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INTRODUCTION GENERALE



Les plantes médicinales et la phytothérapie sont étroitement liées a I’histoire de
I’humanité, elles jouent un role important dans la recherche et le développement de nouveaux
medicaments, et représentent une branche alternative dans la prévention et le traitement de
certaines pathologies. [1]

Le curcuma, Curcuma L., est une plante vivace appartenant a la méme famille que le
gingembre, les Zingibéracées. Il est cultivé sous les tropiques, mais principalement produit en
Inde et en Asie du Sud-est. Le rhizome est la partie utilisée de la plante.

Le rhizome réduit en poudre est utilisé en tant qu’épice alimentaire pour renforcer la
saveur des aliments et les conserver, et comme colorant des aliments et des textiles. Cependant,
on |’utilise aussi depuis des si¢cles en médecine traditionnelle indienne et chinoise. La poudre
a une saveur poivrée et amére [2].

Le Curcuma L. est utilisé aussi en médecine :

» Ayurvedique, pour traiter 1’asthme, les allergies, les désordres hépatiques
comme la jaunisse, ’anorexie, les rhumatismes, le rhume, la sinusite.

» Chinoise, il est utilise pour traiter les douleurs abdominales. Il est également
reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires.

Ces dernieres années, avec ’augmentation entre autres des maladies inflammatoires
chroniques, des cancers, de la maladie d’Alzheimer, le monde occidental s’est intéressé de plus
en plus a cette épice. En effet, il a été constaté que le cancer du c6lon est moins fréquent dans
les pays ou I’on consomme cet épice. Ses propriétés antioxydantes ont alors été decouvertes
[2].

La curcumine est le composant principal du Curcuma L, a montré de nombreuses
activités biologiques et pharmacologiques, pour cela le nombre d’études sur le curcuma L. n’a
cess¢ d’augmenter afin de comprendre ses mécanismes d’actions et dans 1’espoir de traiter de

nombreuses maladies.

Toute vie dépend du bon fonctionnement d’une grande variété de catalyseurs organiques
ou enzymes. Les structures biologiques correspondent a des fonctions bien définies et la vie
d’un organisme dépend du rdle des structures biologiques, des membres aux divers organes, et

jusqu’aux agents chimiques du métabolisme, comme les enzymes [3].



L'origine des enzymes se confond avec l'apparition de la vie sur Terre. En effet, c'est la
présence de ces catalyseurs biologiques qui a permis d'abaisser l'énergie des molécules
participant & une réaction chimique afin de rendre ce dernier possible dans des conditions
compatibles avec la vie. Sans enzymes, la méme réaction chimique demanderait un temps et
une température élevée et, de ce fait, la vie serait tout simplement impossible. Les enzymes

sont des substances qui font que la vie est possible. [4]

La modélisation est le terme générique regroupant les méthodes qui permettent de
simuler le comportement d’un systéme. La taille du systéme étudi¢ peut aller d’une simple
molécule diatomique jusqu’a des macromolécules biologiques de plusieurs dizaines de milliers
d’atomes.

La modélisation moléculaire peut ainsi décrire le comportement électrique des atomes et
des molécules pour expliquer leur réactivite, comprendre les processus de repliement d’une
protéine ou encore expliquer I’importance de certains acides aminée d’un site catalytique
enzymatique. Pour réaliser ce type d’étude, il est nécessaire de déterminer une expression de
I’énergie d’interaction des atomes du systéeme moléculaire en fonction de leur position relative.
Les méethodes de modélisation moléculaire reposent sur differentes approches de calculs et de
simulations numériques appelées mécanique, dynamique moléculaire, Docking moléculaire

monte Carlo ainsi que la chimie quantique. [5]

Notre travail consiste a étudier :

» L’inhibition de la phospholipase et la cyclooxygénase deux enzymes impliquées dans
I’inflammation avec la curcumine et ses dérivés qui ont été isolées a partir de la plante
Curcuma L.

> De faire une étude détaillée de méthodes de modélisation appliquées « particulierement
le Docking moléculaire » a I’analyse des mécanismes de reconnaissance moléculaire et
a la conception de nouveaux composés bioactifs. La faisabilité et ’efficacité de ces
méthodes seront démontrées par leur application.

» A calculé les énergies et les distances entre les acides aminés et les inhibiteurs seront
effectués a l'aide du programme Molecular operating Environment (MOE). Le
complexe forme inhibiteur-enzyme possédant 1’énergie la plus faible sera probablement

le meilleur inhibiteur.



Le manuscrit de ce mémoire comporte quatre chapitres :
v Le premier chapitre sera consacré a une recherche bibliographique du curcuma L. et
I’évaluation de leurs propriétés pharmacologiques.
v’ Le deuxiéme est consacré a la notion d’enzyme.
v' Dans le troisieme chapitre, nous allons exposer, les différentes méthodes de
modeélisation et plus précisément le Docking moléculaire
v' Le quatrieme chapitre est réservé a la discussion des résultats obtenus.

La conclusion générale résume I’ensemble des approches réalisées et présente les

perspectives que 1’on peut envisager dans des travaux de recherche futurs.
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CURCUMA L.

I. Curcuma Longa

.1 Historique :

Le curcuma (Curcuma longa.) est originaire du sud-est de I'Asie. Depuis des siécles, le
curcuma a tenu une place importante dans la médecine traditionnelle indienne, connue sous le
nom de médecine ayurvédique. [1]

IL a été mentionné dans I'Atharva Veda de I'Inde et dans les anciens écrits sanskrits. En
Chine, il est mentionné dans le Pent-sao du VII siécle, et dans les pays arabes, il est mentionné
a partir du X®™ siécle. Cependant, son utilisation a commencé a diminuer au moyen Age.
Dioscorides I'a appelé Cyperus. [1]

Le rhizome était a priori tres rare en occident a I’époque, 11 semble avoir été introduit
en Europe au XI11°™ siécle par des marchands arabes, si bien qu'au XV1¢™ sigcle, il lui a été
donne d'autres noms : Crocus indicus, turmerack et actuellement, curcuma, qui est dérivé du
kurkum arabe et du Karkom hébreu qui signifie « jaune ». [1]

En 1450, on le retrouve a Francfort sur une liste de drogues a c6té du gingembre et du
zédoaire. Les premiéres descriptions de la plante et de I’origine de I’épice arrivent en Europe
au XVIé™ sigcle. On le trouve aussi en Afrique.

Le curcuma a été introduit en 1783 en Jamaique ou il s’est naturalisé. Au milieu du
X1Xé™ siécle il est cité a Trinidad, & la Dominique et Haiti dans le livre : « Principale plantes

cultivées introduites en Amérique latine depuis 1492 ». [1]

.2 Classification Botanique :

D’apres la classification systématique de Carl Von Linné, le curcuma appartient au :[2]

Reégne : Végétale

Division : Magnoliophytes
Classe : Liliopsida

Ordre : Zingibérales
Familles : Zingibéracée
Genre : Curcuma

Espéce : Longa

Figurel : Curcuma Longa. [3]



CURCUMA L.

.3  Description Botanique :

C’est une plante herbacée, vivace et robuste. Elle peut atteindre 60 cm a 1 m de
hauteur [2]. La partie utilisée est le rhizome qui doit étre récolté 7 a 8 mois aprés la
plantation, quand il commence a sécher.[3]

Le rhizome (Figure2) est eécailleux, charnu, comportant un tubercule primaire ellipsoide
d’environ 5 cm x 2,5 cm, présentant & maturité de nombreux rhizomes latéraux digités d’un
diameétre voisin du centimétre. La surface externe est gris-jaune, et porte la cicatrice des racines.
La cassure est franche et finement granuleuse, non fibreuse, variant du jaune a ’orange sombre.

[4]

Figure2 : Les rhizomes de Curcuma L.[5]
Les feuilles (Figure3), tres longues, oblongues a elliptiques, engainantes, possédent une
puissante nervure axiale et des nervures secondaires paralléles. Les gaines des feuilles forment

une pseudo tige courte, les limbes sont vert foncé au-dessus, vert trés clair en dessous, criblés
de points translucides. [6]

Figure3d : les feuilles isolées de Curcuma L. [7]



CURCUMA L.

Les fleurs sont généralement jaunes et assemblées en épi. Elles mesurent entre 10 a 15
cm de long et leur pédoncule mesure 15 cm mais il est généralement caché par les gaines des
pétioles. Quand il fleurit, les bractées vert clair deviennent violettes. [3]

]

Figure4 : Les fleurs de Curcuma L.[8]

On dénombre prés de 80 espéces dans ce genre [6].

Il regroupe de nombreuses espéces ornementales, tandis que d’autres se sont
démarquées par I’utilisation de leur rhizome, aux propriétés culinaires et médicinales. Parmi
ces espéces, Curcuma longa Linné est de loin le plus utilisé et par conséquent le plus étudié,
mais on retrouve également Curcuma xanthorriza Roxburgh dit temoe lawak et la zédoaire,

décrite sous le nom de Curcuma zedoaria Roscoe ou Curcuma zerumbet Roxburgh (figure5)

9.

Etlingera elatior
(Torch ginger, eka,
opuhi, pua vao)

Curcuma mangga Curcuma xanthorrhiza Costus speciosus
(Mange ginger) (Temu Lawak, Ubat Jamu, (Cane Reed, Crepe ginger,
Ubat maaju) Wild ginger. Keokand)

Zingiber cassumunar
(Cassumunar ginger)

Figure5 : Les sources de curcumine [10]
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CURCUMA L.

I.4 Phytochimie de Curcuma L.

Le curcuma L., encore appelé "safran des Indes", est décrit et utilisé depuis au moins 4000
ans dans le systeme médical populaire traditionnel indien ou elle se nomme Haridra ou Haldi
en ancien Sanskrit. La médecine ayurvédique utilise abondamment cette plante dans les cas
darthrite et autres inflammations, de méme que pour les problémes de vision. Elle a aussi une
longue tradition dans la médecine chinoise.

Le rhizome, séché puis réduit en poudre, était utilisé pour le traitement :

> Des voies respiratoires (asthme, allergie, hyperactivité bronchique, problémes

pulmonaires),

> Pour des troubles hépatiques et de vésicule biliaire (jaunisse),

> "Pour ses propriétés carminatives,

» Les douleurs abdominales,

» L'anorexie.

Au cours des vingt dernieres années 1’efficacité du curcuma dans le traitement des troubles

digestifs et hépatiques a été confirmée par les études scientifiques.

ltching fkln allergy lSore eyes

Boils

Bruises

= . , - Wounds

C ~Insect bites
A ; —Antl Wrinkler:c'(s o Jaundl;e - i
. 3 " Eye y
kin disease & o ic ks Smaet. | Cold

Ringworm 100 oito - Fever I cough
\\repellant -~ Asthma Throat\

Measles  ~piiran pox infections Sinusitis
Small pox g e -~ Hemorrhage Blood
Sprains B purifier
nflammed v 4 Bilia ) P
; y / ry 4 i
joint ,.LAnhritis // Em— 4 Anemia
e~ / : . o
. Stimulant : \ Hepatic
Abdominal
Rheumatis P Utricaria painiColic \ disorders

Anorexia ‘Menstrual Ulcers
difficulties

--
Flatulence
Gastrointes
tinal colic diarrhea

Figure6 : Usage traditionnel de la curcumine [6]
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CURCUMA L.

1.5. Composition chimique de Curcuma L.
Les constituants de curcuma L. sont résumés dans le Tableau 1 [11-13] et les composés
chimiques dans la figure 7

Tableaul : Les constituants de Curcuma L.

Famille de constituants Molécules

De 4 a 14% d’une huile jaune orangé volatile | Cycles aromatiques

- Monoterpénes - Alpha-phellandrénes (1%)
- Sesquiterpénes - Zingibérenes, atlantone (25%)
- Cétones sesquiterpenes - Ar-turmérones (60%)

Pigment phénoliques appelés Curcuminoides

Curcumine (0.3 & 5.4%)

Bisdesméthoxycurcumine

Desméthoxycurcumine

- Dihydrocurcumine, dérivé asymétrique

Polysaccharides Dont un arahino-galactane dénommé « uconane A »
Glucides Amidon : 28% glucose, 12% fructose, 1% arabinos
Divers Résines, protéines, vitamines, minéraux
H
VAR
O O 0
R \ P R, R P R,
—
O = WO
OH OH OH OH
Forme dic¢tonique Forme céto¢énolique
R, R,
curcuming: OCH ; OCH3
diméthoxycurcumine:  H OCHj;
H3C, ,CHs HsC,,CHj HsC,,CHs
HO
HaC | HsC HsC
H3C™ "CHg H3C” “CHs HsC™ “CHs
f—curcuméne ar-curcumene xanthorrizol

Figure7 : Les composés chimiques de Curcuma L.



CURCUMA L.

a. Le rhizome de Curcuma L:

L'extraction du rhizome a l'alcool éthylique, a I'acétone ou au chlorure de méthylene
donne 6 a 10% d'oléorésine, qui contient 35 a 45% de curcumine | et de ses dérivés, la
déméthoxycurcurmine 11 et la bis déméthoxycurcumine 111, connues sous le nom collectif de
curcuminoides La cyclo- curcumine IV a récemment été identifiée, uniquement chez Curcuma
I(figure8) [14,15]. Ces composés donnent au curcuma sa couleur jaune orangé si
caractéristique, alors que I'huile essentielle lui confére son aréme et sa flaveur typiques. [16].

O OH O OH
TTTTTCL ¢
HO OH HO OH

I 11
O OH
T
HO OH
111

Figure 8 : les dérivés de la curcumine
Les rhizomes de Curcuma L. et plusieurs autres especes du genre sont liés a la présence
des huiles essentielles terpéniques abondantes, ainsi que de celle de molécules quasi-
exclusivement spécifique des Zingibéeracées : les diarylheptanoides dont le chef de file est la
curcumine I.
Les curcuminoides, qui sont les principes colorants de la drogue, sont aussi les composeés
les plus intéressants au niveau médicinal. Leur teneur varie beaucoup selon le cultivar (0,3 a

5,4 % en general) et peut atteindre 8 %.

b. L’huile essentielle de Curcuma L.

L'huile essentielle de curcuma L. se compose également en petites quantités de
monoterpenes oxygénes, associés a de petites quantites de sesquiterpénes hydrocarbonés et de
monoterpenes hydrocarbonés. La contribution relative de chaque composant a lI'aréme et a la
flaveur est mal connue. L'ardme de I'huile essentielle distillée a la vapeur est différent de celui

de I'épice, ce qui serait d{l, pense-t-on, a la formation d'artefacts lors de la distillation. [17]
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Figure 9 : les constituants principaux de I’huile essentielle de curcuma L [17]

L’acide arachidonique et ses métabolites ont suscité un intérét accru en raison de leur réle
significatif dans I'inflammation. L'inhibition des enzymes impliquees dans le métabolisme de
I'acide arachidonique a été considérée comme un effet anti-inflammatoire synergique. La
curcumine et ses derivés ont été évalués pour leurs effets inhibiteurs sur l'activité de la
phospholipase A2 et la cyclooxygénase (COX).

Il a été révelé que la curcumine inhibe le métabolisme de I'acide arachidonique et les
activités de la cyclo-oxygénase-2, de la lipo-oxygenase (LOX), des cytokines pro-
inflammatoires, de l'oxyde nitrique inductible, des protéines kinases, des facteurs de
transcription tels que le facteur nucléaire-kB, et la libération de stéroides [18,19]. Il a été
démontré que la curcumine inhibe I'expression de la COX-2 dans les cellules cancéreuses
gastro-intestinales et la peau des souris [20]. Un certain nombre d'études antérieures ont
également indiqué que la curcumine affecte la formation de métabolites dépendants de la COX
et de la LOX et diminue les activités de la PLA2 [21].
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|. L’inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense du corps, suite a une agression. A la suite
d‘une blessure, d’une allergie ou d’un gros effort articulaire, entrainant 1’apparition de signaux
de danger, notre systéme immunitaire réagit. Il va envoyer les petits soldats a 1’attaque des
éventuels contaminants et pathogenes constituant une menace. En arrivant sur le site de
“I’agression”, ces cellules immunitaires vont évaluer les dégats et envoyer des signaux. Ces
signaux auront pour but d’attirer d’autres cellules de I'immunité afin de contrer 1’éventuel
pathogéne qui s’est infiltré. Certaines plantes riches en antioxydants peuvent aider a lutter

contre I’inflammation. [1]

1. Les symptdmes de I’inflammation :

L’inflammation peut toucher de nombreuses parties de notre corps. Le type d’inflammation
que I’on rencontre le plus souvent sont :

v" L’inflammation du c6lon
Articulaire
Cutanee

Musculaire

D N N NN

Touchant les organes du systeme digestif : foie, estomac, intestins, ...

Ces reactions ont pour but la défense de I'organisme et I'inflammation lorsqu'elle est visible
se manifeste classiquement par 4 signes cliniques :

v Une rougeur,

v Une douleur,

v Une tuméfaction,

v Une augmentation de la chaleur

Contrairement a ce que ’on pense souvent, les inflammations ne sont pas forcément
étendues et dues a des soucis de santé. Par exemple, la réaction que notre corps subit apres une

piglre de moustique est bien une inflammation ! [1]

2. Les causes de I'inflammation

*

% L'inflammation peut étre causée par des agressions :
-Physiques (comme le chaud, le froid, les radiations ionisantes),

-Chimiques (occasionnées par des composés acides ou basiques, des toxines bactériennes).

K/
°e

Elle peut étre la conséquence d'une infection (en rapport avec la présence d'organismes

vivants pathogeénes tels que bactéries, virus, parasites ou champignons).
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% Elle peut étre provoquée par une réaction immunitaire secondaire a la réintroduction dans
I'organisme d'un antigene (allergie) tel qu'un antibiotique.
% Elle est enfin souvent la conséquence d'une nécrose tissulaire, elle-méme secondaire a de

nombreuses causes, par exemple une occlusion artérielle. [2]
3. Etapes inflammatoires : [3]

a. Phase vasculaire :

Face a I’agression les cellules sanguines circulantes libérent les amines vasoactives. Une
vasodilatation artérielle et veineuse avec accélération du flux sanguin (érythéme), une
augmentation de la perméabilité vasculaire (cedéme) et la migration et I’activation des cellules
circulantes sont constatés

b. Phase cellulaire :

La diapédése des cellules poly-et mononuclées. Ces cellules sont attirées au site de
I’inflammation par chimiotactisme, puis activées par plusieurs facteurs dont les cytokines et les
prostaglandines ainsi les phospholipases : destructuration des micro-organismes, de
phagocytose, élimination des tissus lésés ou débris cellulaires sont des dérivés de I’acide

arachidonique et des enzymes
c. Phase de réparation :

La formation du tissu cicatriciel qui fait suite a la prolifération des fibroblastes et la

formation des fibres de collagéne et des mucopolysaccharides : matrice cellulaire

Agreseur
Lésion de la membrane cellulaire
Libération des phospholipides membranaires
Action de la Phospholipase A2
Libération de I'Acide Arachidonique

Lipo-oxygénase Cyclo-oxygénase

Médiateurs chimiques de l'inflammation
Augmentation de la perméabilité vasculaire
Phase vasculaire
Diapédese Chimiotactisme
Appel de cellules sanguines

Phase cellulaire

Figurel0 : mécanisme simplifié de I’inflammation
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La réaction de défense est un mécanisme trés puissant développé par ’organisme agressé
mais si elle est entretenue elle devient elle-méme un agresseur dangereux qu’il faut arréter par
les médicaments : ANTI-INFLAMMATOIRES. [3]

1.4 Les anti-inflammatoire :

Les anti-inflammatoires permettent de lutter contre 1’inflammation quelle que soit la cause
de cette inflammation. Ce sont des traitements symptomatiques, c’est a dire qu’ils ne
suppriment pas la cause de I’inflammation mais seulement sa conséquence. Ils ont une action
également sur la douleur. Il existe deux catégories, les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), et les anti-inflammatoires stéroidiens : les corticoides et les anti-inflammatoires
naturels a base de plantes.

a. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) constituent une vaste famille de medicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des
substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH (Adreno Cortico
Tropic Hormone) libérée selon un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse. [4]

b. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) qui agissent par inhibition des iso
enzymes de la cyclo-oxygénase (COX, sont une des classes thérapeutiques les plus utilisées
dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétique et antalgiques.
Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial. lls ont été
découverts il y a plus de 100 ans. Ils restent un élément clé de la gestion pharmacologique de
la douleur aigué et chronique. [5]

c. Les anti-inflammatoires naturels a base de plantes :

Le nombre de composés phytochimigues, trouvé dans le régne végétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composes phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumeés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes. [5]
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Il. Lesenzymes

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Ce sont des macromolécules de
haute masse moléculaire (10 a 100 kDa) présentes dans les cellules de tous les organismes
vivants ou elles jouent un role essentiel en contrélant les procédés métaboliques permettant aux
nutriments d’étre transformés en énergie et en matériaux cellulaire. [6].

Ces enzymes jouent un role dans toutes les fonctions, comme la digestion avec des
enzymes intervenant des le stade buccal comme les amylases. Il existe plusieurs types des
enzymes tel que ; Cyclooxygénase, Glutathion, Lipase... etc. [7]

1. Cyclooxygenase

La cyclo-oxygénase (COX), purifiée pour la premiére fois en 1976 et clonée en 1988,
est I'enzyme clé de la synthése des prostaglandines (PG) a partir de l'acide arachidonique. En
1991, plusieurs laboratoires ont identifie un produit issu d'un second gene ayant une activité
COX et I'ont appele COX-2. Il existe deux isoformes de la cyclooxygenase : Cyclooxygénase-
1(COX-1) Cyclooxygénase-2 (COX-2). [8]

a. Cyclooxygénase-1

La cyclooxygénase-1 (COX-1) a éte decouverte en 1971 et s'est vu attribuée a ce
moment l'explication de I'action biochimique des anti-inflammatoires non stéroidiens.

A cette époque, il a été constaté que les composés appartenant a la méme classe que
I'aspirine avait la propriété de diminuer la production de prostaglandines; cette inhibition a tout
logiquement été attribuée a une action sélective sur la (COX-1). [9]

La COX-1 est une enzyme principalement constitutive largement exprimée dans la plupart
des tissus, notamment :

» La muqueuse gastro-intestinale (Gl), prostaglandine E2 (PGE2),
Les plaquettes,
L'endothélium,

Les reins,

YV V V V

L'utérus,
» Dautres tissus tels que le systeme nerveux.
Elle a un réle de " ménagere ", car elle est principalement impliquée dans I'noméostasie

tissulaire. [10]
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b. Cyclooxygénase-2

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est présente dans les cellules inflammatoires (PGE2), le
rein (PGI2) et d'autres tissus, notamment vasculaires elle a été découverte en 1990 et rapidement
associée aux phénomeénes inflammatoires pouvant toucher l'organisme. Elle a été mise en
évidence apres que certaines études aient prouvé que la quantité de protéines COX augmentait
dans les états inflammatoires, suggérant la présence d’une forme inductible de la cyclo
oxygénase.

La COX-2 est une enzyme principalement inductible, considérée comme principalement
responsable de la production de prostanoides dans I’inflammation. Bien que la COX-2 ait un
r6le majeur, la COX-1 contribue également au stade initial de l'inflammation

L'un des principaux stimuli de I'induction de la COX-2 sont les cytokines (telles que
I'interleukine-1, IL-1 et le facteur de nécrose tumorale-a, TNF-a). [10]

Les enzymes cyclooxygénase-1 et cyclooxygénase-2 (COX-1 et COX-2) catalysent la
conversion de l'acide arachidonique en prostaglandine (PG) H2, le précurseur des PG et du
thromboxane. Ces médiateurs lipidiques jouent un rdéle important dans I'inflammation et la
douleur ainsi que dans les fonctions physiologiques normales. Si de nombreuses donnees
indiquent que l'isoforme inductible, la COX-2, joue un role important dans lI'inflammation et la
douleur, il a également été suggéré que l'isoforme exprimée de maniére constitutive, la COX-
1, joue un réle dans les processus inflammatoires. [11]

Les iso enzymes COX-1 et COX-2 ont des fonctions biologiques différentes ; ’activité
analgésique est principalement (mais pas exclusivement) associée a I'inhibition de la COX-2,
tandis que des effets secondaires différents résultent de I'inhibition de la COX-1 et de la COX-
2. [12]

2. PHOSPHOLIPASE « PLA2 »

Phospholipases PLA; a été impliqué dans les diverses conditions pathologiques comme
I'arthrite rhumatoide, les maladies cardio-vasculaires, les désordres et le cancer neurologigues.
La communauté scientifique se concentre sur la recherche des inhibiteurs puissants et sélectifs
de chaque classe de PLA; afin d'identifier les nouveaux agents médicinaux. Aujourd'hui, seul
un inhibiteur la lipoprotéine associée de PLA: (LpPLA?) a atteint les jugements cliniques pour

le traitement de I’athérosclérose [14].
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En dehors de leurs fonctions digestives ou métaboliques, les phospholipases A2 (PLA:)
sont essentiellement connues pour leur rdle dans la biosynthese de médiateurs lipidiques, qui

necessite la libération de précurseurs tels que ’acide arachidonique.

!/OB/\/\/\/\/\/\/\/
™ Ho™
+ O;Pf) \”g(CHJ)J
0@ 0
N
1-Palmitoyl-2-arachidonyl-phosphatidylcholine Arachidonic acid 1-Palmitoyl-lysophosphatidylcholine

Figure 11 : Exemple de réaction catalysée par les PLA [4]

Les phospholipases représentent une super famille d’enzymes ubiquitaires chez les
organismes eucaryotes supérieurs appartenant a la classe des estérases. On distingue deux sous-
classes :

» Les phosphodiestérases regroupant les phospholipases C et D.
» Les acylhydrolases rassemblant les phospholipases A1, Az2et B.

Les phospholipases A> (PLA2) hydrolysent de maniére spécifique la liaison ester en
position sn-2 des glycérophospholipides de la série L (sn : numérotation stéréospécifique),
libérant d’une part un acide gras et un lys phospholipide, d’autre part [13]. Elles sont impliquées
dans diverses réponses cellulaires et biochimiques, comme :

¢ La transduction du signal.

o
*¢

*

La défense vis- a- vis des agents pathogenes.

>

R/
*

L’agrégation plaquettaire menant a la coagulation sanguine.

D)

>

R/
*

La digestion des lipides d’origine alimentaire.

D)

R/
*

Le métabolisme des phospholipides membranaires ce qui permet la restructuration des
membranes biologiques.
Les phospholipases sécrétées, dans la majorité des cas, requierent pour leur activité une
concentration en calcium de I’ordre du Mili molaire. Ce calcium intervient aussi bien dans la
fixation du substrat que dans la catalyse.

Selon leur structure primaire les phospholipases ont été classées en plusieurs groupes
[14, 15].
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% Les phospholipases Az de groupe | (PLA2-1) possédant 7 ponts disulfure avec un pont
caracteristique entre les cystéines 11 et 77. Ce groupe rassemble essentiellement les PLA
pancréatiques de mammifeéres.

% Les phospholipases de groupe Il (PLA2- Il) caractérisé par un pont disulfure entre les
cystéines 50 et C- terminal. Ce groupe englobe les PLA; sécrétées non pancréatiques de
mammiferes.

% Les phospholipases de groupe I11 possédant une chaine polypeptidique de 128 acides aminés
avec 4 a 5 ponts disulfure. Ce groupe réunit les PLA> des venins d’abeille Apis melifera, et
du lézard Heloderma suspectum [16].

% Plus récemment d’autres groupes de PLA ont été décrits. Chez ’homme, les PLA2-V,

PLA;. X [24] et PLA,-XII constituent de nouveaux groupes de PLA; sécrétées.

3. Les inhibiteurs des enzymes étudiées

La curcumine est un compose complexe constitué par des fonctions chimiques pouvant
évoluer en fonction de ’environnement direct, de la présence de différents types de solvants,
de la température et de la présence de lumiére. Cette complexité confére a la curcumine une
large collection d’interactions possibles qui multiplient le nombre de cibles moléculaires
potentielles. C’est un composé amphiphile car elle posséde un centre et des extrémités polaires
qui sont séparées par deux maillons insaturés apolaires. [17]

Dans la littérature, il a été constaté que la curcumine a été étudiée pour son activité
inhibitrice de la COX en utilisant des vésicules seminales bovines, des microsomes et du cytosol
provenant d'homogénats d'épiderme de souris a montré une valeur IC50 de 2 uM [18], 52 uM
[19], et 5-10 uM [20-21], respectivement.

Les dérivés de la curcumine choisies pour notre étude sont reportés dans le tableau2.

Tableau 2 : Structure de la curcumine et ses dérivés
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Introduction

La modélisation moléculaire est un outil destiné aux chercheurs préoccupés par la
structure et la réactivité des molécules [1]. Elle regroupe les différentes méthodes qui
permettent d’étudier des systémes moléculaires. Elle repose sur deux formalismes théoriques
totalement différents :

» La mécanique quantique qui tient compte des électrons et s’appuie sur la résolution
1I’équation de Schrodinger pour décrire les interactions.
» La mécanique moléculaire ou les atomes sont représentés par des sphéres ayant une

masse et possédant une charge et les liaisons sont décrites comme des ressorts.

. Meéthodes quantiques :

La mécanique quantique est le prolongement de la théorie des quanta, issue des travaux de
Planck, de leur interprétation par Einstein et de leur application a la théorie atomique par Bohr
et Sommerfeld. Elle explique la quantification de certaines grandeurs (énergie, moment
cinétique).

La chimie quantique definit la structure moléculaire comme un noyau autour duquel
gravitent des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en un point et représentés
par des orbitales [2]. Les équations de la chimie quantique sont basées sur la résolution de
I’équation de SCHRODINGER qui s’écrit pour les états stationnaires.

HY=EY
Ou:
H : Hamiltonien total d’une molécule comportant N noyaux et n électrons.
¥ : Fonction d’onde da la molécule.
E : Energie totale d’'une molécule

a. Meéthodes ab-initio (Hartree- Fock- Roothann):

Les méthodes ab-initio sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales sont
calculées rigoureusement et il n’y a pas d’approximations a faire sauf celle de Born
Oppenheimer et ’approximation CLOA.

Dans les méthodes ab-initio, toutes les particules (noyaux et électrons) sont traitées

explicitement. On n’utilise aucun parametre empirique dans le calcul de I’énergie.
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b. Méthodes semi-empiriques :
Les méthodes semi empiriques ne considérent que les électrons de la couche de valence,

les électrons des couches internes sont inclus [3].

. Mécanique Moléculaire (MM)

Cette technique calcule I'énergie des atomes (et non plus des électrons) au moyen
d'approximations semi-classiques. La simplification considérable des calculs qui en résulte
permet de travailler sur des molécules de grande taille, telles que les macromolécules
biologiques (protéines, acides nucléiques), ou sur des systémes comportant un grand nombre
de molécules.

La mécanique moléculaire a pour but de calculer I'énergie potentielle d'une molécule
(ou d'un systeme de molecules) en fonction des coordonnées des atomes :

Ep: f ZFl ; I-’;b ........ —Fn)

OuT représente le vecteur position de l'atome i [4].

» La mécanique moléculaire utilise les approximations suivantes :

» Chaque atome constitue une particule ;

» L’atome est considéré comme une sphére rigide ayant un rayon et une charge déterminés

> Les énergies sont calculées par des formules dérivées de la mécanique

La Mécanique Moléculaire (MM) basée sur les calculs de mécanique classique qui permet
de calculer I'énergie stérique du systeme. Elle utilise comme outil le "champ de force"

a. Modélisation par champs de force :

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

termes liés et de celles des termes non liés. [5]

Etota=EstretchtEbendtEtorstEvan der waaistEeletro™-----

N VAN J
hd '

Eatomes—liés Eatomes—non—liés

On appelle champ de force le modéle mathématique représentant I'énergie potentielle
d'une molécule en mécanique moléculaire. Sous ce terme sont en fait regroupés deux éléments:
d'une part l'expression des différentes fonctions contribuant au calcul énergétique et d'autre part
les valeurs des différentes constantes paramétrant ces fonctions.

Ce potentiel empirique est constitué de deux parties représentant les interactions entre

atomes non liés (électrostatique et Lennard-Jones) et les interactions entre atomes liés
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(représentation harmonique des déformations des liaisons, des angles de valence et des barriéres
énergétiques des angles de torsion propres et impropres). [6]

b. Différents champs de forces en mécanique moléculaire :
Il existe de nombreux champs de force et de nombreuses maniéres de définir I'énergie
potentielle. Parmi les champs de forces les plus connus :

» MMFF (Merck Molecular Force Field),
CFF (Conformément Field Force) et CVFF (Consistent Valence Force Field).
GROMOS (Groningen molecular Simulation Program Package) [7].
AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) [8].
CHARMM (chemistry at harvard using molecular mechanics) [9,10].

YV V V V V

MMF94X implémenté dans le logiciel (Molecular Operating Environment MOE)
spécialisés dans le traitement des molécules biologiques, telles que les acides nucléiques

et les proteines. [11]

. Dynamique moléculaire (DM) [12]

La dynamique moléculaire a pour but de simuler le mouvement des atomes au cours du
temps, a partir de I'énergie potentielle calculée par la mécanique moléculaire. Elle permet donc
de calculer I'énergie cinétique.

La dynamique moléculaire requiert un jeu de coordonnees et vitesses initiales. La
géométrie de départ utilisée provient d’une structure établie expérimentalement lorsque c¢’est
possible, sinon elle est générée a partir du champ de force utilisé. L’énergie du systéme est
minimisée afin d’éliminer toutes les interactions fortement défavorables, qui, si elles étaient
conserveées, perturberaient la simulation. Les vitesses initiales sont attribuées selon la statistique
de Boltzmann.

Une dynamique moléculaire se compose de trois phases distinctes :
- Thermalisation
Il s’agit de chauffer le systéme pour I’amener a la température souhaitée.

On utilise comme structure initiale la structure minimisee.

On tire aléatoirement le jeu de vitesse initiale, soit a Zéro a des vitesses correspondants
a quelgues dizaines de Kelvin. On integre ainsi les équations du mouvement en multipliant
régulierement les vitesses afin d’augmenter la température jusqu’a la température de référence
(généralement 300K).

Une montée en température demande en général 2 a 10ps de simulation (200 a 1000 pas

d’intégration At).
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- Equilibration
C’est une phase importante au cours de laquelle on stabilise la température du systeme,
il y a alors un échange important entre énergie potentielle et énergie cinétique. C’est une phase
ou on contrdle régulierement la température que ’on raméne dans la fenétre souhaitée. La
température de déviation se fait suivant un processus de relaxation ou la température est

recalculée aprés chaque étape et ramenée a la température de référence par la formule :
d/dtT=77(To - T)
Avec 7: temps de relaxation
To: Température de référence
T : Température du systéme
Durant la phase d’équilibration la valeur de 7 doit étre assez petite pour permettre un

couplage efficace (généralement 7= 10 fs) Cette phase peut durer de 10 a 20 ps.

- Dynamique ou production

C’est la phase réellement exploitable qui dure en moyenne de 60 a 100 ps. Au cours de cette
simulation, on doit sauvegarder les conformations, énergies..., toutes les 0.05 ou 0.1 ps.

La dynamique la plus classique se fait a température constante avec un scaling des vélocites,
mais un temps de relaxation plus grand (0.1 a 0.4 ps) pour permettre d’évaluer 1’équilibre propre

du systeme.

. Le Docking moléculaire

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

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

Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires : le

Docking et le Scoring.
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» Le Docking (la premicre) : est ’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le
site actif de la protéine et & échantillonner les conformations, positions et orientations
(poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les
plus favorables.

» Le Scoring (la deuxiéme) : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer Iaffinité
entre le Ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase
de Docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles
proposeée. [13]

4.1. Les outils du Docking moléculaire :

Les logiciels de Docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent
avec une cible biologique d’intérét thérapeutique (protéine).

a. Ligand : un ligand (du latin ligandum, liant), est un atome, un ion ou une molécule
portant des fonctions chimiques lui permettant de se lier a un ou plusieurs atomes ou
ions centraux. Le terme de ligand est le plus souvent utilisé en chimie de coordination
et en chimie organomeétallique (branches de la chimie inorganique).

La structure des ligands est obtenue par deux moyens :

» Le premier : consiste a utiliser des ligands du pdb ou de la littérature qu’on peut dessiner,
optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2...) gréace a des logiciels
de construction moléculaires tels que Titan.

» Le deuxieme : consiste a utiliser des collections de molécules (chimiotheques) virtuelles
aussi bien commerciales, est constituée de bases de données de structures chimiques
appelés chimiotheques ou espaces chimique les plus utilisées, nous citons laPubChem.

b. Récepteur : Est macromoléculaire étant le plus souvent une protéine ; pour I’obtention
des récepteurs, on utilise les structures 3D des protéines qui sont accessibles
gratuitement dans la banque de donnée PDB (http://www.rcsh.org/pdb/). 1l s’agit d’une
grande archive de données structurales de macromolécules biologiques : protéines et
acides nucléiques (ADN, ARN). Les données structurales sont obtenues par
cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN et sont accessibles gratuitement sur
internet via des sites Web définis de ses organisations membres dont : RCSB PDB,
PDBj, PDBe,...ctc.

En mois de mai 2018, la PDB compte plus de 141616 structures de bio-macromolécules.[14]
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Figurel2 : Interaction récepteur- ligand.

4.2. Protocole générale de Docking :

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par des

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

successives :

>
>

Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),
Exploration conformationnelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou
flexible position/orientation/forme du ligand),

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

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

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

Un algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison, un
mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour

classer les différents modes de liaison [15]
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1.1

1.2

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans ce chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes utilisées ainsi les résultats

et les discussions obtenues dans le cadre de notre travail.
Matériels :

Ressources informatiques :

A. Ordinateurs :

e Un processeur Intel ® Celeron ® N3350 CPU @ 1.10 GHz équipé avec 4Go de
mémoire RAM.
e Un processeur Intel ® Core ™ i7-3770 CPU @ 3.40 GHz équipé avec 4Go de
mémoire RAM.

Logiciels utilisés

a. Molecular Operating Environment MOE 2014

MOE (Molecular Operating Environnement) est un package c’est-a-dire un ensemble de
plusieurs logiciels destiné a la conception assistée par ordinateur de molécules biologiquement
actives. Celui-ci permet d’effectuer plusieurs taches pendant un temps trés réduit. I permet de
dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir la meilleure conformation de ces molécules.
Il permet également de docker plusieurs ligands rassemblés dans une base de données dans le
site actif d’une protéine de maniere successive. MOE présente une forme de Docking flexible
dans lequel le récepteur et le ligand change de conformation et s’adaptent a I’environnement.
Il est également possible de représenter I’enzyme et son ligand primitif. [1]

b. Chem DRAW Ultra 8.0

ChemDraw est I’outil de choix le plus complet pour les chimistes et biologistes, il leur
permet de créer des modeles tridimensionnels, de visualiser, d’analyser et de déterminer les
propriétés des molécules. C’est un logiciel qui est préts a étre utilisés dans des carnets de

laboratoire électroniques, des publications et des bases de données. [2]
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Il. Protocole du Docking

Préparation de la structure

l

Téléchargement des protéines a
partir de la base de données

Elimination des

molécules

.

Elimination des inhibiteurs
de Co-cristallisation

Minimisation d’énergie

e

N

Structure de départ (protéine) avec
le champ de force MMFF94x
implémenté dans logiciel MOE

Les ligands le champ de force
MMFF94x implémenté dans logiciel
MOE

v

Complexes ligands — proteine (le positionnement des
inhibiteurs dans le site actif au cours du Docking).

v

Recherche de la meilleure pose (conformation)

'

Bilan d’énergie

Figure 13 : schéma présentatif du Protocol de calcul pour le Docking moléculaire.

IIl1. Présentation des enzymes

Nous avons choisi trois enzymes pour effectuer ce travail. Ces enzymes sont :

La cyclo oxygénase (COX- 1 et COX-2) et la phospholipase (PLA?). Les trois enzymes sont

impliquées dans I’inflammation.

1. Cyclooxygénase

Une cyclo oxygénase (COX), ou prostaglandine-endoperoxyde synthase (PTGS), est

une oxydoréductase qui catalyse la réaction :

Arachidonate + AH, + 0, <~—— Prostaglandine H, + A +H,0
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Ces enzymes permettent la formation des prostanoides (prostaglandines, prostacyclines
et thromboxanes) a partir de I'acide arachidonique [3]. Son action est inhibée par les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme I'aspirine.

Les COX-1 font partie d'une famille d'enzymes constitutives de l'organisme, qui se
trouvent dans une immense majorité des cellules, et impliquées dans de nombreux mécanismes.
Leur activité est indirectement liée a la production des thromboxanes.

Les COX-2 font partie d'une famille d'enzymes inductives par de multiples facteurs pro-
inflammatoires (cytokines, interférons...). [4]

Figureld : COX-1 non simplifiee Figurel5 : COX-2 non simplifiée
2. Phospholipase PLA>
Les phospholipases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons esters des
phospholipides. [5]
Il existe quatre liaisons esters dans un phospholipide :
» Entre chacun des acides gras et le glycérol
> Entre le glycérol et le phosphate

» Entre le phosphate et 1’alcool (choline, éthanolamine, sérine, glycérol, inositol, ...)

Phospholipases

A1(EC. 3:1.1.32)

/\/\/\/\/\/\/\/\/‘-“)'5_('"'1

AAANANANAANANNA/C —()—< H
A2 (EC. 3.1.1.4)

CH —O— O —é—/\lrf‘om
C (E.C. 3.1.4.3) D
(E.C. 3.1.4.4)

Figurel6 : les liaisons esters de la phospholipase. [6]
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Les phospholipases A2 forment un groupe d'enzymes qui hydrolysent la liaison ester

des acides gras en position sn-2 des phospholipides. Ces enzymes jouent un rble clef dans la

biosynthése du PAF-acether et dans la libération d'acide arachidonique, précurseur des

prostaglandines et des autres eicosanoides, impliques dans les processus inflammatoires et

allergiques [7]. Les PLA2 secrétées sont les mieux caracterisees.

Figurel?7 : PLA2 non simplifiee

Dans le tableau 3 on représente les différentes données cristallographiques pour les trois

enzymes etudiées.

Tableau 3 : Données cristallographique pour les trois enzymes

Enzyme Classification Poids Chaine Longueurs Angles Reésolution

(KDa)
COX-1
Code  Oxydoréductase 144.03
(5U6X)
COX-2
Code  Oxydoreductase 276.18
(1CX2)
PLA2
Code Hydrolase 87.17
(1IKVO)

A

(A)
a=181.463
b=181.463
c=103.5
a=180.34
b =133.92
c=121.14
a=64.62
b =114.44
c=64.71
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IV. Présentation des inhibiteurs

La curcumine est donc un composé issu du milieu naturel possédant de nombreuses
fonctions chimiques accompagnées d’une structure la rendant particulierement adaptable a
plusieurs cibles moléculaires. Ceci lui procure une importance dans le domaine de la santé car
elle est capable d’agir sur des cibles impliquées dans plusieurs processus physiopathologiques

dont le plus étudié a ce jour est la cancérologie et I’inflammation. [8]

La curcumine et ses dérivés utilisés comme inhibiteurs des enzymes étudiées sont

reporté dans le tableau 4.

Tableau 4 : Propriétés de la curcumine et ses dérivés choisis pour notre étude.
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Ligand Propriété
S S

Toxic : no
e e Rsynth : 100.00%
Weight : 308.33

O N 7 O g/mol TPSA : 74.60
A2
o logP : 3.35

L1 logS : -3.96

Toxic: no
0 0 Rsynth:
100.00%

; N 7 Weight: 338.36 g/mol
TPSA: 83.83 A2
o ‘ logP : 3.36

L2 logS : -4.01

Toxic : no
@ Q Rsynth : 100.00%
Weight : 368.38

HaCO N G O OCH; g/m0| TPSA - 93.06
A2
N O logP : 3.37

L3 logS : -4.06

Toxic : no

oHa e THa Rsynth : 100.00%
Weight : 230.35

cHs g/mol TPSA : 17.07
A2

logP : 4.20

L4 logS : -4.29

Toxic : no

Rsynth : 17.65

%

Weight : 232.37
g/mol TPSA : 17.07
A2

logP : 4.46

logS : -3.95

HaC

L5

Toxic : no

Rsynth :

18.75%

Weight : 218.34
g/mol TPSA : 17.07
A2

L6 logP : 4.07

logS : -3.43

Toxic : no

THs ° FH Rsynth :
18.75%
= e, Weight : 218.34
g/mol TPSA : 17.07
A2
H,C

L7 logP : 4.07
logS : -3.43
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L8

Toxic : no

Rsynth :

0.00%

Weight : 204.36
g/mol TPSA : 0.00
A2

logP : 5.04

logS : -4.69

L9

Toxic : no

Rsynth :

46.67%

Weight : 202.34
g/mol TPSA : 0.00A2
logP : 4.84

logS : -5.22

L10

Toxic : no

Rsynth :

0.00%

Weight : 218.34
g/mol TPSA : 20.23
A2

logP : 4.55

logS : -4.54

L11

Toxic : no

Rsynth : 100.00%
Weight : 368.38
g/mol TPSA :
85.22A2

logP : 3.40

logS : -4.02

OMe

OH

Toxic : no

Rsynth : 100.00%
Weight : 368.38
g/mol TPSA :
93.06A2

logP : 3.37

logS : -4.06

OMe

HO
L3 trans

OH

Toxic : no

Rsynth : 100.00%
Weight : 368.38
g/mol TPSA
:93.06A2

logP : 3.37

logS : -4.06

OH (0]

HO OH

L3 énol

Toxic : no

Rsynth : 100.00%
Weight : 368.38
g/mol TPSA
196.22A2

logP : 3.85

logS : -4.03
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OCH;,

Toxic : no
Rsynth : 100.00%

Weight : 338.36
g/mol TPSA :86.99
A2

logP : 3.84

logS : -3.98

HO OH
L2 énol

Toxic : no

Rsynth : 100.00%
Weight : 308.33
g/mol TPSA
:77.76A?

logP : 3.84

logS : -3.93

OCH,

A AP N F

HO OH
L1 énol

V. Démarche a suivre

1. Préparation du ligand :
Les ligands (inhibiteurs) sont dessinés en utilisant le logiciel Chemdraws8.0.
L’optimisation a été effectuée a I’aide de logiciel MOE. (Molecular Operating Environment)
[12].

2. Préparation de L’enzyme :
Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Bookhaven Protein Data Bank.
Simplification une des deux chaines.
Elimination des molécules d’eau.
Elimination des inhibiteurs de la Co-cristallisation
Détermination du site actif des enzymes : Les enzymes sont constituées de plusieurs sites actifs.
Le logiciel MOE nous a permis d’identifier et présenter les résidus qui forment le site actif en
utilisant le module « Site Finder » qui comprend un outil pour la détection de la cavité
enzymatique, ainsi que le site le plus favorable. [9,10]

3. L’optimisation des enzymes et des inhibiteurs :
L’optimisation de la géométrie des trois enzymes figure 18,19,20 a eté exécutée a 1’aide du
champ de forces MMFF94x implémenté dans le logiciel MOE (Molecular Operating
Environment). [11]

La chaine principale a été maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles.

Cette approximation permet aux chaines latérales des protéines de trouver plus facilement la

position dans laquelle les interactions sont les plus favorables.
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4. Docking moléculaire :
Apreés la préparation des enzymes et les inhibiteurs nous arrivons a 1’étape du Docking
moléculaire c¢’est-a-dire le positionnement des inhibiteurs dans le site actif de 1’enzyme, une
fois que le complexe est formé nous allons effectuer un calcul de mécanique moléculaire pour

chercher la conformation la plus stable, et enfin I’analyse des résultats. [12]

Figure20: PLAé simplifiée (code : 1KVO)
VI. Résultats et discussions.

Les résultats des énergies des complexes formés entre COX-1, COX-2 et PLA2 et les

différents ligands choisis pour notre étude sont regroupés dans les tableaux (5,6) suivants :
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Tableau 5 : Energies des complexes formés entre I’enzyme COX-1 et COX-2 et les dérives

de la curcumine.

Enzyme Enzyme
COX-1 (5U6X) COX-2 (1CX2)
Nombre RMSD RMSD
Complexes | ™" || i do poses | Koalimol
poses
Ligand de référence 10 -10.9201 | 5.8555 | 10 -9.7760 1.3776
Enzyme_L1 9 -6.5680 21739 |9 -7.0730 1.4054
Enzyme_ L2 10 -7.5241 1.9051 10 -6.7230 3.2628
Enzyme _L3 10 -7.3681 2.3110 | 10 -6.7999 2.5378
Enzyme L4 9 -5.7942 1.6271 | 10 -5.8835 1.1008
Enzyme L5 10 -5.1910 3.1645 9 -5.6591 1.2152
Enzyme L6 8 -6.3154 1.6137 10 -5.9353 1.7424
Enzyme L7 10 -6.1741 2.4415 10 -5.5027 2.3173
Enzyme L8 10 -6.2759 1.4325 | 10 -5.8773 1.5788
Enzyme L9 9 -6.2175 1.6650 |9 -6.1669 1.3332
Enzyme L10 10 -6.5803 1.0241 |9 -6.0981 3.5939
Enzyme L11 9 -6.8320 2.8679 |10 -6.6799 1.0362
Enzyme_L3 trans 9 -7.9300 24069 |8 -71.3772 2.4395
Enzyme_L3 cis 10 -7.4814 1.3851 | 10 -7.0258 1.6031
Enzyme_L3 énol 10 -8.4025 1.6060 | 10 -7.5298 1.4424
Enzyme_L2 énol 10 -7.4926 21920 |10 -7.0391 1.8811
Enzyme_ L1 énol 8 -6.6031 2.0640 |9 -7.2262 1.5867
Enzyme F1 8 -5.8735 3.5829 |10 -6.1072 6.9326
Enzyme _F2 5 -6.0044 3.0769 |7 -5.1403 5.1447
Enzyme_|I 7 -6.5074 3.8161 |9 -5.7111 5.2718
Enzyme Z 9 -5.5985 49576 | 10 -6.0464 1.4351
COX-1

Ecomplexe 506X 13 énol > Ecomplexe 5U6x_L2 ¢nol > Ecomplexe 5Ux_L3 trans > Ecomplexe s5Usx_L2 >
Ecomplexe 5U6x_L3 cis > Ecomplexe susx_ L3 > Ecomplexe susx_L11 > Ecomplexe 5U6x_L1 ¢énol >
Ecomplexe_5U6x_L10 Ecomplexe_5Usx_L1 > Ecomplexe_5U6x_L6 > Ecomplexe_5U6x_L7 énol™ Ecomplexe 5U6x_L18

Ecomplexe_5U6x_L9> Ecomplexe_5U6x_L4 >Ecomplexe_5U6X_L5
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Ecomplexe_5U6x_L2> Ecomplexe_susx_L3> Ecomplexe_sU6x_L1
Le complexe 5U6X_L2 est plus stable que le complexe SU6X L3, I’introduction d’un
groupement méthoxy au niveau du deuxieme cycle aromatique diminue la stabilité du
complexe 5U6X_L3.
Le complexe 5U6X_L3 est plus stable que le complexe 5U6X_L1 due a la présence des
groupements méthoxy ce qui augmente la stabilité du complexe 5U6X_L3.
Ecomplexe_susx_L3 €nol> Ecomplexe_5U6x_L2 €n0l > Ecomplexe_suex_L1 €NoOl

Le complexe 5U6X_L3 énol est plus stable que le complexe 5U6X_L2, I’effet donneur
de deux groupement methoxy augmente la stabilité du Complexe_5U6X_L3 énol par
rapport au EComplexe 5U6X_L2 énol
Le complexe 5U6X_ L2énol est plus stable que le complexe 5U6X Llenol, ’absence
du groupement methoxy dans le ligand L1 énol diminue la stabilité du complexe
5U6X_L1lenol

Ecomplexe 5Usx_L4> Ecomplexe 5U6x_L5
Le complexe 5U6X_L4 est plus stable que le complexe 5U6X_L5, la conjugaison du
cycle aromatique augmente la stabilité du complexe 5U6X_LA4.

Ecomplexe 5Usx_L6™> Ecomplexe 5U6x_L7
Le complexe 5U6X_L6 est plus stable que le complexe 5U6X L7, la conjugaison a
I’intérieur du cycle augmente la stabilité du complexe 5U6X_L6 par rapport au
complexe 5U6X_L7, la conjugaison a I’extérieur du cycle.

Ecomplexe 5U6x_L9™> Ecomplexe 5U6x_L8
Le complexe 5U6X _L9 est plus stable que le complexe 5U6X L8 la conjugaison du
cycle aromatique augmente la stabilité du complexe 5SU6X L9 ce n’est pas le cas dans
le complexe 5U6X L8 (pas de conjugaison dans le cycle).

Ecomplexe_5U6x_L10> Ecomplexe_5U6x_L9
La présence d’un groupement (hydroxyle) augmente la stabilité du complexe
5U6X_L10 par rapport au complexe 5U6X_L9.

Ecomplexe_sUsx_L3 trans> Ecomplexe_sUsx_L3 CIS

Le complexe 5U6X_L3 trans est plus stable que le complexe 5U6X _L3 cis, lorsque les
groupements sont de part et d’autre du plan, il n’y a pas de gene stérique ce qu augmente
la stabilité du complexe Complexe 5U6X L3 trans par rapport au complexe 5U6X
_L3cis.
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COX-2
Ecomplexe 10X2_L3énol > Ecomplexe_1cx2 Lstrans > Ecomplexe_1cx2_L16nol >  Ecomplexe 1cx2 L1 >
Ecomplexe_1cx2 L2¢nol > Ecomplexe_1cx2_L3cis >  Ecomplexe_1cx2 L3 >  Ecomplexe_1cx2 L2 >
Ecomplexe_1cx2_1L11>Ecomplexe_1cx2_L9™>Ecomplexe_1cx2_110>Ecomplexe_1cx2_L6™>Ecomplexe 1cx2 L4
> Ecomplexe_1cx2 L8> Ecomplexe_1cx2_L5 > Ecomplexe_1cx2_L7
Ecomplexe_1cx2_L1> Ecomplexe_1cx2_L3> Ecomplexe_1cx2_L2
> Le complexe 1CX2_ L1 est plus stable que le complexe 1CX2_L3, la présence de deux
groupements Methoxy (OCHs) provoque une géne stérique donc diminution de la
stabilité du complexe.
Le complexe 1CX2_L1 est plus stable que le complexe 1CX2_L2.la présence d’un seul
groupement méthoxy au niveau du ligand L2 diminue la stabilité du
Complexe_1CX2 L2
Ecomplexe_1cx2_L3 €nol> Ecomplexe_1cx2_ L1 €énol > Ecomplexe_1cx2_L2 énol
> Le complexe 1CX2_L3 énol est plus stable que le complexe 1CX2_L2 énol la présence
deux groupements méethoxy au niveau du ligand L3 augmente la stabilité du Complexe
EComplexe_1CX2_L3 énol
Ecomplexe_1cx2_L4> Ecomplexe_1cx2 L5
> Le complexe 1CX2_L4 est plus stable que le complexe 1CX2_L5, la conjugaison du
cycle aromatique augmente la stabilité du complexe 1CX2 L4 ce n’est pas le cas dans
le complexe 1CX2_L5
Ecomplexe_1cx2 L6> Ecomplexe_1cx2 L7
> Le complexe 1CX2_L6 est plus stable que le complexe 1CX2_L7, la conjugaison a
I’intérieur du cycle augmente la stabilité du complexe 1CX2_L6 par rapport au
complexe 1CX2 L7, la conjugaison a I’extérieur du cycle.
Ecomplexe_1cx2_L9> Ecomplexe_1cx2_L8
> Le complexe 1CX2_L9 est plus stable que le complexe 1CX2_L8 la présence du cycle
aromatique augmente la stabilité du complexe 1CX2 L9 ce n’est pas le cas dans le
complexe 1CX2_L 8 (pas de conjugaison dans le cycle).
Ecomplexe_1cx2 19> Ecomplexe_1cx2_L10
> Le complexe 1CX2_L9 est plus stable que le complexe 1CX2_L10, la présence du
groupement hydroxyle diminue la stabilité du ligand parce qu’il provoque une géne

stérique.
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Ecomplexe_1cx2_L3 trans> Ecomplexe_1cx2_L3 CiS
> Le complexe 1CX2_L3 trans est plus stable que le complexe 1CX2_L3 cis, lorsque les
groupements sont de part et d’autre du plan il n’y a pas de géne stérique ce qui augmente
la stabilité du complexe Complexe_1CX2_L3 trans par rapport au Complexe_1CX2 L3
cis.

Tableau 6 : Energies des complexes formés entre I’enzyme PLA2 et les dérivés de la curcumine

Ligands  [home |G | ™
Ligand de référence 10 -9.4727 2.6375
1KVO_L1 7 -6.4660 3.4660
1KVO_L2 10 -6.8939 3.4553
1KVO_L3 7 -6.8961 2.2285
1KVO_L4 9 -6.2437 2.4004
1KVO_L5 10 -5.7752 2.1693
1KVO_L6 7 -5.8049 1.2427
1KVO_L7 9 -6.0684 1.3378
1KVO L8 10 -5.7259 1.9385
1KVO_L9 8 -6.0042 1.0379
1KVO_L10 10 -5.9383 1.6105
1KVO_L11 7 -6.4500 1.5757
1KVO_L3 trans 10 -7.7091 1.5701
1KVO_L3cis 10 -8.1135 1.2128
1KVO_L3 énol 10 -7.5597 1.2132
1KVO_L2 énol 9 -7.9008 1.7247
1KVO_L1 énol 8 -8.1414 1.0414

EComplexe_lKVO_Llénol > ECompIexe_lKVO_LBCis > ECompIexe_lKVO_LZénoI > ECompIexe_lKVO_L3trans >
Ecomplexe_1kvo L3¢nol >  Ecomplexe_1kvo L3 > Ecomplexe_itkvo L2 > Ecomplexe_1kvo L1 >
Ecomplexe_1kvo_L11> Ecomplexe_1kvo_L4> Ecomplexe_1cx2_L7> Ecomplexe_1kvo_L9 Ecomplexe_1kvo_L10
> Ecomplexe_1kvo_L6> Ecomplexe_1kvo_L5> Ecomplexe_1kvO_L8
Ecomplexe_1kvo_L2> Ecomplexe 1kvo_13> Ecomplexe_1kvo L1
» Lecomplexe 1KVO_L2 est plus stable que le complexe 1KVO_L3, la présence de deux
groupements methoxy dans deux cycles benzéne différents provoque une géne
stérique donc diminution de la stabilité du complexe.
» Le complexe 1IKVO L3 est plus stable que le complexe 1KVO_L1 cette stabilité est

due a la présence de deux groupements méthoxy.

45



RESULTATS ET DISCUSSIONS

Ecomplexe_1KvO_L3 énol> Ecomplexe_1kvo_L2 énol > Ecomplexe_1kvo_L1 énol
> Le complexe 1KVO_L3 énol est plus stable que le complexe 1IKVO_L2 énol, la
présence du deux groupement methoxy augmente la stabilité de complexe
> Lecomplexe 1IKVO _ L2 énol est plus stable que le complexe 1KVO_L1 énol, ’absence
du groupement methoxy dans le ligand L1 diminue la stabilit¢ du complexe
Complexe_1KVO_L1 énol par rapport au Complexe_1KVO_L2 énol.
Ecomplexe 1kv0_L4> Ecomplexe_1kvo_L5
> Le complexe 1IKVO_L4 est plus stable que le complexe 1IKVO_L5, la conjugaison du
cycle aromatique augmente la stabilité du complexe 1KVO_L4.
Ecomplexe 1kvo 19> Ecomplexe_1kvo L8
> Le complexe 1KVO_L9 est plus stable que le complexe 1KVO_L8 la conjugaison du

cycle aromatique augmente la stabilité du complexe 1KVO_L9

Etude comparative entre les meilleurs ligands et les produits commercialisés.
D<apres les résultats obtenus et reportés dans le tableau 7 on remarque que :

Les inhibiteurs choisis dans notre étude inhibent mieux les enzymes la cyclooxygénase et la

phospholipase que les produits commercialisés.

Le ligand L3énol dérivé de la curcumine d‘énergie égale a -8.4025 kcal/mol inhibe mieux

I‘enzyme COX-1 que ’enzyme COX-2 et PLA2 choisie dans notre étude.

Le ligand L1énol dérivé de la curcumine d‘énergie égale a -8.1414 kcal/mol inhibe mieux

I‘enzyme PLA2 que COX-1 et I’enzyme COX-2 choisie dans notre étude

A la lumiére de ces résultats on prédit que le ligand L3 dérive de la curcumine est probablement

le meilleur inhibiteur pour 1‘'enzyme COX-1 et le ligand L1 inhibe I’enzyme PLA2 que COX_1

et COX 2. Pour cela on propose la synthése deux ligands et de réaliser les tests d‘activité

biologiques tel que I‘activité antioxydante, toxicité...
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Tableau 7 : Résultats des énergies des complexes formés entre les enzymes choisies et les

ligands et les produits commercialisés

ngand coxd (kcal/mol) “o% 2cal/mol) it al’mol)
Ligand de référence -10.9201 -9.7760 -9.4727
Enzyme_L3 énol -8.4025 -7.5298 -7.5597
Enzyme_L1 énol -6.6031 -7.2262 -8.1414
Enzyme F1 -5.8735 -6.1072 -5.1466
Enzyme_F2 -6.0044 -5.1403 -5.4082
Enzyme_| -6.5074 -5.7111 -5.7658
Enzyme Z -5.5985 -6.0464 -5.7735

2. Root-mean-square deviation (RMSD)

L'écart quadratique moyen (RMSD) est une mesure frequemment utilisée de la
différence entre deux ensembles de valeurs (comparant generalement les données observées
aux données estimeées).

Le RMSD inférieur & 2 A est considérés comme faible, et entre 2A et 4 A est supposée
moyen et supérieure a 4 A est fort. (RMSD<2),

Pour la validation du protocole, les résultats du Docking moleculaire des complexes (complexe
enzyme- dérivé de la curcumine) présentent une valeur de RMSD < 2.

Le RMSD de nos ligands est entre 0 et 2, la prédiction du ligand est acceptable si la

valeur ne dépasse pas 2 A [13], ce qui signifie que notre protocole d'amarrage est valide

Tableau 8 : RMSD des meilleurs complexes (enzymes -ligands) et des produits
commercialisés

ngand RMS%X—l RMS%X—Z RIVISII:D)ALZ
Ligand de référence 5.8555 1.3776 2.6375
Enzyme_L3 énol 1.4424 1.4424 1.2132
Enzyme_L1 énol 2.0640 1.5867 1.0414
Enzyme_F1 3.5829 6.9326 3.0598
Enzyme_F2 3.0769 5.1447 3.8198
Enzyme_|I 3.8161 5.2718 5.3861
Enzyme_Z 4.9576 1.4351 3.2647
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3. Stabilite selon les interactions.

Les distances mesurées varient entre 3.16 A et 4.17 A. Ces valeurs sont applicables aux
carbohydrates selon Imberty [14], On peut par analogie concernant nos macromolécules
pouvoir appliqués ces intervalles.

D’apres les résultats obtenus des interactions formé entre les ligands et les résidus du site
actif des enzymes COX-1 et PLA: sont des laissons hydrogéne moyennes. On conclue qu’on a
une meilleure fixation du ligand dans le site actif.

Tableau 9 : Résultats des interactions et les distances formés entre (COX-1) et les ligands

Les complexes Ligands Récepteur Types d’acide Interactions Distances Energies
aminé en A (kcal/mol)
5u6x_L3 énol C 18 5-ring HIS 207 H-pi 4.17 -1.3
5u6x_L1 énol 6-ring CA LYS 211 pi-H 431 -0.7
5U6X_F1 024 N THR 212 H-accepteur 3.24 -2.0
024 0G1 THR 212 H-accepteur 3.12 -1.7
024 NE2 HIS 207 ionic 3.51 -1.9
5U6X_F2 015 N THR 212 (A) H-accepteur 3.23 -2.1
015 0G1 THR 212 (A) H-accepteur 3.14 -1.5
015 NE2 HIS 207(A) ionic 3.48 -2.0
5U6X_I 035 NE2 HIS 386 (A) H- donneur 3.22 -0.7
5U6X_Z N 19 O ALA 199(A) H-donneur 3.19 -1.1
5-ring CG GLN 203(A) Pi-H 4.67 -0.9
5-ring CE1l HIS 207(A) Pi-H 3.89 -1.9

Tableau 10 : Résultats des interactions et les distances formes entre (COX-2) et les ligands

Les complexes Ligands Récepteur Types d’acide Interactions Distances Energies
amingé en A (kcal/mol)
1CX2_L3 énoal - - - - - -
1CX2 L1énoal 6-ring N THR 212 pi-H 3.94 -1.0
1CX2_F1 024 0G1 THR 212 (A) H- accepteur 3.14 -2.1
024 ND2 ASN 382 (A) H-accepteur 3.32 -2.8
025 NE2 lonic 3.01 -4.4
1CX2_F2 015 ND1 HIS 388 (A) lonic 3.79 -1.0
1CX2_1 0 34 0G1 THR 212 (A) H- accepteur 2.86 -2.1
034 ND1 ASN 382 (A) H-accepteur 3.29 -1.6
1CX2_Z - - - - - -

Tableaull : Résultats des interactions et les distances formés entre (PLA,) et les ligands

Les complexes Ligands Récepteur Types d’acide Interactions Distances Energies
aminé en A (kcal/mol)
1KVO_L3 énol o1 OE2 GLU 55 (A) H- donneur 3.16 -1.2
6-ring CB LEU 2 (A) Pi-H 4.63 -0.6
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1KVO_L1énol 6-ring NZ LYS 62 (A) Pi-cation 3.90 -0.8
1KVO_F1 024 CA VAL 30 (A) H-accepteur 3.53 -0.6
024 N GLY 31 (A) H-accepteur 3.41 -2.5

025 NZ LYS 62 (A) H-accepteur 2.77 -7.1

024 NZ LYS 62 (A) lonic 3.79 -1.0

025 NZ LYS 62 (A) lonic 2.77 -6.3

6-ring CA GLY 29 (A) Pi-H 4.65 -0.7

1KVO_F2 014 N GLY 31 (A) H-accepteur 2.94 -6.5
015 NZ LYS 62 (A) H-accepteur 2.89 -11.2

015 NZ LYS 62 (A) lonic 2.89 -5.3

6-ring CA GLY 29 (A) Pi-H 4.59 -0.7

1KVO_I 034 NZ LYS 62 (A) H-accepteur 3.26 -6.1
1KVO 7z 027 0] GLY 29 (A) H-donneur 3.39 -0.8
022 N GLY 31 (A) H-accepteur 3.31 -1.5

022 NZ LYS 62 (A) H-accepteur 3.69 -0.6

6-RING CA GLY 29 (A) Pi-H 3.97 -0.6

4. La cavite enzymatique

La formation d’un complexe stable dépend de la fixation de I’inhibiteur dans le site actif.

La présentée ci-dessus montre que les ligands L3 énol et L1énol (figure 25,28) prend une

forme dans la cavité enzymatique formé par les résidus du site actif, ce qui signifie qu’il y a des

interactions qui stabilisent le complexe et par la suite, une meilleure fixation de ces inhibiteurs

au niveau de la cavité de I’enzyme.

Signalons que nous ne pouvons discuter de complémentarité croissante ou décroissante

que dans I’intervalle des dimensions de la poche du site actif, présentant dans notre cas une

géométrie de : [15]

> COX-1 13.47 A de profondeur et une largeur de 10.95 A figure 21
> COX-2 16.42 A de profondeur et une largeur de 10.47 A figure 23
> PLA2  15.72 A de profondeur et une largeur de 10.97 A figure 26
L'examen de la cavité enzymatique et le calcul des distances entre les inhibiteurs et les
chaines latérales des résidus constitutifs du site actif et des énergies obtenus confirment que
les inhibiteurs L3, et L1 présentent une interaction et une meilleure complémentarité avec le

récepteur COX-1 et PLA2 respectivement
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Figure2l : La cavité enzymatique de COX-1 L3énol

Figure23 :La cavité enzymatique de COX-2 L3énol
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Figure22 : les interactions de COX-1 L3 énol
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Figure24 :les interactions de COX-2 L3 énol

Figure 25 : L3énol

50



RESULTATS ET DISCUSSIONS

" @
X »
~
e .
7 i i 1) ¥
AN Y v
- 2
® ‘

Figure28 : L1 énol

5. Evaluation silico des propriétés ADME et de la similarité des médicaments

De nombreux échecs de développement de médicaments en termes de toxicité et
d'efficacité sont dus a une mauvaise pharmacocinétique et biodisponibilité.

L'absorption gastro-intestinale et l'accés au cerveau sont deux comportements
pharmacocinétiques cruciaux a estimer a différentes étapes du processus de découverte d'un
médicament. A cette fin, la méthode de perméation cérébrale ou intestinale Estimate D
(BOILED-EgQ) est proposée comme un modele prédictif precis qui fonctionne en calculant la
lipophilie et la polarité des petites molécules. Les prédictions concomitantes pour la perméation
cérébrale et intestinale sont obtenues a partir de deux descripteurs physico-chimiques et
directement traduites en conception moléculaire en raison de la rapidité, de la précision, de la
simplicité conceptuelle et de la clarté graphique du modéle. Le BOILED-Egg peut étre appliqué
dans divers contextes, depuis le filtrage de bibliotheques chimiques aux premiers stades de la
découverte de médicaments jusqu'a I'évaluation de médicaments candidats au développement
[16].

D'apres la figure 29 Ci-dessous, I’inhibiteur L1 énol, Flubiproféne F1, Flubiproféne F2 et
Indoproféne | traversent la membrane cérébrale, tandis que L3 énol et le Zileuton Z traverse la

membrane gastro-intestinale.
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Figure29 : Test et utilisations illustratives du BOILED-Egg.

Les points bleus correspondent aux molécules dont on prédit qu'elles seront éliminées
du systéeme nerveux central par la P-glycoprotéine. Les points rouges correspondent aux
molécules dont on prédit qu'elles ne seront pas eliminées du systéme nerveux central par la P-
glycoprotéine. Les points situés dans le jaune d'ceuf bouilli correspondent aux molécules dont
on prédit qu'elles traverseront passivement la barriére hémato-enceéphalique. Les points situes
dans le vitellus d'ceuf bouilli correspondent aux molécules dont on prédit qu'elles seront
absorbées passivement par le tractus gastro-intestinal.

De nombreux agents thérapeutiques potentiels n'atteignent pas les essais cliniques en
raison de leurs parametres dabsorption, de distribution, de métabolisme et d'¢limination
(ADME) défavorables et ne font pas l'objet de tests de similarité. Les calculs des propriétés
physicochimiques, lipophiles, pharmacocinétiques et de délivrance des médicaments ont été

effectués en ligne (http://www.swisseADME.ch). Les résultats sont présentés dans le tableaul2.
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Tableau 12
commercialisés

Ligands

L3 énol

L1 énol

F1

propriétés physicochimiques des meilleurs ligands et produits

Lipinski : [17]
*MW <500
*MLOGP < 4.15

MW=
368.38 g/mol
*MLOGP=1.47

MW=
308.33 g/mol
*MLOGP=2.13

MW=
258.29g/mol
*MLOGP=4.04

*MW=
258.29g/mol
*MLOGP=4.04

*MW=
281.31g/mol
*MLOGP=2.64

*MW=
236.29g/mol
*MLOGP=2.64

Veber: [18]
*R.B <10
*TPSA < 140 A2

*R. B =7
*TPSA=96.22 A2

*R. B =5
*TPSA=77.76A2

*R. B =3
*TPSA=37.30 A2

*R. B =3
*TPSA=37.30 A2

*R. B =3
*TPSA=57.61 A2

*R. B =3
*TPSA=94.80 Az
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Egan : [19] Vérification
*WLOGP <5.88

*TPSA <131.6

Az

*WLOGP=3.63 Les 3 regles

*TPSA=96.22A2  sont vérifiées

*WLOGP=3.62

Les 3 regles
*TPSA=77.76 A2

sont vérifiées

*WLOGP=4.28 Les 3 regles
*TPSA=37.30 sont vérifiées
Az

*WLOGP=4.28 Les 3 régles
*TPSA=37.30 sont vérifiées
Az

*WLOGP=2.50 Les 3 regles

*TPSA=57.61A2  sont vérifiées

*WLOGP=2.41
*TPSA=94.80 Az

Les 3 regles
sont vérifiées
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Au vu des résultats obtenus, les ligands retenus verifient la régle de Lipinski (MW<500,
LogP <4,15, N ou O <10 et NH <5), la régle de Veber (TPSA < 140 et liaison rotative < 10)
et la régle d'Eggan (LogP < 5,88 et TPSA < 131,6). En conclusion, on peut prédire que ces
composeés ne devraient pas poser de problémes de biodisponibilité orale et montre donc I'utilité
possible pour développer le composé avec de bonnes propriétés médicamenteuses.
Conclusion
La curcumine peut exister sous au moins deux formes tautoméres, cétonique et énolique.
La forme énol est énergétiquement plus stable en phase solide et en solution [20]. A la lumiére
des résultats obtenus montrent bien :
» Complexe 5U6X_L3énol est plus Complexe 5U6X L3d’énergie respectivement -
8.4025Kcal/mol -7.3681 kcal/mol
» Complexe_1CX2_L3énol est plus Complexe 1CX2 L3 d’énergie respectivement -
7.5298 Kcal/mol 6.7999kcal/mol
» Complexe 1KVO L3énolest plus Complexe 1KVO L3 d’énergie respectivement -
8.1414 Kcal/mol -6.4660 Kcal/mol
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CONCLUSION GENERALE



Dans le cadre de I’étude des mécanismes régissant I’évolution de I’inflammation, nous
nous sommes intéressés aux interactions moléculaires entre trois enzymes étudiées et les
déférents inhibiteurs obtenus a partir de la plante curcuma L, a I’aide des méthodes de
modélisation moléculaire. Les outils informatiques retenus pour mener a bien cette étude sont
: la mécanique moléculaire, le Docking moléculaire et ADME.

Pour étudier ces interactions, nous avons choisi logiciel de Docking moléculaire MOE
(Molecular Operating Environnement), qui utilisent un algorithme génétique. Ce programme a été
développé pour aider a la mise au point de molécules a activité thérapeutique. 11 s’agit de calculs entre
des composés de petit poids moléculaire et des récepteurs protéiques de types enzymatiques.

Cette étude comprend quatre chapitres :

> Le premier chapitre sera consacré a une recherche bibliographique de la curcuma et
I’évaluation de leurs propriétés pharmacologiques.
» Le deuxiéme consiste a une étude de modélisation moléculaire dont les méthodes quantiques,
Méthodes non quantiques, Docking moléculaire ce qui nous permettra d’étudier les modes
d’interactions enzyme-substrat
> Le troisieme chapitre est consacré a la notion d’enzyme.
» Le quatrieme chapitre, a été consacré aux résultats obtenus ainsi qu’a la discussion et a
I’interprétation de ces derniers. Nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre les
enzymes étudiées et les inhibiteurs par visualisation des différents types de liaisons mises en jeu
Nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre les enzymes étudiées (COX-
1, COX-2 et PLA?) et les différents inhibiteurs similaires de la curcumine extraite de la plante
curcuma L par visualisation des différents types de liaisons mis en jeu. La discussion est basée
sur les énergies d’interaction minimale des complexes obtenus a I’aide du programme
Molecular Operating Environnement (MOE) :

» Complexe_COX-1_similaires de la curcumine

» Complexe_COX-2_ similaires de la curcumine

» Complexe_PLA2_similaires de la curcumine.

Pour I’enzyme cyclooxygénase le ligand L3 (forme énolique) inhibe mieux la COX-1
que la COX-2 et La PLA2 avec des énergies respectivement -8.4025 kcal/mol, -7.5298
kcal/mol et -7.9008 kcal/mol.

Pour I’enzyme phospholipase le ligand L1 (forme énolique) inhibe mieux PLA2 que la
COX-1 et la COX-2 avec des énergies respectivement -8.1414 kcal/mol, -7.2262 kcal/mol et -
6.6031 kcal/mol.
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L'examen de la cavité enzymatique, et le calcul des distances entre les inhibiteurs et les
chaines latérales des acides aminés constitutifs du site actif et des énergies calculées, confirment
que et I’inhibiteurs L3énol et L1énol présentent une forte interaction et une meilleure
complémentarité avec la COX-1 et PLA2 respectivement.

D’aprés une étude comparative qui a été réalisé entre les inhibiteurs (L1énol et L3énol)
et les produits commercialises (Flubiprofenel F1, Flubiproféne2 F2, Indoproféne | Et Ziluton)
I’énergie des complexes —inhibiteurs (Complexe_COX-1_L3enol, Complexe PLA2- L1enol)
formés est plus faible que celle des complexes commercialisés formés (Tableaul).

A la lumiére de ces résultats on conclut que :

Le ligand L3énol similaire de la curcumine est le meilleur inhibiteur pour la cyclooxygénase
(COX-1)
Le ligand L1énol similaire de la curcumine est le meilleur inhibiteur pour la phospholipase
(PLA2).

D’apres la littérature la forme énolique est plus stable que la forme di cétonique ce qui a été
prouvé par nos calculs par Docking moléculaire
Tableau6 : Résultats des énergies des complexes formés entre la cyclooxygénase et la

phospholipase et les produits commercialisés

Ligand |COX-1|Cox_ 2 |PAL2
Ligand de référence -10.9201 -9.7760 -9.4727
Enzyme_L3 énol -8.4025 -7.5298 -7.5597
Enzyme L1 énol -6.6031 -71.2262 -8.1414
Enzyme_F1 -5.8735 -6.1072 -5.1466
Enzyme_F2 -6.0044 -5.1403 -5.4082
Enzyme_|I -6.5074 -5.7111 -5.7658
Enzyme_Z -5.5985 -6.0464 -5.7735

Pour conclure, au vu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste en I’é¢lucidation de
I’inhibition de la cyclooxygénase et la phospholipase par les méthodes de modélisation
moléculaire dans le but de decouvrir de nouveaux médicaments anti-inflammatoires, nous
proposons le Ligand L3énol et L1énol :

» Comme nouveaux inhibiteurs potentiels de ’enzyme.

» La synthese des inhibiteurs L3énol et L1énol

» De faire des tests d’activité biologiques telle que 1’activité anti oxydante, toxicité....
Les inhibiteur L3énol et L1énol sera probablement les meilleurs pour ralentir I’évolution de

I’inflammation.
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En perfective

Ce travail n’est cependant pas encore terminé, les prochaines étapes consisteront :

» A utiliser d’autres programmes de Docking moléculaire, parmi les plus récents et les
plus performants, pour tester tous les inhibiteurs de 1’enzyme étudié jusqu’a présent afin
de proposer les meilleurs.

» De réaliser dans un futur s’articuleront autour des applications dans le domaine de
’activité biologique, et I’étude des interactions protéine-protéine.

> Il faut tenir compte également de I’effet de solvant quia été négligé dans notre approche.

> Un autre aspect dont il faut tenir compte et qu’on ne peut le quantifier, est le paramétre
RMSD (RootMean Square Deviation) entre deux conformations supposées
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Résumé :

La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils informatiques pour
traiter les données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la modélisation
moléculaire et plus précisément 1’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le terme
"Docking"). L’emploi initial du "Docking" moléculaire est de prédire et reproduire des
complexes proteine-ligand. Le Docking est la base de la reconnaissance moléculaire et du type

de ’interaction enzyme-substrat.

Notre recherche consiste a étudier I’inhibition de trois enzymes impliquées dans
I’inflammation avec une série d’inhibiteurs extraits a base de plante « curcuma » a 1’aide des
programmes de Docking moléculaire et ADME pour prédire I'effet inhibiteur de ces molécules
sur la stabilité des complexes formés

Mots Clés : Modélisation Moléculaire, Docking Moléculaire, ADME, Interactions,
Inflammation

Abstract:

Biological research cannot, at present, do without computer tools to process the data
produced and optimize its progress. One of these tools is molecular modeling and more
precisely molecular docking. The initial use of molecular docking is to predict and reproduce
protein-ligand complexes. Docking is the basis for molecular recognition and the type of
enzyme-substrate interaction.

Our research consists in studying the inhibition of three enzymes involved in
inflammation with a series of inhibitors extracted from the plant "curcuma” using the molecular
docking and ADME programs to predict the inhibitory effect of these molecules on the stability

of the complexes formed

Keywords: Molecular modeling, Molecular docking, ADME, Interactions, Inflammation

Osuz s Bziall il Bl al Ba U B sulell il sadll o)) it o alzd) <o sl i B sl ) Caledi) g
@i oagdy @i ord) eluodY elsdl alagiad o ol B s ) el s B4zl Bz dal se < salll 036 321 loats
Jats gulpdil-ag ud) Ie N & 515 el Cpdd) oelud se elpod)) oz gl 3ol ) 5 5 sll-0o 5 ) ol o 4]

zaloralFih Masd " Sl i Bz spipall Dlbcal) G Bl Glatll Bl ja Cikay )l Bk b B )3 i kg

3&3¢H‘ Q\&(’C?J\ BB &Jt Q\WJCU‘\ XS _)_';ﬁi&q }UQJJ L..SLHJCJ‘ “U‘Jd}\

o) c&d\&\d& i d AT BT BG.JN :3¢uugin\ Q\edd‘d\

59



