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INTRODUCTION

Depuis toujours, les plantes médicinales ont été utilisées pour prévenir ou soigner
diverses maladies et les médicaments actuels ont, pour la majorité d’entre eux, une origine
naturelle.

La recherche sur les substances naturelles est un théme porteur depuis quelques années
et les laboratoires pharmaceutiques, toujours a la recherche de nouveaux composés actifs, se
tournent de plus en plus vers I’identification et la caractérisation de molécules issues de
matrices naturelles et s’inspirent de leur structure moléculaire pour imaginer de nouveaux
médicaments.

Les flavonoides sont des composés naturels [1], qui peuvent étre rencontrés dans une
large variété de fruits et [égumes consommés quotidiennement par 1’étre humain [2].

En plus de leur role dans la pigmentation des végétaux, certains de ces composés
présentent des activités biologiques d’intéréts, telles que des actions antiradicalaires et
antioxydantes.

Leur grande variété de structure (9000 composés identifiés [3-4-5] et d’activités
biologiques (antioxydante, anti-allergique, anti-virale, anti-inflammatoire et inhibitrice) font
des flavonoides un objet d’étude particulierement complexe.

Des études ont montré que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine,
I’apigénine et la chrysine ont des effets anti-inflammatoires par 1’action inhibitrice des
enzymes responsables du métabolisme de 1’acide arachidonique.

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 role des structures biologiques, des membres

aux divers organes, et jusqu’aux agents chimiques du métabolisme, comme les enzymes[6].

Les enzymes ont fait I’objet de recherches intensives ayant permis de dévoiler les
principes du fonctionnement cellulaire. Leur importance s’est encore accrue avec le
lancement de projets de séquencage des génomes a grande échelle. De plus, leur intérét va
bien au dela de la collecte de connaissances fondamentales puisqu’elles trouvent des
applications dans des domaines variés tant biomédical (réactifs, kits de diagnostic, méthodes
thérapeutiques) qu’industriel (mise en ceuvre de technologies a base d’enzymes dans
I’industrie agro-alimentaire).

Notre travail consiste a ¢étudier I’inhibition de la phospholipase PAL2 enzyme
impliquée dans I’inflammation avec une série de flavanones qui ont été isolées a partir de la

plante lnula Viscosa . Cette étude [7] a pour but de déterminer I’interaction de 1’enzyme
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PAL2 avec les flavonoides choisies. Pour cela nous nous sommes tournés vers les approches
de la modélisation moléculaire.

Avec le développement des outils informatiques dans les 20 derniéres années, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire (assemblage ou arrimage
moléculaire) a rapidement investit le domaine de la recherche en biologie. Celui-ci peut étre
défini comme la recherche du meilleur appariement entre deux molécules. Le docking
moléculaire sert a prédire et a reproduire les interactions protéine-ligand [8-10] comme il peut
servir a 1’optimisation de molécules et au criblage de base de données. En pharmacie, la
découverte et la mise au point de nouvelles substances médicamenteuses peut passer par le
criblage de bases de données avec des millions de composés pour une méme protéine cible, ce
qui ne serait pas réalisable en biologie classique [11].

En général, la cible est une protéine et le ligand peut étre une petite molécule
organique ou une protéine.

L’objectif du présent travail est d’étudier 1’interaction phospholipase - flavanones par
le programme Molégro5.5 dont on s’intéresse a déterminer le mode d’interaction du complexe
(phospholipase PAL2- inhibiteur) pour la fixation de I’inhibiteur a 1’enzyme, avec une
meilleur complémentarité¢ et en calculant 1’énergie d’interaction du complexe formé. Le
complexe qui a I’énergie d’interaction la plus faible présentera une meilleure activité et par la
suite une meilleure inhibition .Ces résultats aideront probablement au développement d’un

outil thérapeutique efficace pour lutter contre 1’inflammation.
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INFLAMMATION-PHOSPHOLIPASE (PLA2)

I- Introduction :

Un grand intérét en phytothérapie comme est une source potentielle de produits
phytopharmaceutiques qui a créé le besoin d'examiner les facteurs communs responsables de
maladies et troubles du corps. Cet avis est un facteur commun dans l'inflammation et la
médecine a base de plantes. Ces dernicres sont utilisées en médecine traditionnel pour traiter
les douleurs diverses ou symptomes liés a I’inflammation. Bien que les mécanismes d'action
précis de nombreux médicaments a base de plantes n'ont pas encore ét¢ déterminée, certains
d'entre eux se sont révélés exercer un anti- inflammatoire et / ou
des effets antioxydants dans une variété de cellules dans les organes humains et animaux.

I1 est de plus en plus de preuves pour indiquent que les cellules du systéme nerveux a
la fois périphériques et centraux jouent un role important dans la chronique inflammatoire et
ces constituants sont avérés étre un protecteur efficace contre divers médiateurs pro —
inflammatoires. Ces médiateurs ont donc été¢ soupconnés d'étre la base fonctionnelle de
maladies et de troubles. La diversité structurelle de ces plantes médicinales est une source
précieuse des nouveaux composés [1].

II- Inflammation :

L'inflammation est un ensemble de réactions générées par l'organisme en réponse a
une agression subie. Celle-ci peut étre d'origine extérieure comme une blessure, une infection,
un traumatisme ou provenir de l'intérieur de I'organisme lui-méme comme c'est le cas dans
des pathologies auto-immunes. L’inflammation n'est pas synonyme d'infection mais
l'infection peut étre cause d'inflammation

Ces réactions ont pour but la défense de l'organisme et l'inflammation lorsqu'elle est
visible se manifeste classiquement par 4 signes cliniques :
¢+ Une rougeur,
+» Une douleur,
+» Une tuméfaction,
++ Une augmentation de la chaleur
I1-1 Les causes de l'inflammation [2] :
% 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).

% Elle peut étre la conséquence d'une infection (en rapport avec la présence dans l'organisme

d'organismes vivants pathogenes 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.

Au cours de l'inflammation, des produits bactériens déclenchent la production d'une
grande quantité d'oxyde nitrique (NO) dans les macrophages et d'autres cellules sous 1'action
d'oxyde nitrique synthase inducteur (iNOS) [3] bien que la libération de (NO) est tres
importante pour maintenir la dilatation des vaisseaux sanguins (vasodilatation) mais des fortes
concentrations peuvent conduire aux dommages oxydatifs[4] car une fois que le NO est form¢é
il se peut qu'il va réagir avec l'anion superoxyde conduisant a la formation de peroxynitrite
qui provoque l'endommagement des macromolécules cellulaires. Cependant une production
en exceés de NO durant une inflammation chronique résulte au développement du cancer [5].

I1-2 Les anti-inflammatoire :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui par définition, s'opposent au
mécanisme de l'inflammation. On distingue les anti-inflammatoires stéroidiens, dérivés de la
cortisone et les non stéroidiens qui en sont dépourvus et les anti-inflammatoires naturels a
base de plantes. IIs ont des qualités anti-inflammatoires donc, mais aussi analgésiques, et
antipyrétiques. Ils sont utilisés pour certains rhumatismes inflammatoires chroniques et
ponctuellement pour les douleurs, la fiévre, les états grippaux. Les deux molécules les plus
connues sont l'aspirine et l'ibuproféne. Les anti-inflammatoires peuvent avoir des effets
secondaires, notamment gastro-intestinaux et doivent étre utilisés avec grande prudence chez
les personnes ayant eu un ulceére ou a risque de saignements.

I1-2-1 Les anti-inflammatoires stéroidiens [6]:

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

I1-2-2 Les anti-inflammatoires non stéroidiens [6] :

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique et

antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial.
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I1-2-3 Les anti-inflammatoires naturels a base de plantes [6] :

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la
cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes

Des études ont montré que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine,
I’apigénine et la chrysine ont des effets anti-inflammatoires par I’action inhibitrice des
enzymes responsables du métabolisme de I’acide arachidonique [7].

D’autres études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire
par inhibition de l'activit¢ des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler 1'adhésion des monocytes durant l'inflammation athérosclérosique en
inhibant 1'expression des médiateurs inflammatoires. D’autres flavonoides sont capables
d'inhiber l'histamine [8]. Les flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme
la quercétine, kaempférol, myrecétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase)
[9].

I11- PHOSPHOLIPASE « PAL2 » :

En dehors de leurs fonctions digestives ou métaboliques, les phospholipases A2

(PLA2) sont essentiellement connues pour leur réle dans la biosynthése de médiateurs

lipidiques, qui nécessite la libération de précurseurs tels que 1’acide arachidonique.

/O\/\/\/\\/\/\/\/\/
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figurel : Exemple de réaction catalysée par les PLA2

S’il existe un consensus sur le rdle et la régulation de la PLA2 cytosolique (cPLA2),
la fonction réelle de la PLA2 de type II, ou PLA2 « sécrétoire » (sPLA2) produite en réponse
a des stimuli inflammatoires, reste largement inconnue. Une étude récente propose que la
sPLA2 agirait préférentiellement sur des microvésicules émises par des cellules ayant perdu
leur asymétrie phospholipidique. Parmi les phospholipides devenant ainsi accessibles a cette

PLA2 extracellulaire, 1’acide phosphatidique, synthétis¢ par deux voies majeures de

-
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signalisation  cellulaire, apparait comme wun précurseur potentiel de 1’acide

lysophosphatidique, médiateur phospholipidique doué¢ de diverses activités biologiques. Ces

nouvelles données, ainsi que la découverte récente d’un récepteur de PLA2 sécrétées, ouvrent

des

perspectives intéressantes dans divers domaines de physiopathologie et de

pharmacologie[ 10].

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 Aj, A, et B.

Les phospholipases A, (PLA;) 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 lysophospholipide, d’autre part [11]. Elles sont

impliquées dans diverses réponses cellulaires et biochimiques, comme :

K/
£ %4

La transduction du signal.

La défense vis- a- vis des agents pathogenes.

L’agrégation plaquettaire menant a la coagulation sanguine.

La digestion des lipides d’origine alimentaire.

Le métabolisme des phospholipides membranaires ce qui permet la restructuration des
membranes biologiques.

Les phospholipases sécrétées, dans la majorité des cas, requicrent pour leur activité une

concentration en calcium de 1’ordre du milimolaire. 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 [12, 13]:

R/
A X4

les phospholipases A, de groupe I (PLA;-I) possédant 7 ponts disulfure avec un pont
caractéristique entre les cystéines 11 et 77. Ce groupe rassemble essentiellement les PLA,
pancréatiques de mammiferes.

Les phospholipases de groupe II (PLA,- II) 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 III possédant une chaine polypeptidique de 128 acides
aminés avec 4 a 5 ponts disulfure. Ce groupe réunit les PLA, des venins d’abeille 4pis

melifera, et du 1ézard Heloderma suspectum [14].

<
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Plus récemment d’autres groupes de PLA, ont été décrits. Chez ’homme, les PLA,-V,
PLA,. X [24] et PLA,-XII constituent de nouveaux groupes de PLA; sécrétées.

III-1 Phospholipase —inflammation :

Phospholipases A2 a été impliqué dans les diverses conditions pathologiques comme
l'arthrite rhumatoide, les maladies cardio-vasculaires, les désordres et le cancer neurologiques.
La communauté scientifique se concentre sur la recherche des inhibiteurs puissants et sélectifs
de chaque classe de PLA?2 afin d'identifier les nouveaux agents médicinaux. Aujourd'hui, seul

un inhibiteur le lipoprotéine associ¢ de PLA2 (LpPLA?2) a atteint les jugements cliniques pour

le traitement de 1'athéroscléroses [14].

-
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Ces dernicres années, nous avons assisté a un regain d’intérét des consommateurs pour,
les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en oeuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces,
nouveaux composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les flavonoides,
ont ¢ét¢ particulicrement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé [1].

Les flavonoides sont des pigments naturels répandus le régne végétal ou ils
interviennent comme filtre UV et comme agent de protection contre des organismes
pathogenes. Ils sont apportés au niveau de 1’organisme grace a la consommation des fruits,
des légumes, des céréales et de boissons.

Les flavonoides interviennent dans le mécanise d’oxydo-réduction. L’oxydoréduction
est le transfert d’un ou plusieurs électrons d’un atome vers un autre. Un tel processus est
nécessaire pour la vie en aérobie et pour notre organisme, puisque 1’oxygene est 1’accepteur
ultime d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire pour former de 1’énergie sous forme
d’ATP (Une molécule qui fournit de 1’énergie nécessaire aux réactions chimiques des
cellules).

I- Structure et origine des flavonoides :

Les flavonoides sont des membres d’une classe des composés naturels avec
I’occurrence répandue dans le régne des végétaux. Ils font partie de la classe des
polyphénols [2-4], principaux métabolites secondaires des plantes. Les flavonoides ont une
origine biosynthétique commune et, de ce fait, présentent le méme ¢élément structural de base
(sauf exceptions : chalcones, aurones, isoflavones), a savoir quinze atomes de carbone
constitués de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (noyau 2-phényl-1-

benzopyrane) (figure 2).

6

Figure 2 : Squelette de base flavonoides et numérotation adoptée [5]
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II- Localisation :

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces substances sont accumulées
dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant 1'organogénése et sous
l'influence de plusieurs facteurs stimulants [6].

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent
et se dissolvent dans les vacuoles, la répartition de ces composé€s montre des accumulations
tres localisées, généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec I’interaction
de la plante avec son environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation
¢pidermique ont un role d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont
impliqués dans les mécanismes de défense ont plutdt une localisation sous épidermique[7].

III-  Distribution :
Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines,

tiges, feuilles, fruits, graines, bois et pollens.
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Tableau 1 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides [8,9].

Flavonoides exemple Aliments Caractéristiques
Oignon,
poireau, Le groupe le plus abondant
Brocolis, pommes, des composes phénoliques.
Quercétine Chou frisé,
Kaempférol Vin rouge,Thé.
Lutéoléine Persil, céleri. Le groupe le plus abondant
Apigénine des composes phénoliques.
Flavones
Naringénine Fruits du genre citrus. | Le flavanone le plus
Eriodictyol abondant est la naringenine,
Flavanones isolée pour la premiere fois a
partir des écorces de citrus.
Genisteine Graines de soja et I1s sont présents dans les
Daidzeine produits qui en plantes sous forme libre ou
dérivent. glycosylée.
Rs
Re
O Catéchine Vin rouge, Impliqués dans la
Ho. o 9 Epicatéchine The noire, the biosynthése de
O Epigallocatéchine Vert, cacao, proancyanidines par des
L, o Chocolat. condensations enzymatiques
Flavan3-ols et chimiques.
Cyanidine Représentent le groupe
Delphenidine Raisins, vin Le plus important des

Anthocyanidines

Rouge,
Certaines variétés de

céréales.

Substances colorées,
Ces pigments hydrosolubles
contribuent a la coloration

des angiospermes.
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IV-  Biosynthese des flavonoides :

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de I’acide
Shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamatecoenzyme A synthétisé
a partir de la phénylalanine. La voie biosynthétique de ces polyphénols est présentée dans la
figure 2. Les enzymes intervenant dans la voie de différenciation des classes de flavonoides
ont été plutdt bien caractérisées.

Tous les flavonoides sont formés via un intermédiaire commun : la 2°,4,4°,6’-
tétrahydroxychalcone. Ce précurseur dérive de la condensation de trois molécules
d’acétylcoenzyme A, qui correspondront au cycle A, et d’une molécule de 4-
hydroxycinnamatecoenzyme A, permettant la formation des cycles B et C. Ce mécanisme est
catalysé par la chalcone synthase. La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par la
chalcone isomérase forme la (S)-4°, 5, 7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de base
des flavonoides.

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a 1’apparition des
différentes classes de flavonoides. Dans chaque classe de flavonoide,les molécules sont
ensuite diversifié¢es par hydroxylation (flavonoide 3’-hydrolase, flavonoide 3°,5°-
hydroxylase), méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase,

flavonoide glycosyl transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation.

|
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Figure 3. Voies de biosynthese des flavonoides [4], [10] .AS : aurone synthase, CHI :
chalcone isomerase, CHS : chalcone synthase, DFR :dihydroflavonol 4-reductase, FHT

flavanone 3-hydrolase, FLS : flavonol synthase, FNSI/FNSII : flavone synthase, IFS :

isoflavone synthase, LDOX :leucoanthocyanidin dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidin

reductase6
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V- Les différentes classes de flavonoides :

Les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré

d’oxydation et d’instauration du cycle C [11-12].
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Figure 4. Les différentes classes de flavonoides

Pour chaque classe de flavonoide, les molécules différent entre elles par le nombre et

la position des groupements hydroxyle, la présence de substituant sur la génine (flavonoide

non substitué) et le degré de polymérisation. Les formes les plus rencontrées sont issues d’une




FLAVONOIDES

hydroxylation, alkylation (méthylation ou prénylation), glycosylation et acylation soit sur la
génine, soit sur un groupe hydroxyle d’un ose. Les flavonoides sont essentiellement
hydroxylés en position 5, 7, 4’et éventuellement

en position 3.

Cette grande diversité de structures fait des flavonoides 1’une des plus grandes familles
de substances naturelles. En effet, les techniques d’analyse récentes ont permis d’identifier
plus de 8000 flavonoides [13-16].

VI- Propriétés des flavonoides :
Propriétés anti-inflammatoires des flavonoides et effets sur le systéme immunitaire [17] :

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires [7,8,18] et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire [5]. Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T [19,20]. Cet effet des flavonoides sur les lymphocytes B ou T peut étre
variable: en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3°,4’ hydroxyflavone) et les flavonols
(kaempférol,quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que
seule la myricétine est active sur les lymphocytes B. L'explication est encore inconnue.

L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a
inhiber ’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine
kinase) [19,20]. Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération
d’histamine des basophiles et des mastocytes [21].La phagocytose qui accompagne une
infection virale ou bactérienne est suivie d’une production d’espéces oxygénées réactives par
les neutrophiles ce qui va promouvoir I’inflammation.

D’une maniere générale, les especes radicalaires, quelles que soient leurs origines,
peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus de vieillissement, voire étre
a l’origine de certaines pathologies telles que le cancer et 1’athérosclérose [22]. Il est
intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de contrer cette production
d’especes oxygénées par les neutrophiles [23]. Les flavonoides inhibent également 1’adhésion
et D’agrégation des plaquettes. L’hispiduline, une méthoxyflavone, diminue par exemple
I’agrégation plaquettaire en augmentant les taux intracellulaires en AMPc a la suite d’une
inhibition des phosphodiestérases. En effet, I’accumulation d'’AMPc plaquettaire semble
interférer avec la mobilisation de Ca2+impliqué dans l'agrégation de ces cellules

On peut citer d’autres propriétés des flavonoides :

4 Propriétés antivirales et antibactériennes:

4+ Propriétés anti-cancérigénes:

|
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Propriétés anti-oxydantes et impact sur la peroxydation
Lipidique Propriétés pro-oxydantes des flavonoides

Propriétés anti-ulcéreux:

£ & &

D’autres effets Biologiques -Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du
moins le réduire en inhibant 1'enzyme aldose réductase[24] . Ong et Khoo ont reporté que
la myricétine posséde un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques.[26,27].
Certains flavonoides peuvent entraver l'athérosclérose et parconséquent réduisent le risque
des maladies cardiovasculaires [28].

Pour notre étude on choisit des flavnones(figure5S)qui ont été isoles d 'Inule visqueuse
(Dittrichia viscosa (L.) Greuter 1973, syn. Inula viscosa) .C est une plante vivace de la
famille des Astéracées (anciennement Composées). Le nom Inule vient de I'ancien nom de
I'Aunée, probablement par déformation du grec hélénion. L'Inule visqueuse est fréquente en
région méditerranéenne, ou elle fleurit a la fin de I'été et au début de l'automne. Elle
affectionne les anciennes cultures (friches), les décombres, les bords des routes et des
chemins, formant d'abondantes touffes vertes a capitules jaunes ; elle est considérée comme
assez envahissante. Elle est 1'un des quelques représentants du genre Dittrichia, auquel
appartiennent aussi Dittrichia graveolens (l'inule fétide) et Dittrichia crithmoides (1'inule
maritime). Dans les anciennes flores, elle apparait sous le nom de genre d'Inula.

L'Inule visqueuse est une plante a racine pivotante, toute glanduleuse-visqueuse, a odeur
agréable (selon certains, désagréable pour d'autres), ligneuse a sa base (forte racine pivotante
lignifi¢e pouvant atteindre 30 cm de long).

Les trois structures des flavanones extraites de I’inule visqueuses [28], utilisées comme

inhibiteurs sont représentées dans la figure 5.

|
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Figure 5. Structures des flavanones
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MODELISATIOM MOLECULAIRE

Contrairement au domaine classique de la chimie, la chimie computationnelle et la
modélisation moléculaire sont relativement nouvelles. Malgré leurs récentes, ces méthodes
sont de plus en plus utilisées. On classe les méthodes actuelles de calcul en plusieurs
catégories selon le niveau de théorie qu’elles utilisent ou bien selon le type de calcul qu’elles
réalisent. On distingue la mécanique quantique (MQ) et la mécanique moléculaire (MM)
qui sont les deux approches limites par rapport au  modélisation de Monte Carlo, les deux
utilisant une approche de mécanique moléculaire pour explorer I’espace conformationnel des
molécules et analyser leur optimisations de géométrie des molécules, les calculs de diverses
propriétés chimiques ou les calculs de recherche conformationnelle. On peut utiliser
chacune de ces approches aux différents niveaux de la théorie utilisée. Ces méthodes
permettent de fournir des informations qui ne sont pas fournies par l'expérience et joue
donc un réle complémentaire a celui de la biochimie expérimentale [1].

I.  -1- Mécanique moléculaire :

Les méthodes de mécanique moléculaire (MM) utilisent les lois de la physique
classique pour la prédiction des structures et de leurs propriétés, comme I’énergie. Au méme
titre que les méthodes de MQ, les méthodes de MM utilisent une alternative a I’approximation
de Born-Oppenheimer, mais les électrons ne sont pas explicitent dans le calcul. Cette
simplification assume que les ¢électrons dans la molécule sont répartis dans leurs distribution
optimale, et seuls les positions des noyaux sont prise en considération pour la résolution du
probléme chimique particulier. La molécule est alors mécaniquement simplifiée a un
ensemble de masses auxquelles des charges ont été attribuées. Ces masses interagissent entre
eux par des forces classiques, décrites par des fonctions d’énergie potentielle. Les effets
¢lectroniques sont simplifiés, et inclus dans le champ de forces pour certains atomes
spécifiques.

I -1-1- Champ de force :

Un champ de force utilise généralement un ensemble d’équations pour définir
comment 1’énergie potentielle du systéme varie en fonction de la position des atomes. Le
champ définit aussi les propriétés « chimiques » pour chaque atome (en prenant en compte
son environnement chimique), telles que la charge partielle,I’hybridation ou le rayon de Van
der waals. En fin, le champ de force définit les paramétres spécifiques, telles que les
langueurs, les angles et les torsions de liaison,les barrieéres de rotation des angles définies par
la constantes de force. Ces valeurs sont généralement importées a partir de données

expérimentales ou de calcul ab initio.
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Le théoréme fondamental de la MM est que 1’énergie potentielle totale (Efot) peut étre
considérée come la somme de plusieurs contributions (1) :
Etot= Estretch + Ebend + Etors + EVAW + Eelstat + Ecross (1)

Estretch est la fonction d’énergie pour I’étirement d’une liaison entre deux
atomes,généralement définie par une fonction d’oscillateur harmonique, Ebend esrt la
fonction d’ouverture d’un angle (généralement harmonique), Efors représente la fonction pour
la variation des torsions, i.e. les rotations autour des liaisons, EVdW , Eelstat et Ecross
représentent les fonctions pour les interactions de Van der Waals, électrostatiques et les
termes croisés. Les interactions de Van de Waals sont décrites, par exemple, par le potentiel
de Lennard-Jones [2], les interactions ¢électrostatiques par une simple loi de Coulomb, et les
interactions croisé€es représentent les interactions spécifiques, comme 1’étirement-flexion ou
torsion-tension.

I est important de noter que les champs de forces constituent une approche
purement empirique. Ils sont paramétrés de manicre a ce que I’ensemble des différentes
contributions permette de reproduire une série de résultats expérimentaux. Un champ doit
donc toujours étre considéré comme une entité indivisible et il est exclu de combiner les
termes et/ou les parametres de deux champs dans I’espoir d’obtenir un meilleur ensemble [3].
En outre, le paramétrage vise souvent a ce que le champ de forces puisse traiter de manicre
réaliste une catégorie particuliere de composés. On peut ainsi trouver des champs destinés
plus spécialement a la modélisation de petites molécules organiques [4] de macromolécule
[4],de nucléotides [5] ou encore de complexes organométallique [4].11 est donc dans un
premier temps important de vérifier si le champ choisi est adapté au systéme a étudier.

I-1-2- Différents champs de force en mécanique moléculaire :

Différent champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais
paramétrés de maniéres différentes. Les champs de forces en MM peuvent étre
groupés en trois classes principales [6] :

- Champs de force contenant uniquement les termes harmoniques.

- Champs de force utilisant les termes d’ordre supérieur (cubique, quadratique,...).

- Champs de force suggérés par Allinger et col. [7] ne considérant pas que les termes de la
mécanique moléculaire classique mais aussi les effets chimiques comme 1’¢électronégativité.

- MM2/MM3/MM4 :

MM?2 est le premier champ de force développé par Allinger et col. [8-10]. Il a ét¢ congu au

début pour les molécules simples (alcanes, alcénes, alcynes non conjugués, amines...), mais

N1
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ses versions améliorées MM3 (1989) [11] et MM4 (1996) [12] lui permet de traiter des
molécules organiques de plus en plus complexes.

-OPLS:

Le programme OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations), comme 1’indique son
nom, est congu pour optimiser le potentiel qui permet la description des
propriétés de solvatation. Il est écrit par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [13].

- GROMOS :

GROMOS (Groningen Molecular Simulation Program Package), est écrit par Van Gusteren
[14] et congu spécialement pour les biomolécules en milieu aqueux en vuede 1’étude des
interactions entre les molécules d’eau et les groupements polaires des protéines.

- CHARM (Bio+) :

Développé par Karplus et col [15-18], pour le calcul de biomolécules. Son concept est
semblable a celui d’AMBER. Bien qu’au début, ce champ de force est congu pour les
aminoacides et les protéines, maintenant il traite d’autre biomolécules.

- SPASIBA :

(Spectroscopic  Potentiel ~Algorithm for Simulating biomolecular conformational
Adaptability), ¢élaboré par Gérard Vergoten et col. (1995). Il combine le champ de force
spectroscopique modifi¢ de Urey-Bradly-Shimanouchi [19] et le champ de force.

AMBER. Il permet de trouver les structures, les énergies de conformation et les fréquences
vibrationnelle au minimum énergétique d’une molécule [20].

-EMO:

Le programme Emo (Energy Of Molecule), est développé par B. Blaive [21-24], il est basé
sur le champ de force MM2. Il est articulé autour de trois menus :

- Menu 1 : entrée de la molécule a I’aide d’un clavier.

- Menu 2 : manipulation géométrique sur la molécule.

- Menu 3 : minimisation de 1’énergie par mécanique moléculaire.

- AMBER:

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), a été décrit par Kollman [25].
Le champ est paramétré pour les protéines et les acides nucléiques (UCSF, 1994). 1l a été

utilisé pour les polymeéres et pour d’autres petites molécules.

I. 2- Dynamique Moléculaire :
La dynamique moléculaire (DM) est la méthode la plus fréquemment utilisée pour la

simulation de systémes réels. Le principe de base de cette méthode est 1’échantillonnage de

*
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I’espace conformationnel du systéme étudié par I’intégration des équations du mouvement de
Newton pour tous les atomes présents dans le systtme Les simulations de dynamique
moléculaire consistent a calculer les positions et les vitesses d'un systéme d'atomes [26]. Elles
sont trés importantes pour la recherche du comportement structural des biomolécules en
fonction du temps. En utilisant la DM, on peut étudier la flexibilité ou la rigidité des
biomolécules, mesurer les interactions intermoléculaires entre la protéine et les ligands ou
d’autres biomolécules, calculer I’énergie libre ou bien étudier I'effet du solvant sur la
structure des biomolécules. Ainsi, au contraire de la mécanique moléculaire, la dynamique
moléculaire produit des conformations qui dépendent moins de la structure initiale.

Les champs de forces utilisés sont les mémes que ceux employés dans les méthodes de
minimisation. La dynamique moléculaire introduit donc la dimension du temps dans 1’étude
des molécules. L’évolution temporelle ou trajectoire d’une molécule est décrite par la

résolution des équations du mouvement de Newton :

Ou:
F, : Vecteur force agissant sur ’atome 1, m; est la masse d’atome, a, est son accélération, ¢

est le temps, 7, sont les coordonnées Cartésiennes de 1’atome (position de ’atome 1).

La force F agissant sur I’atome i se calcule a partir de 1’énergie potentielle totale (E)
1

d’interaction de la molécule:
7 _dE
r,

L’intégration des équations de mouvement est rendue possible par [’utilisation
d’algorithmes comme celui de Verlet.

Une simulation de dynamique moléculaire se réalise généralement en quatre étapes :
1- Une étape de minimisation de la structure initiale destinée a éliminer les contacts stériques.
2- Une ¢tape dite de thermalisation au cours de laquelle les vitesses des atomes sont
augmentées progressivement afin d’atteindre la température finale choisie.
3- Une étape d’équilibration pendant laquelle les vitesses ne sont plus modifiées. L’énergie
cinétique se répartit sur toute la molécule afin d’atteindre son état d’équilibre.

4- Enfin, pendant la derniére étape, appelée dynamique productive, les coordonnées et les

vitesses sont sauvegardées pour une analyse de la dynamique.




MODELISATIOM MOLECULAIRE

Deux points importants doivent étre pris en compte:
La température d’une molécule ou agitation thermique correspond en réalité a

I’énergie cinétique des atomes de la molécule puisque :
1 3
Ecinétique = EZ miviz = ENKbT

Ou:

2 7 .
v.”: Valeur de la moyenne carrée de la vitesse.

N : Nombre d’atomes du systéme.

K, : Constante de Boltzmann.

T : Température absolue.

I. 3- Docking Moléculaire :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur
l'affinité¢ entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou
inhibant l'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité
respective. C'est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées
sous le nom "amarrage moléculaire" ou "docking", ont été développées. Il est a noter que les
substrats et les inhibiteurs sont définis par le terme générique de "ligand", tandis que le terme
"récepteur" est utilise pour la cible sur laquelle le ligand va se fixer, que ce soit une enzyme
ou un récepteur protéique.

Afin d'obtenir le minimum global d'énergie d'interaction entre le ligand et le récepteur,
la plupart des méthodes d'amarrage moléculaire repose donc sur des minimalisations
d'énergie, des recuits simules, des calculs de Monte-Carlo, de complémentarité¢ de surface,
d'énergie libre ou encore sur des algorithmes génétiques. Parmi tous les programmes
d'amarrage moléculaire qui ont déja prouve leur efficacité, comme GOLD [27], FlexX [28] ou
bien DOCK [29], AutoDock) [30]. Nous avons choisi d'utiliser Molegro Virtuel Docker
(MVD) [31,32].

R. Thomsen et al [33] ont fait une comparaison entre 4 logiciels de docking et ils ont

montré que le MVD est le plus précise (MVD: 87%, Glide: 82%, Surflex: 75%, FlexX: 58%).

.
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Molegro Virtuel Docker (MVD) permet d'imposer au systeme [’exploration de
I’espace conformationnel en autorisant certains degrés de liberté au ligand, tout en maintenant
fixe le récepteur.

En fin, le Docking Moléculaire est I'étude des interactions non-liantes intervenant lors
de la formation de complexes moléculaires telle que:

e Les interactions VDW.

e Les interactions électrostatiques.

e Les interactions Hydrogenes.
Le but du Docking Moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un complexe formé
de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et des
conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [34].

Toutes les méthodes de « Docking Moléculaire » peuvent étre décomposées en trois
¢tapes :

e (aractérisation du récepteur et I’identification du site de fixation.
e [’orientation du ligand dans le site de récepteur.

e [ ’¢évaluation de I’orientation du ligand et de son adéquation au récepteur.

x]
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Résultats et discussions

Introduction:

La discussion que nous allons engager est basée sur les énergies d’interactions et les
distances entre certains groupements de la chaine latérale de 'enzyme et ceux des ligands. Par
conséquent 1'optimisation des interactions de Van Der Waals de type attractif a lieu lorsque
les géométries du site actif de liaison de I'enzyme et celle du substrat deviennent davantage
complémentaires (mode¢le clé-serrure).

Il est a noter qu'une parfaite complémentarité de forme entre I'enzyme et le substrat est tres
rare.

Il faut signaler que tant que les atomes du substrat et de I'enzyme ne sont pas trop
proches, les interactions de type de Van der Waals restent de nature attractive et certainement
vont stabiliser le complexe formé. II existe des situations défavorables dans lequel nous avons
un tres grand espace « vide » entre I'enzyme et le substrat.

Cette situation peut engendrer un changement conformationnel qui se produit afin de
pouvoir accommoder 1'établissement d'une nouvelle interaction entre enzyme et le substrat.
Une interprétation possible suggere la création d'une grande différence entre ces deux entités
du point de vue énergétique. Ceci ne peut étre compensé par la formation d'une nouvelle
interaction [1].

I. Préparation de ’enzyme :

Le téléchargement de la phospholipase (PAL2) a été fait a partir de la base de données
Bookhaven Protein Data Bank (code d’accés 1KVO).

Les calculs effectués pour cette étude sont :
1-Un calcul de mécanique moléculaire (optimisation de la géométrie moléculaire).

2- Un calcul de dynamique moléculaire effectuée pour toutes les structures de départ (IKVO
seule, inhibiteurs).

a- Le positionnement des inhibiteurs dans le site actif de la 1IKVO, c'est-a-dire le
docking moléculaire.

b- Une fois que le complexe (1KVO -Inhibiteur) est formé, celui-ci va adopter la
conformation la plus stable correspondant au niveau énergétique le plus faible, et c’est cette
conformation qui sera recherchée lors des simulations par dynamique moléculaire effectuée
pour tous les complexes formés.

La discussion des résultats de calcul a été basée sur les résultats de 1’énergie d’interaction

obtenus entre la 1KVO et les inhibiteurs.
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[.  1- Visualisation tridimensionnelle des molécules :

Depuis longtemps la modélisation moléculaire occupe une place primordiale dans la
recherche en chimie, 1’évolution des ordinateurs ces dernic¢res décennies est devenu une parti
intégrante de la vie du scientifique avant 1984, peu de scientifiques utilisaient un ordinateur
personnel ; il était réservé au chimiste trés expérimenté d’utiliser des programmes complexes
difficile a maitriser. La possibilit¢ de visualiser de grosses molécules biologiques par
ordinateur est trés intéressante parce qu’il est trés difficile de parler par exemple de la
structures d’une hélice a et des interactions qui en assurent la stabilité sans 1’observer
véritablement. Donc la visualisation tridimensionnelle de la structure moléculaire est
nécessaire a la compréhension des processus biologiques.

L’hypothése concernant I’'importance de la forme des molécules avait été émise dés
1946. Pauling et Astbury en 1951 proposent des modéles théoriques de structures secondaires
hélice a et le feuillet B, les logiciels de visualisation et de manipulation des molécules sont
actuellement disponibles avec des fonctionnalités conviviales (par exemple : Molegro5.5 [2]
et Hyperchem 7.5 version Professionnelle [3].

La structure tridimensionnelle de la phospholipase 1KVO a ¢été obtenue par
diffraction ;2en rayon X avec une résolution de (2.00 A) [4]. On remarque que la
phospholipase 1KVO se cristallise sous la forme d’un monomére (figure 6), avec 744 résidus
et 5722 atomes.

Avec Deffet réducteur de la modélisation moléculaire, nous avons simplifi¢ le modele de
I’enzyme en ¢€liminant les molécules d’eau, ceci nous a permis d’obtenir le mod¢le suivant:

(figure 7).Ce modele comporte les acides aminés formant le site actif (figure 8).

figure 6 :1kvo non simplifiée figure 7 :1kvo simplifiée

(744 résidus, 5722 atomes) (124 résidus, 1899 atomes)

&
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Figure 8 : Acides aminés du site actif
I1. Préparations des ligands :

Il est nécessaire d'attribuer a chaque atome un potentiel, c'est a dire une charge
partielle électronique. Ce potentiel va dépendre de l'environnement chimique dans lequel
chaque atome est placé et du champ de force qui sera utilisé. L'objectif d'un champ de force
est de décrire une classe entiere de molécules avec une précision raisonnable. Il représente
une des approximations dans la mod¢lisation moléculaire. La qualité d'un champ de force, son
application au systeme d'une part, et sa bonne qualité prédictive des propriétés mesurées lors
des simulations, d'autre part, influencent directement sur la validité des résultats.

De 1a, vient la nécessité d'utiliser le champ de force le plus performant possible et qui
soit adapté au type de molécules a modéliser.

Les inhibiteurs utilisés dans notre travail sont les flavanones qui ont été isolés de

I’inule visqueuse [5].

(1) R= H Sakuranetin
(2) R= OH 7-O-Methylaromadendrin
(3)R= OCOCHS3 3-Acetyl-7-Methylaromaden
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III. Minimisation de I’énergie :

Les méthodes de minimisation ont deux roles principaux. Le premier a un rdle
d'auxiliaire d'autres méthodes, par exemple pour effectuer une analyse et avant d'entreprendre
le calcul d'une trajectoire de dynamique moléculaire, il peut s'avérer nécessaire d'optimiser
une structure, c'est a dire d'éliminer toutes les interactions stériques fortement défavorables.
[2]. Le second role est celui de I'exploration dans I'espace conformationnel. Cela permet
d'avoir une estimation de la barriére de potentiel entre deux conformations. L'objectif des
méthodes de minimisation est extrémement simple : étant donné une fonction d'une ou
plusieurs variables indépendantes, il s'agit de trouver la valeur de la variable pour laquelle la
fonction est la plus faible.

La minimisation de 1'énergie d'une molécule est faite en deux étapes :

Tout d'abord, une équation décrivant 1'énergie du systéme est exprimée en fonction des
coordonnées des atomes. Puis cette équation sera définie et évaluée pour une conformation
donnée. Ensuite, la conformation est ajustée a la valeur minimale de cette équation. Un
minimum peut étre trouvé aprés un ajustement, ou par contre il peut demander plusieurs
milliers d'itérations, dépendant de la nature de l'algorithme utilisé, du type d'équation utilisée
et de la taille de la molécule.

Au niveau de notre étude, la minimisation a été effectuée sur la phospholipase A2
seule, les ligands et les complexes.

II1-1 Optimisation de la phospholipase 1KVO :

L’optimisation de la géométrie de la phosphalipase 1IKVO a été effectuée a I’aide du
champ de forces Amber99 [6] implanté dans le logiciel Hyperchem?7.5 version
professionnelle.

La chaine principale a ét¢ maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent
souples. Cette approximation permet aux chaines latérales des protéines de trouver plus
facilement la position dans laquelle les interactions sont les plus favorables.

La valeur de I’énergie d’optimisation est:  E op=-660. 6749 Kcal/mol

III-2 Optimisation des substrats:

La construction et 1’optimisation des ligands ont été¢ effectuées a I’aide de deux
logiciels :
-le logiciel Hyperchem?7.5 version professionnelle du champ de forces Amber99 [6].

-Gaussian défini l'interface graphique. On peut graphiquement interpréter[7] :

o
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structures moléculaires optimisées.

orbitales moléculaire.

La densité électronique.

Les surfaces peuvent aussi étre vues comme des contours.

Charges atomiques et moments de dipdle.

Animation des modes normaux correspondant a fréquences vibrationnelles

IR, Raman, RMN, VCD et d'autres spectres.

- & F F + & #

+ Informations stéréo chimiques moléculaires.
L’optimisation moléculaire des molécules : Nos inhibiteurs ont été optimisé par la méthode
DFT, et en utilisant 6-31G*comme base.

-Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 2 suivant :

Inhibiteurs Flavanone-1 Flavanone-2 Flavanone-3
E opt (Kcal/mol) 13.005 14.243 17.788
(Hyperchem?7.5)

E opt (u.2) -994.277 -1069.109 -1221.721
(Gaussian)

On a utilisé le programme ORIGIN 6.0 [8] pour dessiner les cartes d’énergie.
Origin est un logiciel de traitement et d'analyse de données scientifiques pour environnement
Microsoft Windows développé par OriginLab. Il permet notamment de tracer des graphes 2D
et 3D et possede des fonctions d'analyse de pics. Il est aussi capable d'importer des fichiers de
divers formats tels que Excel, ASCII, Mathematica ou SigmaPlot, et d'exporter les graphes
sous format JPEG, GIF, Tiff etc.
IV. Dynamique Moléculaire :

La connaissance a un niveau atomique des aspects structuraux et dynamiques des
systémes organis€s est particulicrement importante pour mieux comprendre les fonctions de
ces édifices moléculaires complexes. Dans de nombreux cas, l'obtention du détail
microscopique par les techniques expérimentales conventionnelles s'avére impossible.
Cependant, la véritable évolution des moyens informatiques amorcée depuis une dizaine

d'années, et le développement d'algorithmes performants, rendent possible ['¢tude

\J
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d'assemblages supramoléculaires de complexité croissante par les méthodes de chimie
théorique.

Le principe de la dynamique moléculaire est de fournir de I'énergie cinétique au
systéme pour franchir des barriéres énergétiques.

En générale, I'algorithme de la plus grande pente ou «steepest descent» est utilisé au
début, pendant 100 a 200 pas. Apres l'algorithme de gradient conjugué ou «Conjugate
Gradient» peut étre utilisé pour compléter la minimisation jusqu'a la convergence. La
convergence dans l'algorithme de «Steepest Descent» est lente, mais cette méthode est
extrémement robuste. Cet algorithme est surtout utilisé lorsque les conformations sont
¢loignées de leur minimum d'énergie. L'algorithme du gradient conjugué est la méthode de
choix pour les grands systemes moléculaires, puisqu'il présente 1'avantage de la convergence
rapide.

La dynamique moléculaire a été¢ effectuée sur la phospholipase 1KVO seule, les
ligands seuls.

IV-1 Dynamique moléculaire de la phospholipase 1KVO :

Nous avons commencé la dynamique par une initialisation du systéme : a t=0 nous
avons r (t)=0, c'est-a-dire la structure initiale, précédemment minimisée. Puis nous avons
chauffé le systéme jusqu'a 300 K pendant 1000 pas avec un pas d’intégrations de 1 fs.

A 300 K, il y a une équilibration : les vitesses sont réajustées pour conserver la température

constante (il y a échange entre 1’énergie cinétique et 1’énergie potentielle). Ensuite, il y a

production de conformations. Le temps de simulation de la dynamique moléculaire est de 100

ps [9].
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IV-2 Dynamique moléculaire des inhibiteurs :
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V. Docking des substrats et construction des complexes :

L'étape suivante, aprés la construction des ligands, et le positionnement de ces molécules dans
le site actif de la phospholipase 1KVO. Pour ce faire, nous avons utilisé le module Docking
Moléculaire a 1'aide de logiciel molegro [2].

Une fois que le complexe ligand- récepteur est formé, celui-ci va adapter la conformation la
plus stable, c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.

MVD effectue souple accueil de ligand, de sorte que la géométrie optimale du ligand sera
déterminée lors de 1'amarrage. Molegro dockers virtuelles explorer toute la gamme de ligand flexibilité
conformationnelle avec flexibilité partielle de la protéine. Procédure d'accueil est composée de trois
¢léments interdépendants :

a) L'identification de site de liaison.

b) un algorithme de recherche d'échantillonner efficacement l'espace de recherche (I'ensemble des

positions possibles et les conformations de ligand sur la surface de la protéine) et
¢) Une fonction de score ou de 1'énergie calcul software [10].

L'analyse de I'énergie d'interaction protéine-ligand (énergie de liaison hydrogéne) a été
calculée afin d'obtenir une meilleure compréhension des différences entre le mode de liaison de
chaque composé et les facteurs moléculaires responsables de I'activité les meilleurs poses amarrés a la
région du site actif de la protéine sont présentées dans (tableau 1) et on 'a observe que le flavanone-3
présent une meilleure complémentarité avec la phospholipase (PAL2) (en termes d'énergie négative),

comme indiqué dans le Tableau 3.

-
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Tableau3 : le score de docking moléculaire pour les trois flavanones :

Inhibiteurs Mol dock score (Kj/mol) H- Interaction des résidues
Bond d’acides aminés de la

phospholipase A2

flavanone-1 -91.247 0  Tyr51,Gly29,His27,Asp48,His47,
Phe5,Alal?7

flavanone -2 -95.483
-4.634 Tyr51,Gly29,His27,Asp48,His47

b

Phe5,Alal?7

flavanone -3 -99.798 Tyr51,Gly29,His27,Asp48,His47
-2.5

b

Phe5,Alal7,Cys44

Nous avons mesuré les distances entre les groupements R des flavanones, et ceux des chaines latérales
des acides aminés constituants le site actif et éventuellement d’autre groupements de la chaine
principale de 1’enzyme responsables d’interaction (pouvant engendrer une conformation favorable a
une complémentarité importante d’ou une activité conséquente). Les distances mesurées varient entre
2.478 A’ et 3.100 A” pour ’ensemble des complexes étudiés.

Les interactions comprises entre 2.5A° et 3.5A° sont considérés comme fortes et celles
comprise entre 3.1A° et 3.55A° sont supposées moyennes. Les interactions supérieures a 3.55A° sont
faibles ou absentes [11].

Tableau 4: Distances entre les acides aminés du site actif et groupe des flavanones

Distances(A°) Tyr51 Gly29 His27 PheS Asp48 His47 Alal7

flavanone-1 - = o - - - -
flavanone-2 - 3.099 3.100 - 2.614 - -
flavanone-3 - 2.478 2.822 - = = -
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v 4

Complexe 1KVO flavanone-1

Complexe 1KVO flavanone-3

Figure 13. site actif de chaque complexe formé

Les interactions entre les flavanone-2 , flavanone-3 et Gly29, His27 sont représentés
dans la région possible pour étre un accepteur de liaison hydrogeéne. Nous avons confirmé que
dans les deux mode¢les d'amarrage Gly29, His27 forme ces types de liaisons hydrogene. Ces
interactions amenés a déplacer les inhibiteurs dans les modeles d'accueil de la phospholipase
(PAL2). Par conséquent, on peut supposer que ces environnements chargés peuvent jouer un
role important pour aider les ligands a fixer et a surmonter 1'exposition du site de liaison de la

phospholipase (PAL2).

j
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VI . Energie d'interaction :

Dans le but d'établir des corrélations entre les énergies d'interaction et les activités, et
pour envisager par quel type de forces la nature des interactions de la phospholipase (PAL2)-
flavanones est gouvernée, on fait souvent référence a une décomposition de I'énergie
potentielle totale de la molécule en plusieurs termes (Energie électrostatique, Energie de
VDW,..).

Les énergies d'interaction entre les différents flavanones étudiés et la phospholipase
(PAL2) sont évaluées a 1'aide de la relation suivante :

Einteractions= (E potentielle totale complexe phospholipase (PAL2)- flavanones) - (E potentielle
totale phospholipase (PAL2) seule + E potentielle totale flavanones)

11 faut tenir compte également des interactions de Van Der Waals puisque ¢’est les interactions

entre atomes non liés qui stabilisent les complexes Enzyme-Inhibiteur.

Tableaus5 : Bilan des énergies en (Kcal/mol) :

E totale du complexe E totale du substrat E vdw du substrat E intéra de
E-S N S Totale
flavanone-1 -91.20466 13.005889 16.1349 556.421
flavanone-2 -95.4832 14.243325 15.7655 550.948
flavanone-3 -99.7988 17.788204 18.5445 543.087

Energie stérique de la phospholipase (PAL2) seule=-660.6749 Kcal/mol

En se basant sur [’énergie d’interaction totale, on remarque que le flavanone-
3(543.087 Kcal/mol) est plus actif que le flavanone-2 (550.948 Kcal/mol) et le flavanone-
1(556.421Kcal/mol) .

D’apres ces résultats on peut conclure que la complémentarité est relativement
importante pour I’inhibiteur 3 que les autres inhibiteurs.

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 11A° de profondeur, une ouverture de 15.12A° et 9.14A°, cette

poche se rétrécie atteignant une largeur de 10.80 A° [12].

=
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Figure14. Dimensions de la cavité enzymatique

Flavanone-1 Flavanone-2

Flavanone-3

En tenant compte des différentes contraintes géométriques, 1’approche selon les

flavanones considérés peuvent influencer la complémentarite et par la suite 1’activité.

En persective ,d’autres outils de modélisation plus perfermants seront utilisés. Nous
envisageons une ¢étude par homologie qui consiste en la construction de modéles
tridimentionnels a partir des données de séquences et il faut tenir compte également de 1’effet

de solvant qui a ¢été négligé dans notre approche.
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CONCLUSION

Dans ce mémoire, une étude des interactions moléculaires entre la phospholipase
PLA2 et les inhibiteurs isolés de I’inule visqueuse a été réalisée grace a des outils de
modélisation moléculaire
Cette étude comprend quatre chapitres :

Dans le premier chapitre nous avons donné une bréve définition sur I’inflammation, et
les anti-inflamatoires, ainsi un bref apergu sur les phospholipase

Au niveau de chapitre 11, des généralités sur les flavonoides sont apportées en insistant
sur les différentes classes de flavonoides et un apercu sur leurs biodisponibilités et leurs
implications biologiques.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons présenté la modélisation moléculaire dont nous
avons définie en détails les notions suivantes: la mécanique quantique, la mécanique
moléculaire, la dynamique moléculaire et le docking moléculaire, se sont les méthodes de
base de la modélisation moléculaire. Comme nous avons définie aussi la notion du champ de

force qui représente I’une des approximations en modélisation moléculaire.

Le chapitre quatre, est consacré aux résultats obtenus ainsi que la discussion et
I’interprétation de ces derniers est basée sur les énergies d’interactions , les distances entre
certain groupements de la chaine latérale de I’enzyme et ceux de substrat Ce travail nous a
permis de faire un classement et aussi de visualiser les interactions établies entre ligand et
I’enzyme.

Dans le but de déterminer les interactions protéine-ligand, nous avons effectué des
calculs de dynamique moléculaire a partir des structures des complexes pour rechercher la
conformation la plus stable correspondante a I’énergie la plus stable correspondant a I’énergie
la plus faible qu’adopte le complexe formé. A fin de générer les trajectoires des différents
systémes, nous avons utilisé le champ de force AMBER implanté dans le logiciel Hyper Chem 75.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que l'introduction des groupements
encombrants engendre un réarrangement conformationnelle au sein de la poche du site actif qui
probablement augmentera la complémentarité et par conséquence I’activité.

Nous avons mesuré les distances entre les groupements R des flavanones, et ceux des
chaines latérales des acides aminés constituants le site actif, les énergies totales les énergies de
Van der Waals des inhibiteurs. On a trouvé que pour la flavanoone3 est le plus stable car elle
représente I'énergie la plus basse.

En perspective, d’autres outils de modélisation plus performants seront utilisés.




CONCLUSION

Il est a noter que la connaissance moléculaire des complexes enzyme substrat est
hautement difficile, et que notre contribution a la compréhension des processus reste
certainement a compléter par I’utilisation des logiciels beaucoup plus performants que ceux
que nous avons utilisés. Un autre aspect dont il faut tenir compte et qu’on ne peut le

quantifier, est le parametre RMSD (Root Mean Square Deviation) entre deux conformations

Par ailleurs, il est envisagé dans le cadre d’un autre travail une étude par homologie
qui consiste en la construction de modeles tridimensionnels a partir des données de séquences

et il faut tenir compte également de 1’effet de solvant qui a été négligé dans notre approche.




Résumeé :

La connaissance des enzymes est capitale, car ce sont elles qui catalysent la plupart des
réactions chimiques des organismes vivants. L’altération des enzymes par des inhibiteurs
spécifiques permet de bloquer les voies biochimiques, Seul un site particulier de la protéine
enzymatique entre en contact avec son substrat : c’est le site actif, celui-ci est encore divisible
en deux régions particulicres. Le site de fixation permet a I’enzyme de « s’accrocher » a la
molécule, et de positionner cette derniére de facon optimale, tandis que le site catalytique
déclenche le processus réactionnel.

Notre travail consiste a une étude d’interaction moléculaire entre la phospholipase
PLA2 et les flavanones, Les différents outils de la modélisation moléculaire sont utilisés pour
mener a bien ce travail (mécanique moléculaire, dynamique moléculaire et docking
moléculaire) ou le docking permet de prévoir comment une petite molécule (drogue) peut se
lier a un récepteur (protéine) dont la structure 3D est connue.

Mots clés : interaction E-S, flavanones, PLA2, mod¢lisation moléculaire, MM, DM, Docking
moléculaire.

Abstract:

The knowledge of the enzymes is capital, because it is catalyze the majority of the chemical
reactions of the living organisms. The deterioration of the enzymes by specific inhibiters
makes it possible to block the biochemical ways, only a particular site of enzymatic protein
comes into contact with its substrate: it is the active site, This one is still divisible in two
particular areas. The site can fixing; it possible the enzyme “to cling” to the molecule, and to
position the latter in an optimal way, while the catalytic site starts the reactional process.

Our work consists a study of molecular interaction between phospholipase PLA2 and the
flavanons, the various molecular numerical models are used to conclude this work
(mechanical molecular, dynamic molecular and docking molecular) , the docking makes it
possible to envisage how a small molecule (drug) can bind to a receptor (protein) of which the
structure 3D is known.

Key words: interaction ES, flavanones, PLA2, molecular modeling, MM, DM, Docking
molecular.
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