre le cation N* du galanthamine et anion O

de I’acide aminé Asp 74.

IV. Evaluation des régles druglikeness et des paramétres pharmacocinétiques

ADMET pour P’activité anticancéreuse, et anti-Alzheimer

La pharmacocinétique indésirable et la toxicité des composés candidats sont les
principales raisons de I'échec du développement de médicaments. L’évaluation de
I'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité (ADMET) est une étape
primordiale dans le processus du développement des médicaments. Par conséquent, les
modeles d'évaluation in silico ADMET ont été congus pour aider les chercheurs dans la

conception et I'optimisation des substances pharmacologiquement actif.

A cet égard, nous avons évalué les regles druglikeness ainsi que les propriétés
pharmacologiques et médicamenteuses des ligands sélectionné dans la section Il et 1l de
I’activité anticancéreuse et anti-Alzheimer, a I’aide du serveur “ADMET]Iab 2.0” a partir des

“SMILE” de chaque ligand.

Le Simplified Molecular Input Line Entry Specification ou SMILES est un langage
symbolique utilisé pour la description de la structure des molécules chimiques.
Ligands SMILES

Ellagicacid  C1C(OC2=CC(=CC(=C2C1=0)0)0)C3=CC=C(C=C3)O
kaempferol C1=CC(=CC=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0

Raloxifen C1CCN(CC1)COC2=CC=C(C=C2)C(=0)C3=C(SC4=C3C=CC(=C4)0)C5=CC=C(C=C5)0

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

Isoquercitroside  C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)OCA4C(C(C(C(04)C(=0)0)0)0)O
)0)O

Galanthamine ~ CN1CCC23C=CC(CC20C4=C(C=CC(=C34)C1)OC)O

Tableau 6: Les SMILES de chaque ligand sélectionné ainsi que les molécules de références.

IV.1 Les propriétés physico-chimiques et les régles druglikeness:

Le concept de druglikeness permet de prédire si un composé chimique est similaire
aux médicaments par des propriétés, plus principalement I'hydrophobicité, la distribution

électronique, les caractéristiques de liaison hydrogéne, la taille et la flexibilité des molécules.
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Ces caractéristiques pharmacophoriques influencent le comportement de la molécule dans un
organisme comme la biodisponibilité orale. Ces caractéristiques sont évaluées a ’aide de
plusieurs regles plus particulierement les regles de Lipinski et Veber qui sont données dans le

tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7: Les propriétés physico-chimiques caractérisant les regles druglikeness

Lipinski Veber

MW  LogP nHA nHD nRot TPSA nHA nHD Validation
<500 <05 <10 <05 <11 <140 <12 <12

Ellagic acid 272.07  2.56 5 3 1 86.99 5 3 v
kaempferol 270.05 3.30 5 3 1 90.90 5 3 v
Raloxifene 459.15 5.24 5 2 6 70.00 5 2 v
apigenin 286.05  2.90 6 4 1 111.13 6 4 v
Isoquercitrosi 492.09 0.78 13 7 5 216.58 13 7 %
de

Galanthamine @ 287.15  1.38 4 1 1 41.93 4 1 v

» L’analyse du Tableau 7 :

D’aprés I’analyse des propriétés physicochimiques des composés donnés dans le tableau on
constate que :

e Le poids moléculaire (MW) qui reflete la perméabilité est de I'ordre de [270.05 —
492.09], le coefficient de partage (Log P) qui est lié a I'hydrophobicité est dans
I’intervalle [0.78-5.24], le nombre de liaisons hydrogéne donneur (HBD) et accepteur
(HBA), qui sont correlés a la perméabilité a <5 et <10 respectivement dans le cas de la
regle de Lipinski et <12 avec la régle de Veber sauf le composé Isoquercitroside ne
verifié pas ces valeurs. Le nombre de liaisons rotatives (NRB) qui est corrélé a la
flexibilité est inférieur a 10 pour tous les composés. Ensuite, La surface polaire (PSA)
qui permet également d’estimer la perméabilité est de l'ordre de [41,93 -131,36 A%
tandis que, 1’lIsoquercitroside a une valeur de 216.58 qui dépasse la valeur optimale.

En résumé, tous les composés respectent les regles de Lipinski et de Veber et sont bien
corrélés avec la biodisponibilité orale sauf I’lsoquercitroside qui ne répond pas aux critéres
des deux régles Lipinski et Veber. Cela indique que ce composé peut causer des problémes

lors de I’administration orale, donc il est élimine pour le reste de travail.
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IV.2. Les propriétés pharmacocinétique (ADME/Tox) :

Ensuite, on continue par I’analyse des propriétés pharmacocinétiques qui sont 1I’absorption, la

distribution, le métabolisme, I’excrétion et la toxicite).
+ Absorption

Pour qu'un composé candidat soit un bon médicament il doit étre totalement absorbé
dans la circulation sanguine. Dans notre travail nous avons eétudié trois parameétres
pharmacocinétiques correspondant a 1’absorption: Caco-2 (colon adenocarcinoma), HIA
(Human intestinal absorption) et F% (biodisponibilité orale humaine). Les résultats obtenus
sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau 8: Les trois parametres pharmacocinétiques correspondant a I'absorption

Absorption
Caco-2 HIA F%
Ellagic acid -4.80 | Oui (---) | Non (+++)
kaempferol -4.84 | Oui(---) | Non (+++)
Raloxifene -5.51 | Oui (---) | Non (+++)
apigenin -5.02 | Oui (---) | Non (+++)

Galanthamine -458 | Oui(---) | Oui(--)

D’apres le tableau on remarque que:
» Caco-2 (colon adenocarcinoma) :

v Les composés : ellagic acid, kaempferol, apigenin, et la galanthamine ont des valeurs
de Caco-2 supérieur a > -5.15 cm/s ce qui signifie qu’ils peuvent pénétrés les cellules
Caco-2.

v" Les composé : kaempferol et le raloxifen possédent des valeurs de Caco-2 inférieure a -
5.15 cm/s). Ce qui indique qu’ils ont une mauvaise perméabilité a travers les couches
Caco-2. Cette tendance a été obtenue expérimentalement par d’autres chercheurs qui
ont justifié que le kaempferol et le raloxifene ont été mal absorbés par ces cellules [15,
16].

» HIA (Human intestinal absorption) :
v' Tous les composés testés ont une réponse positive (Oui) envers HIA. Cela montre
clairement que ces composés sont bien absorbés dans le systeme gastro-intestinal vers

la circulation systémique.
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» F% (Oral Bioavailability) :

v" Tous les composés autres que le galanthamine ont une réponse négative (non). Cela

nous meéne a dire que les candidats présentent une faible biodisponibilité orale cela est
fortement associé a la faible solubilité et perméabilité des composés. Ces résultats se

concorde bien avec les résultats trouvés dans la littérature [17-20] qui cherchent a

amélioré ce parametre.
+ Distribution:

Un bon médicament doit étre distribué dans la circulation générale vers son site

d'action. De ce fait, les parameétres liés a la distribution sont: PPB (Protein Plasma Binding),

BBB (Blood-Brain Barrier) et VD (volume de distribution). Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau suivant:

Tableau 9: Les trois parametres pharmacocinétiques correspondant a la distribution

Distribution
PPB VD BBB
Ellagic acid 93.76% 0.50 Oui (---)
kaempferol 97.25% 0.51 Oui (---)
Raloxifene 99.27% 1.65 Oui (---)
apigenin 95.43% 0.53 Oui (---)
Galanthamine 19.52% 2.76 Non (+++)

On remarque que:

» PPB (Protein Plasma Binding)

Les liaisons aux protéines plasmatiques sont cruciales pour la distribution d’un médicament

dans les tissus corporels.

v' Le composé galanthamine forme des liaisons aux protéines plasmatiques inférieures a

90%. Ceci montre que ce médicament peut étre distribué facilement dans les tissus.

Les composés : kaempferol, apigenin, ellagic acid et le raloxifene ont des PPB

> 90 %. Donc ces composés forment des liaisons aux protéines plasmatiques ce qui
signifie que ces composés peuvent avoir des difficultés lors de la pénétration tissulaire.
Dans le cas du medicament raloxifene, les études pharmacologique montrent que
environ 95 % du raloxifene est lié aux protéines plasmatiques ce qui est relativement

élevé. L'étiquette conseille toujours aux patients d'utiliser le raloxifene avec prudence
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en cas de co-administration avec d'autres médicaments fortement liés aux protéines
[21].

VD (Volume de distribution)

Tous les ligands possédent un volume de distribution appropriés (0,04-20L/kg), cela
indique que ces composés peuvent étre distribués dans la circulation sanguine.

BBB (Blood-Brain Barrier) :

Les ligands ellagic acid, kaempferol, apigenin et raloxifene possédent une repense
(oui) au parametre BBB, cela indique que les ligands peuvent pénétrés la barriere
hémato encéphalique et par la suite distribués sans avoir des problemes par rapport au
systeme nerveux central (SNC).

Le galanthamine qui est un médicament destiné pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer, par contre il a un BBB négatif donc il a une faible pénétration de la
barriere hémato encéphalique. Bakker C et al [22] ont étudié la pharmacocinétique de
ce composé est les résultats trouvés montrent que la galanthamine est un ammonium

quaternaire et donc il ne passe pas facilement par la barriére hémato-encéphalique.

Métabolisme

Pour que le composé candidat soit un bon médicament il doit étre métabolisé sans détériorer

les fonctions de I’organisme. Dans notre travail nous avons prédit deux parametres

pharmacocinétiques concordant au métabolisme: CYP450 Substrat et CYP450 Inhibiteur. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau 10: Parametres pharmacocinétiques correspondant au métabolisme.

Meétabolisme

P450 CYP Substrat P450 CYP Inhibiteur
1A2 3A4 2C9 2C19 2D6 1A2 3A4 2C9 2C19 2D6

Ellagic acid Non Non OQOui Non Oui Oui Oui Oui Oui Oui

kaempferol Non Non Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Raloxifene Oui Non Oui Non Oui Oui Non Non Oui Oui
apigenin Non Non Oui Non Oui Oui Oui Oui Non Oui

Galanthamine = Oui Oui Non Oui Oui Non ' Non @ Non @ Non Oui

D’apres le tableau on remarque que:
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v' De maniere générale les ligands subits des métabolismes avec les cytochromes
(inhibiteur) 1A2, 3A4, 2C9, 2C19, 2D6 sauf le kaempferol (non inhibiteur de
3A4,2C16, 2D6) et apigenin (non inhibiteur de 2C19).

v' Les ligands font des métabolismes avec les cytochromes (substrat) 2C9 et 2D6

v' les résultats des études in vitro rapporte que: le raloxifene subit principalement un
métabolisme de premier passage dans les voies du cytochrome P450 [21]. Il est
largement métabolisé, ou moins de 1 % de la dose totale existe sous forme de composé

inchangé.

Aussi, les études suggerent qu'environ 75 % du médicament galanthamine est
métabolisé par le CYP2D6 et le CYP3A4 [22].

+ Excrétion
Un bon médicament doit étre éliminé sans entrainer des dommages. Dans ce qui suit,
nous avons prédits les deux paramétres pharmacocinétiques concordant a 1’excrétion: le temps
demi-vie (T %) exprimé en heure (h) et la Clairance (CL). Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau suivant:

Tableau 11: Les paramétres pharmacocinétiques correspondant a I'excrétion

Excrétion
CL TY
Ellagic acid 17.38 0.77 (+)
kaempferol 7.02 0.85(+)
Raloxifene 10.32 0.03 (-)
apigenin 8.14 0.89(+)
Galanthamine 4.16 0.54 (-)

D’aprés le tableau on remarque que:

» CL (la Clairance)

v Ellagic acid a une clairance supérieur a > 15 ml /min/kg ce qui signifie que ce
composé a une bonne excreétion.

v Le kaempferol, apigenin et le raloxifene, ont une clairance supérieure a 5
ml/min/kg, ce qui signifie que les composés ont une excrétion modérée.

v Le galanthamine a une valeur de CL < 5ml /min/kg ce qui signifie qu’il a une

mauvaise excrétion, cela est lié a son faibles pourcentage de PPB (19%).
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> T Y(le temps demi-vie)

v le temps de demi-vie de les ligands ellagic acid, kaempferol, apigenin est T%< 3 h,
cela indique que le temps d’élimination de la moitié de la concentration du
meédicament dans le sang est rapide.

v' Le raloxifene et galanthamine ont un T%> 3h.

+ Toxicité
Un compose candidat doit représenter un bon profil toxicologique:

Tableau 12: Les paramétres pharmacocinétiques correspondant a la toxicité

Toxicité
hERG H-HT AMES
Ellagic acid Non (---) Non (---) Non (-)
kaempferol Non (---) Non (---) Non (-)
Raloxifene Oui (+++) Oui (+) Oui (++)
apigenin Non (---) Non (---) Oui (+)
Galanthamine Non (--) Non (-) Non (---)

Analyse du tableau montre que:
» Testde hERG : (Human Ether-a-go-go-Related Gene)

v" Tous les composés présentent un test hERG négatif (Non), donc ces composés ne
présentent pas un risque de développer des problémes cardiaques. Sauf le
raloxifene qui présente un test hERG positive, ce résultat a été trouvé
expérimentalement et que le raloxifene affecte le canal hERG cloné (I(hERG)) et le
canal cardiaque humain recombinant KCNQ1/KCNEZ1 (1(Ks)) [23].

» Test H-HT
v" Tous les composés présentent une réponse négatif (Non) donc c¢’est composé
sont predit comme non hépatotoxiques. Sauf le raloxifene qui est faiblement
hépatotoxique. Des tests in vivo de hépatotoxicité ont été effectué sur les
singes montre que le raloxifene a signalé une toxicité légére mais significative

dans le singe rhésus [24].
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+ Test d’AMES :

v Les composés : kaempferol, ellagic acid, et galanthamine sont prédits comme non

toxique et pas de risque d’induire des modifications au niveau de I’ADN.

v Les composés apigenin et kaempferol présente une réponse positive (oui) mais
faible donc pas de grand risque a induire des modifications au niveau de I’ADN et
d’étre genotoxiques.

v' Le raloxifene est prédit comme moyennement toxique. Cependant, Les
informations sur la génotoxicité du raloxifene sont peu étudiées donc des

travaux détaillés doivent étre menés a l'aide de différents systemes de test.

IV.3 Conclusion générale sur ADME/Tox :
» Activité anticancéreuse

Les composes ellagic acid et kaempferol sont actifs par voie orale avec une bonne
biodisponibilité en raison des parameétres druglikeness favorable, aussi un profil ADMET
acceptable. Cela indique clairement que ces inhibiteurs peuvent étre utilisé au tant que

composes candidat avec une bonne activité anticancéreuse
» Activité anti-Alzheimer

Le composé Isoquercitroside a été éliminé a cause de ses parametres physicochimiques
inappropriés ainsi que la mauvaise biodisponibilité, donc il ne peut pas étre considéré

comme un composé candidat.

Ensuite, on constate que les composeés : apigenin, et kaempferol possedent des propriétés
physicochimiques acceptable et des parametres ADMET généralement bien corrélés avec
les regles optimales donc ces composés peuvent atteindre le stade clinique et considérés

comme des composes candidats avec un excellent pouvoir anti-Alzheimer.
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Le travail présenter dans ce mémoire consiste a étudier in silico par docking
moléculaire la possibilité d’inhibition des métabolites secondaires présents dans les plantes
Prunus persica et Rubus ulmefolius et prediction de leur affinités pour les cibles
thérapeutiques de la pathologie de cancer du sein et la maladie d’ Alzheimer.

Les 17 molécules identifiés dans les extraits des feuilles des plantes médicinales
Prunus persica et Rubus ulmefolius ont été examiné par I’inhibition des récepteurs
d’cestrogeéne alpha (ERa) et I’acétylcholinestérase (AChE) qui sont des enzymes impliquées a

la maladie du cancer du sein et a la maladie d’ Alzheimer respectivement.

En premier lieu, nous avons étudi¢ la capacité d’inhibition des 17 ligands avec le
programme Autodock Vina pour I’obtention de meilleures conformations des complexes
ligand-protéine avec les meilleures affinités. Les résultats obtenus montrent que les composés
ellagic acid et kaempferol sont les meilleurs inhibiteurs du récepteur d’cestrogéne alpha avec

une énergie de -8.8 Kca/mol. Ces composés sont meilleurs que le médicament raloxifene.

D’autre part, les meilleurs composés inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase sont apigenin
avec une énergie de -10.8 Kcal /mol, kaempferol -10.7 Kcal /mol et Isoquercitroside -10.6

Kcal /mol. Tandis que, le composé de référence galanthamine a une affinité de -10.6 kcal/mol.

Ensuite, I’analyse des propriétés ADMET de la pharmacocinétique indique que les
composés testés présente un profil pharmacocinétique et toxicologique acceptable et par la
suite ils sont prédits comme des composés-candidat capable de traiter la maladie du cancer du

sein et la maladie d’ Alzheimer.
Finalement, les perspectives futures de ce travail sont:

v'Le docking moléculaire des métabolites secondaire issus dans différentes plantes
médicinales, pour évaluation des capacités anticancéreuse et anti-Alzheimer a I’aide

des approches de la modélisation moléculaire.

v'Nous envisageons d’approfondir 1’étude par 1’utilisation de la dynamique moléculaire
pour mieux comprendre les propriétés chimiques ou biologiques des complexes

protéines-ligand et I’interaction des systemes moléculaires.
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Résume

L’objectif principal de ce travail, est I’évaluation in silico de I’activité anticancéreuse et anti-
Alzheimer en utilisant les extrais des feuilles de Prunus persica et Rubus ulmefolius.

e Nous avons étudié les ERo. comme cible thérapeutique du cancer du sein et I’AChE
comme cible thérapeutique de la maladie d’Alzheimer.

e Nous avons étudié le docking moléculaire d’une série de 17 molécules identifiés dans
les extraits des deux plantes Prunus persica et Rubus ulmefolius.

e [’évaluation de I’activité anticancéreuse montre que le ellagic acid et kaempferol sont
les meilleurs inhibiteurs d’ERa et peuvent étre utilisés comme des médicaments du
cancer du sein.

e les composés apigenin et kaempferol sont les meilleurs inhibiteurs de I’AChE et
peuvent étre utilisés comme des médicaments de la maladie d’ Alzheimer.

Mots clés : Cancer du sein, la maladie d'Alzheimer, ERa, [’AChE, Prunus persica, Rubus
ulmefolius, docking moléculaire.

Abstract

The main purpose of this work is the in silico evaluation of the anti-cancer and anti-Alzheimer
activities using the extracts of the leaves of Prunus persica and Rubus ulmefolius.

e We studied ERa as a therapeutic target for breast cancer and AChE as a therapeutic
target for Alzheimer's disease.

e We studied the molecular docking of a series of 17 molecules identified in the extracts
of the two plants Prunus persica and Rubus ulmefolius.

e Evaluation of the anticancer activity shows that ellagic acid and kaempferol are the best
ERa inhibitors and can be used as breast cancer drugs.

e The compounds apigenin and kaempferol are the best AChE inhibitors and can be
used asdrugs for Alzheimer's disease.

Keywords: breast cancer, Alzheimer's disease, ERa, AChE, Prunus persica, Rubus ulmifolius,
molecular docking.



