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Introduction générale

Les radicaux libres sont présents dans tous les organismes vivants, ou ils sont
nécessaires a l'exécution d'une fonction importante et spécifique de la vie cellulaire, mais ils
sont étroitement liés a un grand nombre de syndromes physiologiques tels que le cancer, les
troubles cardiovasculaires et I'athérosclérose, ainsi qu'a des syndromes neurologiques tels que
ceux d'Alzheimer et de Parkinson. Ces relations sont observées avec l'augmentation de la
concentration de radicaux libres due au déséquilibre entre la production et la consommation

de ces radicaux, cette condition est connue sous le nom de stress oxydatif [1].

Le stress oxydatif a été défini initialement par Sies en 1985 [2], comme une
perturbation de 1’équilibre pro oxydant-antioxydant en faveur du premier conduisant a des
dommages potentiels [3]. C’est un déséquilibre entre la production des radicaux libres et les

défenses antioxydantes [4].

Les radicaux libres peuvent étre définis comme toute espece chimique contenant des
¢lectrons non appariés, qui augmentent la réactivité chimique d'un atome ou d'une molécule
[4].

Ils peuvent étre des especes réactives de l'oxygene (ROS), puisque le radical est dans un
atome d'oxygene comme 1’anion superoxyde (03 ) et le radical hydroxyle( HO®), ou pourrait
étre une espece de carbone réactif (RCS) ou le radical est dans un atome de carbone tel que

* CH (OH) CH3, ou des especes réactives dérivées de 1’azote (RNS ) comme le monoxyde de

I’azote (ON) et I’oxyde nitrique(NO*®) [1].

Un antioxydant est une substance qui contribue a réduire la gravité du stress oxydatif,
soit en formant un radical moins actif, soit en arrétant la réaction en chaine des radicaux libres
sur des substrats tels que les protéines, les lipides, les glucides ou 1'ADN. Une série
d'antioxydants sont actifs dans l'organisme, notamment des antioxydants enzymatiques
(endogenes) et non enzymatiques (principalement apportés par l'alimentation) [5]. Tous
peuvent étre des antioxydants intracellulaires ou extracellulaires. Les enzymes antioxydantes
comprennent le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GPX). Les antioxydants non enzymatiques comprennent une variété d'inhibiteurs de radicaux
libres tels que les vitamines, les flavonoides, les thiols et les micronutriments (fer, cuivre,
zinc, sélénium, manganese), qui agissent comme des cofacteurs enzymatiques. L'efficacité du
systéme antioxydant dépend des apports nutritionnels et de la production endogéne d'enzymes
antioxydantes, qui peut étre modifiée par l'exercice, l'entrainement, la nutrition et le

vieillissement [6].
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Plusieurs composés naturels ayant des propriétés antioxydantes ont démontré une capacité a
réduire l'effet nocif causé par les especes réactives dans les systémes biologiques par la
capture et l'inactivation de ces substances réactives et potentiellement nuisibles. Cela pourrait
étre accompli par des molécules ayant certaines caractéristiques chimiques favorables, y
compris les coumarines naturels ou chimiquement modifiés sont des composés prometteurs

comme source potentielle d'antioxydants exogenes [7].

Les coumarines constituent un vaste groupe de composés naturels essentiellement
présents dans les plantes vertes. Comme des substitutions peuvent se produire a n'importe
lequel des six sites disponibles de leur fraction moléculaire de base (1,2-benzopyrone), ces
composés sont extrémement variables dans leur structure. Cette diversité structurelle conduit
a des composés présentant de multiples propriétés biologiques qui favorisent la santé¢ humaine

et aident a réduire le risque de maladies [8].

De nombreuses coumarines naturelles et synthétiques ont récemment attiré beaucoup
d'attention en raison de leurs vastes activités pharmacologiques, notamment antibactériennes,
anti-thrombotiques et vasodilatatrices, anti-inflammatoire, antimutagénes, inhibition de la
lipoxygénase et de la cyclooxygénase [9], piégeage des especes réactives de 1'oxygeéne et anti-
tumorales, qui semblent étre basées sur le noyau coumarine. De nombreux dérivés de la
coumarine ont une capacité particuliere a pié¢ger les radicaux libres des especes réactives de
l'oxygene (ROS), tels que les radicaux hydroxyles, les radicaux superoxydes ou l'acide
hypochloreux, et a influencer les processus impliquant des 1ésions dues aux radicaux libres.

De plus, ils inhibent la peroxydation lipidique [10].

Dans ce contexte, 1’objectif de notre étude est d’évaluer I’activité antioxydante de
nouveaux analogues de la coumarine 3-aryl-5-subtitueé, en se basant sur I’hypothése « la
substitution des anneaux phénoliques en position ortho du OH phénolique par des

groupements donneurs évolue le pouvoir antioxydant des composés » [11].

Schéma: structure du 5-hydroxy-4-méthyl-3-phényl-chromen-2-one (5-HMPC).
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Pour I’¢tude de D’activit¢ de piégeage des radicaux libres de ces nouveaux dérivés trois
mécanismes sont envisagés, en ’occurrence, HAT (Hydrogen Atom Transfer), SPLET
(Sequentiel Proton Loss Electron Transfer) et SET-PT (Single Electron Transfer — Proton
Transfer). Ensuite, nous avons effectu¢ une simulation docking moléculaire afin de vérifier le
pouvoir antioxydant et 1’activité anti-inflammatoire des composés étudiés. Enfin, nous avons
déterminé les reégles DrugLikness et prédire les propriétés pharmacocinétiques ADME pour

les nouveaux analogues.
Le manuscrit de ce mémoire divise en trois chapitres :

» Dans le premier chapitre nous présentons des généralités sur les radicaux libres, les
antioxydants et leurs différents types, les coumarines et leurs activités
antioxydante et anti-inflammatoire.

» Dans le deuxiéme chapitre nous présentons un abrégé synthése bibliographique des
¢tudes théoriques publiées durant les sept derniéres années sur [’activité
antioxydante et anti-inflammatoire de coumarines.

» Dans le troisiéme chapitre nous exposons les différentes méthodes et outils de
calculs utilisés dans cette étude ainsi les résultats et la discussion de ces résultats,

et nous terminerons par une conclusion générale.
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Chapitre I : Généralités antioxydantes et coumarines

Introduction

Au cours des dernicres décennies, Gerschman et al. [1] ont démontré que 1’oxygene est
indispensable a la vie, mais présente également une toxicité pour 1’organisme.
L’oxygeéne diatomique joue un rdle essentiel dans le métabolisme aérobie comme accepteur
d’¢lectrons. Il forme des espéces partiellement réduite (les espéces réactive de 1’oxygeéne
ROS), ces especes sont treés utiles pour I’organisme a des doses raisonnables. Cependant, si la
production de ces radicaux dépasse les capacités de défenses des tissus. Cela implique des
dégats cellulaires important via le déclenchement des cassures et mutations au sein de I’ADN,
modifications des structures protéiques, changement de conformations, des membranes vont
perdre leurs fonctions biologiques.....etc. Tout ceci va contribuer un déséquilibre entre la
formation des radicaux libres et la capacité de défense de I’organisme (les antioxydants), ce

qui va conduire a I’appariations de diverses pathologies chez I’individu.

I. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique (atome, molécule ou anion) caractérisé par un ou
plusieurs ¢lectrons célibataires (non apparie) au niveau de leur orbitale externe, ce qui leur
donne une configuration trés instable [2]. Par nature, ce sont des espeéces trés réactives qui
cherchent a trouver leur stabilité en se liant avec des molécules donneuses d’électrons, ¢a peut
étre un acide nucléique comme 1I’ADN, des acides aminés qui constituent nos protéines
cellulaires ou encore les acides gras polyinsaturés qui forment les membranes de nos cellules

[3].
I.1. Les types de radicaux libres

On distingue deux types de radicaux libres :

«» Espéces réactives de I’azote RNS (Reactive Nitrogen Species), ce sont des espéces
dérivées de 1’azote. On peut citer le monoxyde de I’azote (ON), oxyde nitrique(NO*),

trioxyde de nitrogéne (N, O3) et peroxynitrite (ONOO™) [4].

< Especes réactives de I’oxygeéne ROS (Reactive Oxygen Species), ce sont des espéces
dérivant de la réduction monovalente de I’oxygene. Les ROS qui sont présents sous

forme de radicaux sont divisés on deux catégories [5]:
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» Radicaux libres inorganiques ou primaires qui ont un réle physiologique trés
important. Ils proviennent de la réduction directe de 1’oxygene, telle que I’anion
superoxyde (03") et le radical hydroxyle( HO®) [5].

» Radicaux libres organiques ou secondaires. Ils sont fermés indirectement par la
réaction des radicaux primaires et les biomolécules (les protéines, les lipides, les
glucides...). IIs sont moins toxiques et moins réactifs que les primaires. On peut
citer les radicaux peroxyle (ROO®) et alkoxyle(RO®) [6].

> Espéces réactives de I’oxygéne non radicalaires, ce sont des dérives actifs de
I’oxygeéne qui ne possédant pas d’¢lectrons célibataire, tels que le peroxyle
d’hydrogene (H,0,), I’acide hypochloreux (HCIO), I’ozone ( O3 )et 1’oxygéne
singulet(10,) [6].

I. 2. Les principales espéces réactives de ’oxygéne
¢ L’anion superoxyde O3~
L’anion0;" est un radical chargé négativement produit par la réduction monoélectronique du

dioxygene lors de la respiration mitochondriale, selon la réaction suivante [7]:

02 +1e_ —_—p Oi_

Cet anion posséde une réactivité trés faible, mais elle va conduire a la formation de

nombreuses especes tres réactives.

¢ Le peroxyde d’hydrogéne H,0,
Le peroxyde d’hydrogéne H,0, (ou I’eau oxygéné) est un oxydant trés puissant et possede
une toxicité importante pour 1’organisme, il est produit lors de la dismutation enzymatique du

05" par le superoxyde dismutase SOD, selon la réaction suivante [7]:

205_+2H+ > H202 +02

¢ Le radical hydroxyde HO:
Les radicaux hydroxyles sont considérés comme les especes les plus réactives et les plus

toxiques biologiquement, ils sont formés par plusieurs manicres [2]:

.



Chapitre I : Généralités antioxydantes et coumarines

» Soit par la réduction du peroxyde d’hydrogéne H,0, en présence des métaux de

transition (comme Fe?* ou Cu'), selon la réaction de Fenton :

H,0,+Fe2*

—» Fe3t+HO'+HO™

» Soit par I'interaction de 1’anion peroxyde O3 et le peroxyde d’hydrogeéne H,0,,

selon la réaction d’Haber et Weiss :

HZ 02+Oé_

— 5 0+HO’+HO™

oxydases

HzOz (

Peroxyde
d’hydrogene

superoxyde

cr

HOCL

Acide hypochloreux

OH

Radical hydroxyle

Radical superoxyde

O Irradiation UV
2

» | '02

Oxygene singulet

Arginine

Cycles redox/
mitochondrie

v
02' NO.

ONOO

Peroxynitrite

Monoxyde d'azote

Figure I.1: Formation des espéces réactives de I’oxygene ROS
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I. 3. Les sources des espéces réactives de I’oxygene

3.1-origine endogene

La principale source endogéne des ROS est Ila respiration mitochondriale, lors de
laquelle plus de 80% de 1’oxygene est réduit en eau H,0 , alors qu’une proportion d’0, est
transformée en ROS tels que 1’anion superoxyde qui va former les especes trés réactives
(HO®* ,H;0,.....). IIs existent d’autres sources endogenes d’03" telle que la réduction des
oxydases solubles (la xanthine oxydase, la NADPH oxydase...ect) et I’oxydation des petits

molécules telle que la dopamine, les flavines, et les hydroquinones [8].

3.2-origine exogéne
La production des ROS peut également provenir des sources exogenes, telle que la pollution
de I’environnement, les rayonnements ionisantes, les radiations UV, la consommation

d’alcool, tabagisme, et de certaines drogues et médicaments [8].

Figurel.2 : les différentes sources des ROS
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I1. Les antioxydants

Les antioxydants (ou anti-oxygeénes) sont les systetmes de défenses que 1’organisme
vivants les utiliser pour se protéger contre les dégats causés par le stress oxydatif [9].
Les antioxydants sont définis comme toutes substances capables a concentration faible, de
prévenir ou inhibe considérablement la production des radicaux libres. En effet, elles
possédent un pouvoir réducteur par sa capacité de transmettre ses €lectrons a un oxydant afin

de le rendre plus stable donc moins réactif [10].

Les antioxydants

Enzymatique Non-enzymatique
v
y v
v Exogéne Endogéne
-Superoxyde dismutase SOD. l l
-Catalase CAT. ~Vitamines (A, C, E....). -protéines de stockages des
. 2 métaux de transitions.

-Glutathion Peroxydase GPX.

-Minéraux/oligo-éléments. SR L

-Ascorbate peroxydase APX. L
-Caroténoides. _Clutathion
-Gaiacol peroxydase GPOX. i ’
-polyphénols -acide urique/acide
-Polyamines/acides aminés lipoique/Bilirubines.

Figure 1.3 : les différents systémes antioxydants

&
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» Deux catégories de systemes de défenses ont été mises en évidence :

I1. 1 Les antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes de faibles poids moléculaires, ¢laboré par les cellules de notre corps. Ils
sont considérés comme la premicre ligne de défense contre les effets délétéres de 1’oxygene et
ses dérives. Ces enzymes permettent de transformer les radicaux libres en eau et en oxygene
moléculaires [11].
» On distingue principalement trois enzymes :
% Le superoxyde dismutase SOD

Le superoxyde dismutase est une métalloprotéine qui inhibe la production de [’anion
superoxyde par une réaction de dismutation.

On trouve deux formes du superoxyde dismutase, la forme cytoplasmique qui utilise les ions
Zinc et cuivre comme cofacteur (CuZnSOD). Et la deuxiéme, c’est la mitochondriale qui

prend comme cofacteur le manganése (MnSOD) [12].

% Catalase CAT
La catalase est une enzyme qui accélérer la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne en
eau et en oxygene. Elle est constituée de quatre chaines polypeptidiques, contenant chacune
un groupe hémique. La catalase est largement localisée dans les cellules de peroxysomes
[12].
% La glutathion peroxydase GPX
La glutathion peroxydase est une enzyme qui ¢limine et empéche la production des radicaux
libres qui vont attaquer et détruire 1’acide nucléique 1I’ADN, et plus précisément les

hydroperoxydes organiques et lipidiques de types ROOH [13].

1
.- (SOD)
(¢
J‘/,p*)
2H,0

Figure 1.4 : les étapes des réactions enzymatiques inhibitrices des ROS

&
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I11. 2 les antioxydants non-enzymatiques
Les antioxydants non-enzymatiques sont des substances agit principalement en piégeant

les radicaux libres, ils sont considéres comme la deuxiémes ligne de défense contre le stress
oxydatif.
IIs sont divisés en deux types, les antioxydants exogenes qui sont apportés par I’alimentation,
telle que les vitamines, les caroténoides, les polyphénols....etc, et les antioxydants endogénes
qui sont synthétisés par 1’organisme parmi lesquelles en peut citer 1’acide urique, le
glutathion, I’'ubiquinone...etc.[14]
% Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est un antioxydant efficace soluble dans les lipides qui interrompt la chaine de
propagation radicalaire pendant la peroxydation des lipides dans plusieurs cellules et dans
diverses particules lipidique, y compris les lipoprotéines de faible densité¢ (LDL), il assure
I’inhibition des radicaux peroxyle lipidiques (LOO") [15].

LOO+a-tocophérol-OH » LOOH +a — tocophérol — O

Figure L.5: la structure de la vitamine E.
% Vitamine C
La vitamine C ou I’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble et un agent réducteur
trés puissant, qui agissent en protégeant contre les espéces réactives de 1’oxygene

spécialement I’ion superoxyde O et la peroxynitrite ONOO™[16].

Figure 1.6: la structure de la vitamine C.

3
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Les polyphénols sont des composés du métabolisme secondaire des plants, se particularisés
par la présence d’un ou plusieurs cycle benzénique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyle libre.

Les polyphénols comprennent un grand nombre de substances naturelles d’origine végétale,
ils possedent des propriétés antioxydantes in vitro, provenir de leurs forte réactivité en tant
que donneur de I’hydrogeéne ou d’¢électrons, de la capacité du radical dérivé du polyphénol a

stabiliser et délocaliser 1’¢lectron non apparies et de leurs capacité a chélater les ions de

% Polyphénols

métaux de transition (fin de réaction de Fenton) [17].

Tableau 1 : les différentes classes des composés phénoliques.

Nombre de Classe phénolique Exemple Structure de base
carbone
OoOH
Les phénols phénol
Ce simples
Les acides phénols HO
dérives de I’acide Acide gallique o o
Ce — Cq benzoique o
HO
o)
Acide caféique HO S OH
Les acides phénols
Ce — C5 dérives de I’acide HO
cinnamique ' N
Coumarines
O O
Ce — C3 — C¢  Les flavonoides Quercétine OH
Ce Les quinones 1,2benzoquinone o
.
(Ce — Cy)n  Les tanins Tanin condensé ke




Chapitre I : Généralités antioxydantes et coumarines

¢ Glutathion GSH
Glutathion est le principal tripeptide naturel de faible poids moléculaire, contenant du thiol

présent dans la plus part des cellules des étres vivants.
La glutathion est un antioxydant qui assure I’élimination du radical peroxyde et 1’oxygéne
singulet, soit directement ou par catalyse enzymatique. GSH est le cofacteur de nombreux

antioxydants enzymatiques tels que GPX [13].

SH
O @) O
H
N\/Ik
HO H OH
NH, O

Figure 1.7: la structure du glutathion.

% Acide urique
L’acide urique est 'un des composés organique, qui est généré pendant le métabolisme des
urines. UA est un antioxydant hydrophile, il agit en piégeant I’oxygene singulet, les radicaux

peroxyle, I’ozone et I’acide hypochloreux [18].

OH

N S
o)

'|§'| N/)\OH

Figure 1.8: la structure de ’acide urique.

¢ Oligo-élément
Les oligo-¢éléments ou les métaux de transitions telle que le Sélénium (qui participe a la
constitution de I’enzyme GPX), le cuivre et le zinc (qui font partie du site actif de ’enzyme
SOD) ne possedent pas a proprement d’activité antioxydante, mais ils jouent un réle capital

dans les réactions enzymatiques qui empéchent la production des ROS [19].

=
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I1I. Les tests de quantifications de I’activité antioxydante

Il existe un grand nombre de méthodes de détermination de la capacité antioxydante, parmi
lesquelles on peut citer :
% Test DPPH

Le test DPPH est décrit comme une méthode simple, pratique et précis pour mesurer
expérimentalement la capacité des différents composés qui agir au tant que piégeurs de
radicaux libres ou de donneur d’hydrogene et d’évaluer I’activité antioxydante généralement
des composés phénoliques. Cette méthode a été mise au point par Blois, Brand Williams et al
en 1958, elle est basée sur la réduction du radical libre DPPHe (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) [20].

WS SWe

| . |
N + RH N
o, NO,, O,N NO,

Y

+ R

NO, NO,

Figure 1.9 : réaction du test DPPH.
% Test ORAC
Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) est une méthode de quantification
de capacité antioxydante, il a été développé par Cao et Prior en 1998. Cette méthode est basée
sur I’inhibition de 1’oxydation induit par les radicaux peroxyle HOOe, qui peut étre détecté

comme une perte de I’intensité de fluorescense [21].

% Test TRAP
Le test TRAP (The original total Radical trapping antioxidant parameter), cette méthode a été
développée en 1985 par Wayner et al. Leur test est basé sur la mesure de la consommation
d’oxygeéne pendant une réaction de peroxydation lipidique controlée induit par la
décomposition thermique d’un composé azoique. Le test TRAP utilise les radicaux peroxyle
générer par le 2,2-azobis (2-amidinopropane) dihydrochlorure (AAPH) comme initiateur de la

génération de radicaux libres [21].

&
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IV. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « Coumarou », nom vernaculaire de la féve tonka, dont la
Coumarine a été isolée en 1820 pour la premiére fois.

Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-one) font partie d'une grande classe de substances
phénoliques présentes dans les plantes, dont la structure comporte le cycle benzéne et a-
pyrone fusionnés, résultant de la lactonisation de I’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique [22].
Elles sont présent naturellement dans un grand nombre de plants notamment en forte
concentration dans la féve tonka (ou fruit gaiac de Cayenne). FElle est également présente en
grand quantités dans 1’herbe de vanille, le mélilot, la cannelle de chine, les feuilles de mais, la
lavande, dans les extraits de Justicia Pectoralis et d'un grand nombre de cerisiers a fleurs.

Certaines especes de la famille des Apiaceae étaient riches en coumarine [23].

Vanille Cannelle

Lavande Feuilles de mais Mélilot

Les coumarines ont ét¢ largement utilisées pour la prévention et le traitement de nombreuses
maladies, elles possedent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, anticancéreuses,
antivirales et anticoagulantes...ect. Elles ont donc un excellent potentiel pharmaceutique.
Plusieurs revues récentes résument l'application des coumarines, en particulier en ce qui
concerne leurs propriétés antioxydantes. Les coumarines ont une structure variable, en raison
des différents types de substitutions dans leur structure de base, ce qui peut influencer leur

activité biologique [24].
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% Les propriétés physico-chimiques

Les différentes propriétés physico-chimiques des coumarines sont résumées dans le

tableau suivant :

Tableau 2 : les propriétés physico-chimiques des coumarines

La formule brute CoHgO0,

La masse molaire 146.1427 g/mol

La masse volumique 0.94 g/cm?3

T d’ébullition 301.7°C

T de fusion 69 271 °C

Pression de vapeur saturante 0.13 kPa a 106 °C

LogP 1.39

Hydrosolubilité Faible

Solubilité Soluble dans les alcools et les solvants organiques
Cristallographie Cristal blanc de forme orthorhombique

% La biosynthése des coumarines

Les coumarines sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique .la

particularité de cette biosynthése est I’hydroxylation en ortho du chainon tricarboné, suit par

I’isomérisation photo catalysée de la double liaison, ensuite lactonisation [25].

Acide cinnamique

NADPH + 024 Cinnamate-

NADP® + H, 0.

Acide 2-coumarique

Acide chorismique Acide préphénique
co,
HOOC HOOC
Phénylalanine .
ammonia-lyase | S Transaminase | S
; = -
N

2-hydroxylase

isomérisation

2, -COOH
: :OH

cis-trans

COOH HoOC

@ CH, Chorismate mutase
' AL
(o] COOH

GH GH

Phénylalanine Acide phénylpyruvique

coumarine

Figure 10 : la biosynthése des coumarines.

% La synthése des coumarines

La coumarine peut étre synthétisée par plusieurs méthodes telle que :
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» Le réarrangement de Claisen.
» Laréaction de Perchman.
» La condensation de Knoevenagel.

» Réaction de Wittig.

Parmi toutes les méthodes la condensation de Knoevenagel est la plus simple et plus

importante pour la synthése des dérivés de la coumarine [26]

o

H
COOR
H COORy o N . N
R < Choline chloride in water Choline chloride in water
——
R, R;
Ry OH Ry OH Ry (o) 0

Figure 1.11 : synthése des coumarines par la condensation de Knoevenagel.

% Classification des coumarines
Les coumarines sont classées principalement en quatre types en fonction de leurs structures
chimiques.

» Les coumarines simples

Les coumarines simples sont les dérivés hydroxylés, alcoxylés et alkyles du composé mere
(2H-1-benzopyran-2-one), ce sont les plus répandues dans le régne végétal possédent des

substitutions OH et OHCH;[27].

Structure de base Exemple structure
' HO N
Esculétine
HO O @)
~
© ostruthin HO @) O
HaC__— = =
CHg CHa
X

Umbelliferone

HO @) O

=
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» Furanocoumarines

Les Furanocoumarines contiennent un cycle a cinq chainons (furane) attach¢ au noyau

coumarine, et ils sont divisés en furanocoumarines linéaires et angulaires [28].

Structure de base Exemple structure

Xathotoxine
Linéaire Ou

Méthoxaléne OCHa4

Angulaire Anggélicine ~
Ou

Isopsoraléne —

» Pyranocoumarines
Les Pyranocoumarines se composent d’un hétérocycle pyrane li¢ a la coumarine, se

divisent en deux types linéaire et angulaire [28].

Structure de base Exemple structure
Linéaire Xanthyletin
O O O
\ /
Angulaire Séseline
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» Autres coumarines
Les autres coumarines telle que les dicoumarines, les isocoumarines, et autre sont substituée

par un phényle, hydroxyle, et isopentényle en position C-3 ou C-4 du cycle a- pyrone [22].

O O OH HO
:
O O
O O
Phénylcoumarine dicoumarol
O

OH

O O

Warfine

+ Coumarines et leurs activités pharmacologiques
Les coumarines forment une classe ¢€lite de composés, qui présentent une diverses activités
thérapeutiques, y a compris les antioxydants, les anti-inflammatoires, anticancéreux,

antiviraux, antituberculeux, et antimicrobiennes. [29]

» L’activité antioxydant des coumarines

De nombreuses études ont été montré que 1’un des principaux activités pharmacologiques des
coumarines et ses dérivés est 1’élimination des radicaux libres de I’oxygeéne en exces in vivo.
Cette activité antioxydante peut comprendre différents mécanismes moléculaires, et elle est
probablement liée a leur analogie structurelle. La position et le type du substituants attaché
au cycle aromatique des molécules de coumarine ont une grande influence sur l'activité
antioxydante de ces composés [30].

Les hydroxyle-coumarines, en particulier les 4-hydroxycoumarines, ont un effet important sur
la formation et le pi¢geage des ROS. La littérature a montré que 1'efficacité antioxydante des
hydroxylcoumarines était principalement due au groupe hydroxyle, qui était un puissant
donneur d'hydrogéne pour les accepteurs de radicaux libres en raison de la délocalisation des

¢électrons a travers la molécule [22].
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> L’activité anti-inflammatoire des coumarines

L’inflammation est un processus physiologique qui se produit lorsque I’organisme subit une
agression chimique, toxique, microbienne ou traumatique...etc.

La réponse inflammatoire peut étre controlée en éliminant les inducteurs, en bloquant les
capteurs, en inhibant les médiateurs, ou en agissant directement sur les tissus cibles.
Cependant, si I’inducteur n’est pas ¢liminé en raison des états pathologiques telles que
I’Alzheimer, 1’asthme, [’athérosclérose, sclérose en plaques, arthrose, polyarthrites,
rhumatoide, diabéte, infection bactérienne ou virale...etc, un traitement a long durée est
nécessaire, pour controler 1’inflammation en utilisant des agents anti-inflammatoires.

Un grand nombre de composés chimiques dérivés de plusieurs groupes de noyaux
hétérocycliques sont signalés comme inhibiteurs du processus inflammatoire. Parmi ces
composés les analogues de la coumarine qui constituent une classe importante de molécules
anti-inflammatoires [31], ou leurs activités anti-inflammatoires est liée a leur pouvoir
réducteur [24].

Parmi ces analogue on peut citer quelle que exemples :

e La coumarine présente une propriété anti-inflammatoire et elle utilisé dans le
traitement de 1’cedéme. elle ¢élimine les protéines et le liquide des tissus blessés
stimulant la phagocytose, la production d’enzymes et donc la protéolyse [27].

e L’imperatonine présent ¢galement une activité anti-inflammatoire.il bloque
I’expression protéique de I’oxyde nitrique et de la cyclo-oxygénase-2 [27].

e L’esculétine posséde aussi une activité anti-inflammatoire, elle inhibe la cyclo-

oxygénase et les enzymes de la lipoxygénase [27].
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Chapitre II : Synthé¢se bibliographique

Dans ce chapitre, nous avons présenté un abrégé synthése bibliographique des
¢tudes théoriques publiées durant les sept dernicres années sur 1’activité antioxydante et anti-

inflammatoire de coumarines :

En 2015, dans un article intitul¢ «Antioxidant properties of several coumarin—
chalcone hybrids from theoretical insights », Gloria Mazzoneet et al.[1] ont utilisé la
théorie fonctionnelle de la densité¢ (DFT) et la TDDFT pour élucider les caractéristiques
structurelles et la capacité antioxydante d’une série de dérivés coumarine-chalcone

récemment synthétisés.

l. R=R,=R=R=H

2. R=R,=R;=H, R,=Me

3. R=R,=R;=H, R,=OH
4. R=R,=H,R =R,=OH
5. R=R,=H, R,=Br, R,=OH
6. R=R,=R,=R,=0OH

7. R=R,=H,R,=R,=OH
8. R=R,=0H, R,=R,=H
9. R=R,=R,;=OH, R,=Me
10.R,=R,= OH, R,=R,=Me

e Figure IL.1: Les composés étudiés.

En outre, pour étudier le role des groupes hydroxyles adjacents sur les propriétés
antioxydantes, cinq hybrides supplémentaires ont été congus et pris en compte dans cette
¢tude. Différents mécanismes antioxydants ont été étudiés. Il s’agit du transfert d’atomes
d’hydrogeéne (HAT), du transfert d’électrons suivi du transfert de protons (SET-PT) et du
transfert séquentiel d’¢lectrons de perte de protons (SPLET).

Les géométries de tous les composés phénoliques ¢tudiés, y compris les radicaux, les cations
radicaux et les anions, ont €té enticrement optimisées en milieu méthanolique, en utilisant la
fonction hybride B3LYPet la base 6-31+G(d, p). Les effets de solvatation ont été calculés a
l'aide du modele CPCM (Conductor Polarizable Continuum Model). Les résultats obtenus
des descripteurs calculés tels que la BDE, PA, ETE, IP et la PDE sont représentés sur la
figure. 2.

Sur la base des résultats obtenus|1], le mécanisme HAT est proposé comme le plus important

pour la protection antioxydante exercée par cette classe de composés.

x
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L’analyse des résultats obtenus confirme les propriétés antioxydantes de ces hybrides et
montre que la polysubstitution de ’anneau A améliore la puissance antioxydante de cette
classe de composés. Le neuvieéme dérivé congu dans cette série (5,6,8-trihydroxy-7-méthyl-
3-(3,4-dihydroxybenzoyl) coumarine) qui posseéde la plus faible valeur du BDE

(70,5kcal/mol). Il semble d’étre le candidat le plus prometteur comme antioxydant.
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e Figure. 2: les valeurs des descripteurs des composés étudiées
dans le méthanol.

En 2016, Pavan Srivastava et al.[2] ont publi¢ leur travail « Synthesis, anti-
inflammatory analgesic 5S-lipoxygenase (5-LOX) inhibition activities and molecular
docking study of 7-substituted coumarin derivativesy, ils ont synthétisé¢ des dérivés de
coumarine (7-substitué¢) a I’aide de diverses amines aromatiques et hétérocycliques et ils ont
évalué in vivo l’activité anti-inflammatoire. Les composés les plus actifs (figure 3) ont été

évalués in vitro pour I’inhibition de la 5-lipoxygénase (5-LOX).
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1
CH4
Z‘D\

o o O/Y\”
oH

T R = - 18 R = 3-8Br

8. R = 2-CH 19 R = 2-0H+

9. R= 3-CH, 20. R = 4-OH

10. R = 4-CH 21. R = 3-CiLa4-F

11: R = 3-Ci 22. R = 3-NH_

2. R=a4a.C 23. R = 2-SH

T3 R = 2. 3-aiCh 24. R = 4. OCH,

14 R = 2 6-aC 25. R = 3-OC_H,

1IS. R = 3.5-aCh 26. R = 4-COOH

16: R = 3 4-cCt 27. R = 4-C_+H.Ph

17 . R = 4.F 28. R = 4A-NHPH

31;

S3:

35;

= BNO-
= 5-CIL6-F
= 6-ClI

;= 5,6-diCl

6-OCH-

e Figure IL.3 : les structures des composés étudies.

Une simulation docking moléculaire a été réalisée pour prédire I’affinité et ’orientation de la

liaison au site actif de I’enzyme. Le docking a été effectu¢ a I’aide du logiciel (GOLD) 5.2.2

(Genetic Optimization for Ligand Docking) basé sur la fonction de condition physique

GoldScore qui utilise I’algorithme génétique (GA). Les résultats obtenus ont montré que la

plupart des composés ont formé des interactions avec les résidus d'acides aminés clés comme

HIS372, GLYS557, LYS409, GLN413, HIS550, ASN554, TYRS558, et ALA672 impliqués

dans la liaison des inhibiteurs proximité du site actif.

Les résultats obtenus ont révélé que les composés 33 et 35 sont les plus puissants dans cette

série de composés, la présence du groupe -OCH3 dans le dérivé 35 et de -Cl dans le composé

33 en position C6 du cycle benzothiazole s'est avérée étre une substitution trés importante

pour une activité puissante.

CHs

007 o NN
OH

33:1Csp=2.79 NM

33: 71.767 (Gold Dock-score)

S

CHy cl ]
oo,
| - 070 O/Y\ﬁ

I

OH

35; ICs = 2.09 "M

N

OCH;

35: 70.658 (Gold Dock-score)

Figure I1.4: les structures en 2D et 3D des composés 33 et 35.
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En 2019, dans un article intitulé «On the primary and secondary antioxidant activity
from hydroxy-methylcoumarins: experimental and theoretical studies », Alan Couttolenc
et al. [3] ont étudié I’activité antioxydante primaire et secondaire du composé 7,8-dihydroxy-
4-méthylcoumarinec (HMD) car il présentait la meilleure activité de piégeage des radicaux
mesurée expérimentalement. La capacité antioxydante primaire a été effectuée considérant
trois mécanismes de réaction: SET (Single Electron Transfer), HAT (HydrogenAtom
Transfer) et RAF (Radical Adduct Formation). La réaction de Haber-Weiss a ét¢ modélisée
pour étudier la capacité antioxydante secondaire de la coumarine dans les milieux aqueux a un
pH physiologique. Dans 1'étude de l'activité¢ antioxydante primaire ils ont considéré la
fonctionnelle M06-2X, tandis que pour la secondaire la fonctionnelle M05-2X a été utilisée,
avec la base 6-311++G(d,p), en utilisant le SMD comme mod¢ele de solvatation, en
employant l'eau et le pentyléthanoate pour imiter les milieux physiologiques aqueux et
lipidique. Cette étude a été réalisée sur l'activité de piégeage des radicaux de I'HMD avec les

radicauxHOO®, CH;00° et CH3(OH)"CH.

e Figure Il 5 : la structure du HMD.

Les résultats sur les activités de piégeage des radicaux dans le pentyléthanoate ont
montré que dans le cas des radicaux HOO®et CH300°, le mécanisme HAT est le plus
favorisé, alors que dans le cas du radical CH3(OH)"CH le RAF est le plus favorable. Par
contre dans I’eau le HAT est le mécanisme le plus favorable pour tous les radicaux.

L'activité antioxydante secondaire de 'HMD a ét¢ mesurée dans la premieére réaction de

Haber-Weiss, dans ce cas il a été observé que I'HMD inhibe la réduction du cuivre (II) et

=
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donc, cette molécule pourrait éviter le stress oxydatif. Les groupes hydroxyles en positions 7
et 8 étaient les caractéristiques les plus importantes sur l'activité antioxydante primaire et
secondaire de la HMD dans les milieux lipidique et aqueux a pH physiologique. Par
conséquent, cette étude montre que I'HMD est capable de stabiliser les radicaux dans l'activité
antioxydante primaire et d'éviter la génération de radicaux par les réactions de Haber-Weiss

dans l'activité antioxydante secondaire.

En 2019, dans leur travail « Novel 3-aryl-5-substituted-coumarin analogues:
Synthesis and bioactivity profile », Eleni Kavetsou et al.[4] ont ¢étudi¢ la capacité
d’inhibition de la lipoxygénase de dix-huit coumarines 3-aryl-5-substitués (six dérivés 5-
acétyloxy, six dérivés 5-hydroxy et six dérivés 5-geranyloxy) synthétisées et les résultats
expérimentaux révelent que quatre analogues de la coumarine (3a, 3b, 4d et 5c¢) sont de
puissants antioxydants. L’étude de la capacité d’inhibition de la lipoxygénase a été effectuée
par docking moléculaire en utilisant la protéine la lipoxygénase du soja ou SLOX-1 (code:
3ZPW) a l’aide du logiciel AutoDockVina (1.1.2). Ils ont étudies aussi les propriétés

DrugLikness des dix-huit dérives, les résultats sont résumés dans le tableau 1.

a. Ry=H, R;=Br

b. Ry=Br, R;=H

¢. Ry=H, R,=NO,
d. Ry Ry=H

e. R;=OCH; R,=H
f. Ry=H, R,=0CH3 4a-4f

e Figure. 6 : les structures des 18 dérivés étudiés.

D’apres les résultats obtenus, tous les nouveaux dérivés présentent des interactions
allostériques avec 1’enzyme. De plus, il semble que 5f (présentée dans la figure. 7), a un score
Auto Dock Vina ¢élevé (-10.5). L'activité inhibitrice de 5f est possiblement due a I'obstruction
des substrats pour atteindre le site actif de la LOX. La majorité des puissants inhibiteurs de

LOX sont des antioxydants ou des piégeurs de radicaux libres. Les résultats de la similarité

&
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médicamenteuse des dérivés ont montré que ces molécules pouvaient étre facilement

transportées, diffusées et absorbées.

e Figure IL.7 : orientation de la 5f li¢ a la SLOX-1.
e Tableau. 1 : les résultats des proprités Druglikness.

No. of No. of No. of OH No. of No. of

Compd. mi log P* TPSA® atoms O and N¢ and NH® violations rotational bonds* Volume' Mw* log BB"
3a 434 56.52 23 0o 0 3 27897 373.20 0.2715
3b 4.38 56.52 23 4 0 0 3 27897 373.20 0.2777
3c 3.58 102.34 25 7 0 0 4 28442 339.30 -0.3045
3d 3.62 56.52 22 4 0 0 3 261.08 29431 0.1599
3e 3.63 65.75 24 5 0o 0 4 286.63 32433 0.06915
3f 3.67 65.75 24 5 0 0 4 286.63 32433 0.07535
4a 4.66 50.44 20 3 1 0 | 24246 33117 0.3819
4b 4.61 50.44 20 3 1 0 1 24246 33117 0.37415
4c 381 96.26 22 6 1 0 2 24791 297.27 -0.20805
4d 385 50.44 19 3 1 0 1 22457 25227 0.25635
4e 385 59.67 21 4 1 0 2 250.12 28230 0.16405
af 390 59.67 21 4 1 0 2 250.12 282.30 0.1718
Sa 8.37 39.45 30 3 0o 1 7 398.35 467.40 1.06685
5b 834 39.45 30 3 0 1 7 398.35 46740 1.0622
5c 7.60 85.27 32 6 0 1 8 403.80 433.50 0.4893
5d 7.64 39.45 29 3 0 1 7 38046 388.51 0.9537
Se 7.65 48.68 31 4 0 1 8 406.01 41853 0.86295
5f 7.70 48.68 31 4 0 1 8 406.01 41853 0.8707

En 2020, dans une étude intitulée « Computational study on the antioxidant property
of coumarin-fused coumarins », Guirong Wang et al. [5] ont effectué¢ des calculs DFT pour
¢valuer les propriétés de piégeage des radicaux des coumarines fusionnées. Plusieurs
descripteurs moléculaires (BDE, IP, PDE, PA, ETE) associés a l'action antiradicalaire ont été
calculés. Les mécanismes primaires incluant HAT, SET-PT, SPLET. L’optimisation
géométrique et 1’analyse de fréquence de toutes les especes étudiées ont été effectuées au

niveau de la fonctionnel B3LYP/6-31G (d, p). L'influence des solvants a ét¢ déterminée avec

E
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le modele CPCM. Les constantes diélectriques (€) de 2.27, 24.85 et 78.35 ont été utilisées

pour simuler les effets des solvants benzene, éthanol et eau, respectivement.

cC-1 ccC-2 cc-3
OH OH
! HO ! OH I ! OH ! HO l OH
o (@] (@] (@] o @)
cc-4 cc-5 cc-6

e Figure. 8 : Structures moléculaires et numérotation atomique des coumarines
fusionnés coumarines étudiés.

Les tableaux 3, 4 et 5 présentent les valeurs BDE, IP, PDE, PA et ETE calculées pour

les composés étudiés en phase gazeuse et dans les solvants respectivement.

e Tableau. 2: les valeurs BDE calculées des composés étudiés.

Comp. BDE K mM~'s™h
Gas Benzene Ethanol Water
CcC1 0
C5-H 105.4 107.0 106.6 104.7
CC2 2.04
6-OH 80.7 82.4 82.2 80.4
CC3 0.63
7-OH 86.8 88.5 87.9 86.1
CC4 10.78
5-0OH 83.6 84.7 83.4 81.5
7-OH 87.8 89.4 88.6 86.7
(5,7)-OH 105.1 106.3 105.2 103.3
CCS5 8.26
6-OH 81.6 83.4 83.1 81.2
7’-OH 86.7 88.4 87.8 86.0
(6,7")-OH 99.0 99.7 97.4 95.0
CcC6 12.99
6-OH 827 84.3 83.7 81.8
5“OH 83.5 84.7 83.6 81.7
7-OH 87.8 89.3 88.5 86.6
(6,5")-OH 50.1 51.4 50.7 48.8
(6,7)-OH 101.0 101.3 98.1 95.9
Trolox 73.0 73.9 72.6 70.7 0.35

E
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e Tableau. 3: les valeurs de IP et de PDE calculées des composés étudiés.

Comp. P PDE
Gas Benzene Ethanol Water Gas Benzene Ethanol Water
CC1 171.8 148.5 1149 106.7 - - - -
CcG2 170.6 1479 1148 106.7
6-0H 2259 344 145 222
CG3 189.3 166.7 1343 126.2
7-0H 2134 218 0.7 8.3
CC4 189.3 166.3 1335 125.3
5-0H 2102 18.3 -29 47
7-0H 2145 230 22 9.8
CC5 1844 160.6 127.3 119.1
6-0H 2131 27 29 10.6
7-0H 2182 27.7 7.7 153
CC6 186.7 163.0 1285 120.2
6-0H 2120 21.3 23 10.1
5-0H 2128 21.6 23 10.0
7-0H 2170 26.3 7.2 15.0
Trolox 159.1 136.8 1059 98.0 2298 37.0 138 212

e Tableau. 4 : les valeurs de PA et ETE calculées des composés étudiés.

Comp. PA ETE
Gas Benzene Ethanol Water Gas Benzene Ethanol Water
oc-2
6-OH 331.6 96.9 435 488 65.0 85.4 85.7 80.0
oc-3
7-0OH 316.8 843 332 38.7 85.9 104.1 101.8 95.8
oc-4
5-0OH 316.6 84.0 32.6 373 82.9 100.6 97.9 91.9
7-0OH 317.0 845 334 38.1 86.8 104.8 102.3 96.3
(5,7)-OH 30.7 36.4 121.6 120.0
CCS5
6-OH 328.5 94.7 2.2 47.6 69.1 88.6 87.9 2.1
7-0OH 317.6 849 33.4 389 85.0 103.4 101.5 95.6
(7,6)-OH 26.2 318 1133 111.6
(6,7)-OH 30.9 36.6 1133 111.6
CC6
6-OH 3226 90.3 39.4 449 76.1 93.9 913 85.3
5-0OH 315.1 833 331 38.6 84.4 101.3 97.6 91.6
7-0OH 316.3 842 335 39.1 87.4 105.0 1021 96.0
(5%,6)-OH 29.1 347 68.7 67.2
(5,7)-OH 30.8 36.5 1214 1198
Trolox 3471 109.4 2.0 56.8 419 64.4 67.8 2.4

Les données des BDE [5] montrent que la HAT est dominante en phase gazeuse et dans le
benzeéne. Parmi les coumarines fusionnées étudiées, la CC-6 est prédite comme la plus active
au sein de la HAT indépendamment du milieu. Les 6-OH et 5-OH présentent des capacités
comparables comme donneurs de H, qui sont toutes plus actifs que 7-OH. La deuxiéme
action HAT est possible pour CC-6 mais pas pour CC-4 et CC-5 lors du piégeage des

radicaux, ce qui est probablement li¢ a I'activité plus élevée de CC-6.
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Hydroxybenzo hydrazide Hybrids and Their Antioxidant Potency », Marko R.

Antonijevi'’c et al

[6] ont étudié I’activité antioxydante des dérives coumarine-

En 2021, dans un article intitulé «Green One-Pot Synthesis of Coumarin

hydroxybenzohydrazide (figure. II. 8).Trois mécanismes ont été sélectionnés pour 1'évaluation

de l'activité¢ antioxydante HAT, SPLET et SET-PT. L’optimisation des molécules neutres,

des radicaux, anions et cations radicaux a été effectuée par la méthode M06-2X et la base 6-

311++G(d,p). L'effet du solvant a ét¢ inclus par le modele CPCM, toutes les structures

¢tudiées ont été optimisées en méthanol (¢ = 32,61), et benzéne (¢ = 2,27). Les résultats

obtenus sont résumeés dans le tableau 3.

Ry
= OH
x H

& oH

OCHy OH

oH
oH

oH

Figure 11.9 :

les structures des composés étudiés 3a-e.

e tableau. 5 : Paramétres thermodynamiques du mécanisme
antioxydantpour les dérivés 3a-e.
BENZENE METHANOL
Position  HAT SET-PT SPLET HAT SET-PT SPLET
BDE P PDE PA ETE BDE P PDE PA ETE
3a
C2"-OH 404 - 123 446 391 373 - 19 191 380
C7”-NH 383 B 102 413 402 362 A 7 161 398
3b
C4"-OH 382 127 407 408 381 - 28 185 394
C7"-NH 348 688 94 372 409 355 51 3 156 398
3¢
C4"-OH 377 118 422 388 377 - 47 200 375
C7"-NH 348 63 88 376 405 355 528 25 158 395
3d
C2"-OH 372 99 420 385 362 1 191 369
C3"-OH 374 706 101 430 376 365 519 4 200 363
C7"-NH 348 75 343 438 355 34 133 420
3e
C3"-OH 342 72 393 382 346 9 178 367
C4"-OH 344 703 74 380 397 348 535 11 168 378
C7"-NH 346 77 370 410 355 19 154 399
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Le tableau 5 montre [6] que les mécanismes de réaction HAT et SPLET sont favorables dans
les solvants non polaire et polaire, respectivement. En revanche, il a été constaté que le SET-
PT n'était pas un mécanisme opérant dans les deux solvants, et que deux des cinq composés

¢tudiés, 3d et 3e, ont exprimé une forte activité¢ antioxydante.

En 2021, dans un article intitulé « Synthesis, Bioactivity, Pharmacokinetic and
Biomimetic Properties of Multi-Substituted Coumarin Derivatives», Annita Katopodi et
al. [7] ont effectué¢ une étude docking moléculaire pour une série de nouveaux dérivés de

coumarine multi-substitués (figures. 10 et 11).

4a. R,=Cl, R;=R3=R4=Rs=H
4b. Ry=H, R,=Cl, R;=R4=R4=H

4c¢, Ry=R;=H, R3=Cl, R4=Rs=H 4h.R,=R,=H, Ry=0H, R;=R.=R,=H

4d. R;=F, R;=R3=R4=Rs=H 4i, Ry=Ry=H, R3=O0H, R;=H, Rs=Br, Rg=H
4e. Ry=H, Ry=F, R3=Ry=Rs=H 4j. R;=R,=H, R3=0H, Ry=H, Rs=Cl, Rg=H
41, R,=R,=H, R3=F, R;=Rs=H 4k. R;=R,=H, R3=0H, R=Rs=Br, Rg=H

e figure. 10: La structure des composés étudiés 4a-k.

3h. R,=R,=H, R3=0COCH3, Rg=Rs=R4=H

3a. R;=ClL Ry=R3=R;=Rs=H 3i, Ry=Ry=H, R;=0COCH;, Ry=H, Rg=Br, Rg=H
3b. Ry=H, Ry=Cl, R3=R4=Rs=H 3j. R;=R,=H, R3=0COCH4, Ry=H, Rs=Cl, Rg=H
3¢, Ry=Ry=H, Ry=Cl, R¢=Rs=H 3k. Ry=R;=H, R3=0COCH;, Ry=Rs=Br, Rg=H
3d.R;=F, Ry=R3=R4=Rs=H 31, Ry=H, R;=R;=0COCH;, R,=Rs=R¢=H
3e.Ry=H, Ry=F, R3=R =Rs=H 3m. R,=H, R,=R3=0COCH3, Ry=H, R¢=Br, Rg=H
3f, Ry=R,=H, Ry=F, R,=Rs=H 3n, R,=H, R;=R3=0COCH;, Ry=H, Rs=Cl, Rg=H

3g. szn, R2=Br. R3=R4:R5:" 3o0. R1=H, R2=R:,=0COCH:4, R=R5=Br, R(’:H

e Figure. 11: La structure des composés étudiés 3a-o.
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Tous les dérivés synthétisés [7] ont €té étudiés in silico. Les poses de docking préférées des
dérivés les plus actifs, 4e et 3k, sont présentées dans les figures 11 et 12, respectivement. Le
composé 4e a obtenu un score AutoDockVina de -9,2 kcal/mol tandis que le 3k a obtenu un
score de -9,3 kcal/mol en se liant a la LOX du soja (code PDB: 3PZW). La plupart des
inhibiteurs de LOX agissent comme des antioxydants ou piege des radicaux libres, oxydant
I'enzyme via un radical centré sur le carbone sur une chaine lipidique ce qui indique que les

composé¢ 4e et 3k peut étre prédit comme des antioxydants.

\\ ¢

Wl | é iy
A e sl T/H l

Figure.12: orientation de 4e li¢ a la SLOX-1. Figure. 13 : orientation de 3k li¢ a la SLOX-1.

En 2022, dans un article intitulé « Synthesis, anti-inflammatory effects, molecular
docking and molecular dynamics studies of 4-hydroxy coumarin derivatives as
inhibitors of COX-II enzyme », Dunya AL-Duhaidahawi et al.[8] ont effectu¢ une étude de
docking moléculaire avec I'enzyme COX-II (PDB ID: 5IKQ) de l'activité anti-inflammatoire

des dérivés de 4-hydroxy coumarine synthétisé.

E
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e Figure I1.14: Les structures des composés étudiés.

Les investigations de docking moléculaire ont ét¢ mises en ceuvre en utilisant AutodockFR et
l'interaction entre les composés 3-11 et COXII est représentée dans la figure 14.

-8.0 -
-7.0
-6.0 -
=
g -5.0
o
S -4.0 A
)
£ -3.0
3
e .20
-1.0 A
0.0 -
3 4 5 6 7 8 9 10 11 diclo
m COX-2

e Figure II.15 : Résultats du docking moléculaire.
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Les résultats obtenus [8]ont indiqué que les composés 5 et 10 présentaient les scores de

docking les plus élevés (-7,437 et -7,450 kcal/mol, respectivement) et le composé 5 a des

interactions hydrophobes et des liaisons d’hydrogéne avec les résidus d'acides aminés du site

actif de I’enzyme (figure 15 et 16), ce qui indique que ces composés de coumarine ont de

forts effets anti-inflammatoires.

3%

Hydrazone Carbamate

Figure I1.16: les interactions du composé 5

Figure I1.17: les interactions du composé 10

E
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Introduction

Le 5-hydroxy-4-méthyl-3-phényl-chromen-2-one (5-HMPC) est un dérivé des
coumarines qui sont des substances naturelles qui appartiennent a la famille des
benzopyrones. Elles possédent une vaste gamme d’activités biologiques comme
antioxydant, anti-inflammatoire, anticancer, antivirus et neuroprotecteur, ce qui rend les
coumarines comme un nouveau agent thérapeutique.

L’activité antioxydante in vitro du dérivé 5-HMPC synthétis¢ a été évaluée
expérimentalement par sa capacité a inhiber la peroxydation lipidique (LP) en utilisant le
test AAPH (2,2-azobis (2-amodinopropane) dihydrochloride) et le résultat montre que ce
dérivé est un inhibiteur LP trés puissant. Par conséquent, le S-HMPC posseéde une forte

activité antioxydante [1].

o Dérivé expérimental
A:R=H
e Dérivés congus
B: R=OH
C: R=NH,
D: R=NMe,
E: R=ONa

e Schéma 1 : la structure de 5-HMPC et ses dérivés congus B-E.

D’un autre coté, de nombreuses études ont montré que la substitution des anneaux
phénoliques en position ortho du OH phénolique par des groupements donneurs augmente
le pouvoir antioxydant de ces composés [2] dans ce contexte les objectifs de notre étude

sont :

» Concevoir de nouveaux composés analogues de 5S-HMPC (voir Schémal) et étudier
leur activité antioxydante dans les milieux apolaire et polaire en utilisant les
descripteurs BDE, (PA+ETE) et (IP+PDE)

» Etudier les activités antioxydante et anti-inflammatoire du composé A et de ses
dérivés concus B-E par le docking moléculaire.

» Déterminer les propriétés ADMET et Druglikness pour le composé A ainsi que

pour ses analogues B-E.

=
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II1.1.méthodologie et calculs

e L’optimisation des géométries et le calcul de fréquences pour les composés A, B, C,
D, E ont été effectués a I’aide du programme Gaussian G09.

o Les géométries des composés étudiés, y compris les formes neutres, les radicaux, les
cations radicaux et les anions ont été optimisées dans la phase gazeuse et dans les
solvants (toluéne, ethanoate de pentyle, 1’eau) en utilisant la méthode M062X/6-
31++G (d,p), et les calculs de vibrations ont été effectué au méme niveau de calcul
pour s’assurer 1’obtention des points stationnaires.

o [’effet de solvant a été considéré en utilisant le modéle de solvatation SMD (Solvation
model based on density).

e La superposition entre la géométrie expérimentale et la géométrie optimisée a été
réalisée a I’aide du logiciel HyperChem.

e La détermination et la prédiction des propriétés ADMET des composés étudiés a été
fait en utilisant le serveur web SwissADME, et pour les régles Druglikness (Lipinski,
Veber et Ghose) ont été vérifies avec le serveur web ADMET]Iab.

e ’amarrage moléculaire (docking) a été réalisé avec le logiciel Autodoock Tools qui
utilise 1’algorithme Auto GRID

e La visualisation des protéines (SLOX-1 et 5-LOX) et les interactions entre le récepteur

et le ligand a été assuré par le logiciel Discovery Studio.

La fonctionnelle M06-2X :

La méthode MO06-2X a été developpée par Zhao et Truhlar, c’est une fonctionnelle
de type méta-hybride GGA, elle posséde une valeur de 54% d’échange Hartree Fock,
ou le M06 signifie ['université (Minnesota) et [’année (2006) de sa découverte, et 2X
signifie le double échange d’HF [3].

Le choix de cette méthode est dii a sa meilleure performance pour [’optimisation des
géométries, la compréhension de la cinétique, thermochimique et des interactions non

covalentes [4].

|
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Le modeéle de solvatation SMD

Le modele de SMD (Solvation model based on density), ou le "D" signifie "densité"
pour indiquer que la densité électronique complete du soluté est utilisé sans définir les
charges atomiques partielles. "Continuum" signifie que le solvant n'est pas représenté
explicitement mais plutot comme un milieu diélectrique avec une tension de surface a la

frontiere soluté-solvant [5].

II1.2. Etude structurale

Les géométries expérimentale et optimisé de la molécule 5S-HMPC ont été¢ superposées
atome par atome avec une déviation standard RMSE=6.549796.10"2A.

La comparaison entre les coordonnées géométriques (langueur et angles de liaisons, voir
les tableaux la et 1b) montre qu’ils possédent une forte corrélation linéaire, et ces faibles
¢cart absolues indiquent que la méthode M062X/6-31++G (d,p) est un niveau adéquat
pour I’optimisation de la géométrie de la structure de type S-HMPC.

(b)
> ‘?’) D
> ‘j/f‘j
+29% e %

(c)

e Figure 1:(a) la structure R-X, (b) la géométrie optimisé, (c) la superposition entre les

deux.
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e Tableau 1.a : langueurs de liaisons (A) du composé 5S-HMPC.

Longueur de liaison MO062x/6-31++G(d.p)

(A4) Ean Gaz
01 C7 1,404 M
01 C10 1.384 1.374
02 C9 1,365 1,360
03 C10 1,227 1.196
C4C5 1.478 1.465
C4 Cé6 1,351 P
C4C11 1,513 1.505
C5C7 1,392 1,404
C5C9 1,404 1,414
C6C8 1.462 1,491
C6 C10 1,489 1,468
C7C12 1,397 1,392
C8C14 1,395 1,394
C8 C15 1,395 1,394
C12 C16 1,389 1,380
C13 C16 1,392 1,391
C14 C17 1.395 1,391
C15C18 1,395 1,391
C17 C19 1,395 1,391
C18 C19 1.395 1.391

Y = 0.1566 + 0.8918 X

1557 s 00147574
R-Sq 94.0%
1.50-] R-Sq(adj) 93.6%

langueur de liaison(Exp)
= = = =
w w > »
o v o v
7 f 7 1

-

N

o
1

-

N

o
1

T T T T T T T
1.20 1.25 1.30 135 1.40 145 1.50

Langeur de liaison(Cal)

Figure 2: corrélation linéaire entre les langueurs de liaisons expérimentales et calculés.
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Tableau 1.b: Angles(°) du composé 5S-HMPC

Angles de liaisons (°) M062x/6-31++G(d.p)

e Gaz
C701C10 121.8 123.1
C5C4Co 119.0 118.7
Cc5C4C11 121.4 121.1
c6C4C11 119.1 1203
C4C5C7 118.9 118.0
C4C5C9 124.0 1259
C7C5C9 117.1 116.1
C4Co6CS8 121.3 123.5
C4C6C10 121,7 1221
C8 Co6 C10 116.9 1145
01C7C5 121.1 121.5
01C7C12 116.3 115.2
C5C7C12 1225 123.3
CcC6C8C14 120.0 1203
C6 C8 C15 120.0 120,3
C14 C8 C15 119.9 119.3
02C9C5 123.6 118.6
02C9C13 119.2 120.1
Cc5C9C13 121.1 121,2
01 C10 03 118.0 117.8
01 C10Ceo 117,2 116.5
03 C10 Co 121.8 125.6
C7C12C16 119.3 118.7
C9 C13 C16 120.3 1204
Cc8Ci14 C17 120.0 1203
Cc8C15C18 120.0 1203
C12C16 C13 119.6 1203
C14 C17 C19 119.9 120,0
Cc15C18 C19 120.0 120.1
C17 C19 C18 119.9 119.8

Fitted Line Plot
Y = 49.73 + 05853 X

1251 s 101183
R-Sq 709%
1244 R-Sq@dj)  69.9%

Angles de liaison(Exp)
= = = = = =
= = N N N N
0 © o = N w

-
iy
~N

-
=
o

115.0 117.5 120.0 1225 125.0 127.5
Angles de liaison(Cal)

Figure 3 : corrélation linéaire entre les angles de liaisons expérimentaux et

calculés.
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III. 3 Etude théorique et thermochimique de I’effet de substituant sur le pouvoir

antioxydant du composé S-HMPC

3.1. Les mécanismes d’action antioxydante

e Les trois mécanismes considérés dans notre étude sont :

% Meécanisme HAT (Hydrogen Atom Transfer) :

Le HAT se produit en une seule étape, Dans ce mécanisme, le radical libre est responsable
de l'abstraction d'hydrogeéne de la molécule antioxydante, Par conséquent, I'enthalpie de
dissociation des liaisons(BDE) relative aux liaisons O-H des antioxydants phénoliques
indique sa capacité a transférer un atome d'hydrogeéne a un radical libre, Les composés a
forte activité¢ antioxydante présentent généralement de faibles valeurs de BDE, ce qui
indique une dissociation O-H plus facile et par conséquent, une plus grande interaction

avec les radicaux libres [6].

ArOH » ArO* + H*

e Mécanisme SPLET ( Sequentiel Proton Loss Electron Transfer ):

Le mécanisme SPLET s'effectue en deux étapes : la premiere est la déprotonation du
composé phénolique, quantifiée par l'affinité¢ protonique (PA). La deuxieéme étape est un
transfert d'électrons de 1'anion phénoxyde au radical libre, pour former le radical phénoxyle

et elle est bien décrit par 1'enthalpie de transfert d'électron (ETE) [6].

ArO- +H™*
ArQ° +e”

v

*Etape 1: ArOH
*Etape 2: ArO~

v

¢ Mécanisme SET-PT (Single Electron Transfer — Proton Transfer)

Le mécanisme SET-PT s'effectue en deux étapes : le radical cation ArOH**se
forme d'abord par transfert d'électrons de l'antioxydant au radical libre, et puis il se
déprotone en produisant le radical ArOH®. Par conséquent, les potentiels d'ionisation
adiabatique (IP) et les enthalpies de dissociation des protons O-H (PDE) fournissent des

informations sur I'énergie de ce processus.

e
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*Etape 1: ArOH
*Etape 2: ArOH**

ArOH'* + e~
ArQ° +H*

v

v

e BDE, IP, PDE, PA et ETE ont ét¢ calculés en phase gazeuse et dans les solvants

toluéne, éthanoate de pentyle, eau, a 298,15 K, selon les expressions suivantes :
HAT BDE =H (Ar0*) + H (H*) — H (ArOH)

SPLET PA =H (Ar0™) + H (H*) — H (ArOH)
ETE = H (Ar0") + H (e™) — H (Ar0")

SET-PT IP = H (ArOH"*) + H (e~) — H (ArOH)
PDE = H (Ar0*) + H (H*) — H (ArOH"*)

e Les enthalpies standards de 1’atome d’hydrogeéne, du proton et de 1’¢lectron et les
constantes diélectriques des solvants ont été tirées de la littérature 7] et les enthalpies

de solvatation standards sont estimées en utilisant les équations suivantes [8]:
H (H.)solvzH (H.)gaz +AHsolv (H.)
H (H+)solv = H (H+)gaz +AHsolv (H+ )

Ho(e_)solv = Ho(e_)gaz +AH;01V (e_ )

Tableau 2: Les valeurs des enthalpies standards et des enthalpies de solvatation de H*,H*,
e [7]

Gaz Les enthalpies de solvatations AH®
Water Toluéne Ethanoate de
H H’ &= 78.35 £=2.37 rouale
€= 4.73
H(atome H) kJ/mol -1306,6 -4 -2,072 2,8
H (électron) kJ/mol 3,146 -77,5 -15,2 -51,1
H (proton) kJ/mol 6,197 -1055,7 -911,7 -1005,9
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3. 2. Résultats et discussion

= En phase gazeuse

Les résultats obtenus pour les différents descripteurs sont résumes dans le tableau suivant :

e Tableau 3: Descripteurs thermochimiques en phase gazeuse.

HAT SPLET SET-PT

BDE PA ETE PA+ETE IP PDE IP+PDE
Expérimental
A 351,6 1360,4 307,1 1667,5 771,2  896,3 1667,5
Congus
B 312,8 1359,6 269,1  1628,7 7689 859,8 16287
C 304,3 1361,0 259,2 1620,2 717,1 903,2 1620,2
D 326,9 13829 2599 1642,8 713,5 9293 16428
E 214,5 1346,9 183,6 15304 608,5 9219 15304

D’apres les résultats obtenus en phase gazeuse, il s’avere que le mécanisme HAT est le
plus favorisé thermodynamiquement, parce que le tableau 3 montre que les valeurs BDE
sont inférieurs aux celles du PA et IP les premicres étapes des mécanismes SPLET et SET-

PT respectivement.

e Les valeurs de BDE pour les composés étudiés sont classées par 1’ordre décroissant

suivant :

A (BDE=351,8) > D (BDE=326,9) > B (BDE=312,8) > C (BDE=304,3) > E
(BDE=214,5)
e le pouvoir antioxydant est dans ’ordre décroissant suivant :

E>C> B>D>A

e D’apres cette comparaison on peut tirer deux conclusions :
v" Nous avons pu augmenter le pouvoir antioxydant du composé 5-HMPC par
substitutions en position ortho du groupement OH, parce que les valeurs du BDE
des composés congus sont inférieures a celle du composé A.
v Le composé E (R=ONa) est prévu d’étre le meilleur antioxydant et le plus puissant

dans cette série de dérivés en phase gazeuse.

Les structures optimisées utilisées pour le calcul de la BDE en phase gazeuse sont

représentées dans le schéma ci-dessous :

o
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= Dans le toluéne :

Tableau 4: Descripteurs thermochimiques dans le toluéne.

HAT SPLET SET-PT

BDE PA ETE PA+ETE 1P PDE IP+PDE
Expérimental
A 350,9 3649 377,11 741,9 658,3 83,7 741,9
Congus
B 3153 363,55 3429 706,4 648,8 57,6 706,4
C 298,7 366,1 323.,6 689,7 6143 754 689,7
D 323,1 3923 3219 714,2 5942 120,0 7142
E 2339 3624 2626 625,0 509,8 115,22 625,0

» d’apres les résultats obtenus dans le toluéne, il s’avére que le mécanisme HAT est le
plus favorisé thermodynamiquement parce que le tableau 4 montre que les valeurs
BDE sont inférieurs aux celles du PA et IP les premiéres étapes des mécanismes
SPLET et SET-PT respectivement.

» Les valeurs de BDE pour les composés étudiés sont classées par ordre décroissant :
A>D>B >C>E

> Les plus faibles valeurs de BDE sont observées pour les composés congus ce qui
indique que ces composés sont des antioxydants prometteurs.

> Le composé E est le meilleur piégeur des radicaux libres

=  Dans le pentyléthanoate:

Tableau 5 : Descripteurs thermochimiques dans le pentyléthanoate

HAT SPLET SET-PT

BDE PA ETE PA+ETE IP PDE IP+PDE
Expérimental
A 356,7  240,0 376,7 616,7 5904 26,3 616,7
Congus
B 3223 239,8 3425 582,3 575,5 6,7 5823
C 303,2 2424  320,7 563,2 5355 27,7 563,2
D 322,1  262,8 3193 582,1 516,3 659 582,1
E 247,7  242,0  265,7 507,7 446,8 60,9 507,7
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Dans ’eau :

Tableau 6 : Descripteurs thermochimiques dans ’eau

HAT SPLET SET-PT

BDE PA ETE PA+ETE IP PDE IP+PDE
Expérimental
A 357,6  137,3 407.0 544,3 529,5 14,8 5443
Congus
B 3274  137,7 3764 514,1 5184 43 514,1
C 289,3  130,6  345,7 476,0 448,8 27,2 476,0
D 306,7 144,7 3487 493,4 440,7 52,6 4934
E 258,1 128,5 3163 444,8 3999 449 4448

L’analvse des résultats donnés dans les tableaux indique que :

v

les valeurs de PA sont inférieures aux valeurs de BDE et IP dans les deux solvants,
ce qui indique que SPLET est le chemin de réaction le plus favorisé dans
|'éthanoate de pentyl et I'eau.
les valeurs de PA diminuent préférablement avec I'augmentation de la polarité du
solvant, ce qui signifie que le processus de déprotonation est plus favorisé dans les
solvants polaires.
Les valeurs de (PA+ETE) pour les composés étudiés sont classées par ordre
décroissant dans les milieux polaires comme suit :

A>B>D>C>E (dans I’eau et dans I’éthanoate de pentyl)

La capacité antioxydante des composé€s en investigation est dans I’ordre
E>C>D>B>A

Les dérivés congus ont des valeurs (PA+ETE) inférieures a celle du composé

synthétisé (A).

Le composé¢ E (R=0ONa) est prédit comme le meilleur piégeur des radicaux libres

dans cette série de composés dans les solvants polaires.

S
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Conclusion
D'apres le calcul DFT, il s’avere que

-le mécanisme HAT s'est aveéré étre le mécanisme dominant dans la phase gazeuse et dans
les solvants apolaires tandis que le SPLET est la voie thermodynamiquement favorable
dans les solvants polaires. On note que le mécanisme SET-PT est défavorable dans les

deux milieux.

-les derivés congus B-E possédent une forte activité antioxydante par rapport a celle de la

molécule synthétisée A.

Stabilité des radicaux formés

L’évaluation de la stabilité des radicaux des composés étudies a été effectuée en utilisant
deux méthodes :

» La distribution de spin

La densité de spin représente la distribution spatiale des €lectrons non-appari€s, c’est
une méthode trés utile pour évaluer la stabilité d’un radical [9]. La figure (4,a) représente
la distribution de la densité de spin des composés étudiés dans la phase gazeuse, les valeurs
de la densité de 1’atome d’oxygene vraient entre 0,07 et 0,34, De plus, la distribution des
densités de spins dans les solvants (figures 4,b,c, d) varient dans le méme intervalle (0,07
et 0,34). Ces valeurs montrent que la densité de spin des radicaux formés est délocalisée,
ce qui indique que ces radicaux sont stables et la molécule neutre est considérée comme un

bon antioxydant.
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Figure 4.a: la distribution de la densité de spin dans la phase gaz des composés A-E

045 8,1 0o az 8, Q..

002

Figured4.c: La distribution de la densité de spin dans 1’éthanoate de pentyl des composés A-E
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Figure 4.d : La distribution de la densité de spin dans I’eau des composés A-E

» La spontanéité de la réaction
Un processus spontané (thermodynamiquement possible) posséde un changement
négatif de I’énergie de Gibbs (AG<O0).

Dans cette étude, nous avons calculé le AG pour les deux réactions suivantes:

R-OH +HO0* ——— R — 0"+ HOOH (1)
R-OH+CH3C00*____, R—0"+CH;COOH 2)
AG=ZX G (produits) - Z G (réactifs) 3)

Le calcul de AG est effectué en utilisant 1’équation (3) et les résultats obtenus sont résumés

dans les tableaux suivants :

Tableau 7: le changement de I’énergie de GibbsAG (kCal/mol) pour la réaction (1)

Gaz Toluene Ethanoate de Penty Eau
A -29,0 -26,6 -27,4 -27,6
B -34,8 -33.4 -33,6 -34,1
C -39,2 -37,9 -39,2 -43,4
D -33,6 -34,5 -33,7 -39,3
E -57,9 -52,6 -50,1 -51,5
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Tableau 8: .a variation de 1’énergie de GibbsAG (kCal/mol) pour la réaction (2)

Gaz Toluene Penty éthanoate Eau
A -1,7 -1,6 -1,3 -0,6
B -7,6 -8,3 -1,5 -7,0
C -11,9 -12,8 -13,1 -16,3
D -6,3 -9,4 -7,6 -12,3
E -30,6 -27,5 -24,0 -24,5

D’apres les résultats obtenus dans les deux tableaux, on remarque que les valeurs de AG
des deux réactions pour les composés A-E sont inférieures a 0 (AG<0) dans la phase
gazeuse et dans les solvants utilisés. Ces résultats montrent que les réactions sont
spontanées et rejoint un état thermodynamiquement plus stable, ce qui indique que les

radicaux formées sont stables.

Docking moléculaire

Le Docking moléculaire ou 1’amarrage moléculaire est une sorte de modélisation
bio-informatique, qui facilite la simulation des interactions moléculaire et la prédiction des
modes de liaisons et I’affinité entre le récepteurs et le ligand, ou le récepteur est une
protéine ou oligomeére de protéine, et le ligand est soit une petite molécule organique soit
une autres protéine [10]. L’objectif principal du docking moléculaire est de trouver la
meilleure position pour le ligand dans un récepteur, afin d’obtenir un complexe stable
[11].

Cette technologie a été largement utilisée dans le domaine de la recherche sur la
conception et la préparation des nouveaux médicaments pour plusieurs raisons [12]:

e FElle permet de synthétiser et réaliser des tests pharmacologie de suivi.

e FElle réduit le temps et le cot de la recherche.

e FElle permet d’¢liminer la dangerosité de certains essais.

Ligand Receptor Complex

E
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% Les types du docking moléculaire
Les types d’amarrage moléculaire les plus utilisée sont les suivant :

» Docking rigide (lock and key) : dans le cas du docking rigide, la géométrie interne
du récepteur et du ligand est maintenu fixe pendant le docking [13].

» Docking semi-flexible : Au cours du processus de docking semi-flexible, la
conformation du récepteur fixe reste inchangée, tandis que la conformation du
ligand est modifiée. Par conséquent, il est évident que la longueur de la liaison ou
I'angle de la partie non critique de la structure du ligand peut étre fixée. L’amarrage
semi-flexible est adapté a I’amarrage de petites molécules et macromolécules, telles
que les protéines ou les acides nucléiques et les petites molécules de ligand. I tient
compte de I'influence des changements sur la structure du ligand et peut étre utilisé
dans un plus large éventail d’applications [14]

» Docking flexible (Induced Fit): dans ce modéle le ligand reste flexible et
I’énergie pour les différentes conformations du ligand s’adaptant a la protéine est
calculée, Bien qu'elle prenne plus de temps [13], cette méthode peut évaluer de
nombreuses conformations différentes possibles, ce qui la rend plus fiable. Le
docking flexible est généralement utilisé pour étudier avec précision l'interaction
entre les molécules [14]

¢ Les différents types d’interactions :
> Les forces de Van Der Waals

La théorie des forces de van der Waals a atteint un stade de développement tel qu'elle
constitue un outil puissant pour I'étude théorique de nombreux systémes biologiques [15].
La théorie de VDW a été proposée par J.D Van Der Waals, ces interactions sont d’origine
¢lectromagnétique.

Elles jouent un role trés important dans la stabilit¢ conformationnelle des protéines. On
distingue trois types d’interactions de Van Der Waals [16]:

v" Interaction entre deux dipdles permanents ou la force de Keesom.

v’ Interaction dipdle permanent-dipdle induit ou la force de Debye.

v’ Interaction entre deux dipdles permanents ou la forces de London.

» Liaison d’hydrogéne
La liaison hydrogene est I’une des classes les plus importantes de 1’interaction moléculaire
en biologie. C’est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dipdle entre deux
molécules ou deux groupements de molécules. Cette interaction est particulierement

importante pour les protéines, ou la liaison hydrogéne permet l'organisation de plis

X
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distincts et assure la stabilit¢ de la protéine et également la sélectivité des interactions
protéine-ligand qui sous-tendent la reconnaissance moléculaire [17].

» Les interactions hydrophobes
Les interactions hydrophobes sont importantes pour le pliage des protéines. Ceci est
important pour maintenir une protéine stable et biologiquement active, car elle permet a la
protéine de diminuer en surface et de réduire les interactions indésirables avec 1’eau [18].

> les interactions électrostatiques
La force électrostatique est la force d'attraction ou de répulsion entre deux particules
chargées, on peut citer trois types d’interactions : charge-charge, charge-dipdle, dipole-
dipdle. Elle joue un réle important en biologie moléculaire puisqu’elle contribue au
repliement et a la stabilité des protéines [19].

+» Etapes du docking moléculaire

BN G

| = Lastructure en 3D est obtenue a partir .P_l'épll'fﬁm dela b?ite de.grille
du PDB. + L'optimisation des ligands. tridimensionnelle du site actif, par la

= Elimination des molécules d’eau et les détermination des dimensions du
2 centre et la taille.
parties non protéiques. = L’ajout de la charge de
= L’ajout des hydrogénes polaire et non gasteiger.
polaire.
= L’ajout de la charge de Kollmen
\ Yy

Pré-calculation avec auto-Grid

|

Docking avec auto-Dock

|

Analyse des résultats

Figure 5: Les étapes du docking moléculaire.

E
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» La structure expérimentale des deux enzymes de la lipoxygénase :

Les protéines lipoxygénases (LOX) constituent une classe importante d'enzymes
hydrolysant les lipides dans les organismes cellulaires. Elles sont des enzymes non
hémiques contenant du fer qui catalysent la peroxydation des acides gras polyinsaturés,
comme 1’acide arachidonique et I’acide linoléique, produire des métabolites qui sont
impliqués dans de nombreuses conditions pathologiques. Par conséquent, les inhibiteurs de
la LOX ont attiré¢ P’attention comme agents potentiels pour le traitement de divers
maladies, y compris ’asthme, le psoriasis, les maladies inflammatoires et allergiques et

agents anticancéreux [20].

v" Dans notre étude nous avons utilisé deux enzymes, la lipoxygénase de soja ou
SLOX-1 (code PDB : 3PZW) pour vérifier ’activité antioxydante des composés
A-E et la 5-lipoxygénase 5-LOX (code PDB : 3V99) pour vérifier 1’activité¢ anti-
inflammatoire des composés A-E.

v Les structures 3D des deux enzymes ont été extraites a partir de la banque de

données de protéines PDB.

SLOX-1: 3PZW 5-LOX: 3V99

e Figure 6: Les structures 3D des enzymes SLOX-1 et 5-LOX.

)
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HOH HOH
A1633  A:l661 HOH
A:1406

‘s

W52, (/—\

v
e
v
v

(Hsy’
‘A147
Y HOH

ASN A:1056

A:146

Interactions
|:| Water Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond

I:] Carbon Hydrogen Bond

P ra /—>
54
p

.
HOH : ILE

357 o A406

LEU
A607

Interactions

- Unfavorable Bump I: Alkyl
E] Water Hydrogen Bond I:] Pi-Alkyl

SLOX-1: 3PZW

e Figure7: Le diagramme en 2D des interactions du site actif des

enzymes.

» Afin de détecter correctement le site actif et le ligand, les dimensions du centre

et la taille de la boite de grille pour les deux enzymes sont illustrés dans le

tableau suivant :

o Tableau9 : Les dimensions de la boite de grille des deux enzymes.

5-LOX : 3V99

SLOX-1 5-LOX
Centre X=+51,023 X=+19.286
Y=+33,295 Y=-75.702
7~+10.748 7~-35.176
Taille X=60 X=50
Y=40 Y=70
7=20 Z=10

)
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» La préparation des deux protéines a été réalisée suivant ces étapes :
e Elimination des molécules d’eau.
e Elimination des partie non protéiques (pour le SLOX-1 sont : Fe2840,
EDOS8041, EDO842, EDO843, EDO844, ACT845, et pour 5-LOX sont :
PHE177, HOHA953, HOHA977, LEUA607, ILE406).
e L’ajout des hydrogenes polaires et non polaires.
e [’ajout de la charge de Kollman.
» La préparation des ligands a été effectuée suivant ce chemin :
e Les géométries des composés A-E ont été optimisées avec la méthode
MO062X et la base 6-311++G (d, p).
e L’ajout de la charge de Gasteiger.
» La simulation de ’amarrage moléculaire des composés A-E avec les deux
protéines a ¢té faite en utilisant le logiciel Auto Dock Tools, afin de trouver la
bonne position du ligand dans le récepteur et d’obtenir un complexe stable avec

une faible énergie libre d’interaction.
Les résultats du docking sont résumés dans les tableaux 10 et 11.

Tableaul0: les résultats du docking avec SLOX-1.

Composés AG (kcal/mol) Constante d’inhibition
A -8.14 1.08
B -7.89 1.63
C -8.13 1.09
D -9.31 150.31
E -8.94 276.32
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LA\

VALY
v, &
A:520
AP
*.~ .
5\ s
w127 A4:526
Interactions
- Corventonal Mydrogen Bond D Pidone Par
Bl Psom [ part

VAL
AS520
AN AP
H
NG VAL
All3 AIZG
Interactions
- Conventonal Hydrogen Bond [:] Aoyl
[: Carbon Mydrogen Bond [___] A-Akyl

LYsS
AS526

Figure 9: les structures en 2D et en 3D pour le docking du composé D
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Les résultats du tableau 10 montrent que tous les composés ¢tudiés forment des
interactions avec les résidus des acides aminés clés du site actif.

D’apres les résultats obtenus dans les figures 8-9, le composé D possede la plus faible
énergie libre d’interaction (AG= -9,31 Kcal/mol) et forme des liaisons d’hydrogeéne avec
VALS20 et PHE123, et des interactions hydrophobes avec LYS526 et VAL126 ce qui
indique que I’activité inhibitrice du composé D est possible en raison de 1’obstruction des
substrats pour atteindre le site actif de la SLOX-1 basé sur le fait que la lipoxygénation, se
produit via un radical libre centré sur le carbone d’une chaine lipidique et la majorité des

inhibiteurs de LOX sont des antioxydants [1].

Etude de ’activité anti-inflammatoire des composés A-E

e Tableaull: les résultats du docking avec 5-LOX.

Composés AG (kcal/mol)
A -7,03
B -7,21
C -7,36
D -6,79
E -5,48

A554
O, ~9
LEV
A607 J)
HIS

A367
Interactions
[ ] M -Donor Mydrogen Bond [ ] Aoyt

[ Iuw

Figure 10: les structures en 2D et en 3D pour le docking du composé A




Chapitre I1II : Résultats et Discussion

LEV
A607
HIS
A:367
f
M-
o :
ol A604
ASN
ASS54
Interactions
I Gerventonal Hydrogen Bond ] At
[_] P-Danor Hydrogen Bond L] P-Akyt
Figure 11: les structures en 2D et en 3D pour le docking du composé C
> D’aprées les résultats obtenus dans le tableau 11 on remarque que le composé C

présente la plus faible énergie libre d’interaction (AG= -7.36 Kcal/mol) dans cette série de
composés, et le composé C a des liaisons d’hydrogeéne avec VAL604 et ASN554, et des
interactions hydrophobes avec HIS367 et LEU607, ce qui indique que le composé C est
prédit d’étre le dérivé qui posséde la meilleur activité anti-inflammatoire dans cette série

de composés.
Conclusion

Tous les analogues congus ont montré une tres bonne activité antioxydante par rapport a
la coumarine 5-HMPC synthétisée. Parmi eux, le composé D s'est averé étre le meilleur

antioxydant et le derivé C était le meilleur candidat anti-inflammatoire.
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I11.4. Etude des propri¢tés ADME et Drug-likeness des composés S-HMPC et ses
dérivés concgus

De bonnes activités pharmacologiques ne suffisent pas pour qu'un composé
devienne un candidat-médicament. Il est bien connu que les propriétés absorption,
distribution, métabolisme et excrétion (ADME) d'une molécule sont 'une des principales
raisons de son échec dans les essais cliniques [21]. Par conséquent, ces propriétés
pharmacocinétiques jouent un rdle clé dans la découverte de médicaments et 1’évaluation
des risques environnementaux [21, 23].

Apres I’étude docking des activités antioxydante et anti-inflammatoire du composé 5-
HMPC et ses dérivés concus B-E, nous avons étudié leurs propriétés ADME.
L’évaluation des propriétés ADME a été réalisée dans notre étude avec le serveur web

Swiss ADME en utilisant SMILES.

% 4.1. Les propriétés ADME

Distribution =
Where will the medicine
go?

-» Absorption
— How will the medicine get
n?

NMetabolism -
How is the medicine

broken down? Excretion

How does the medicine
leave the body?

s

% 4.1.1. L’absorption
L'absorption in vivo des médicaments peut étre décrite de manicre générale
comme le processus par lequel un médicament passe du site d'administration a la
circulation systémique. Les principaux sites d'absorption sont le tractus gastro-intestinal et
la peau [24], elle peut étre déterminée par diverses techniques et dans certains cas, peut

étre décrite en termes de perméabilité ou de solubilité du médicament.
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% 4.1.2. Distribution

Une fois qu'un médicament est absorbé dans la circulation sanguine, il peut étre
transporté dans tout 1'organisme. Ce processus, appelé distribution, est réversible ; pendant
que certaines molécules interagissent avec des récepteurs sur les membranes cellulaires ou
a l'intérieur des cellules, d'autres molécules peuvent retourner dans la circulation sanguine
[25].
Ce processus refléte un certain nombre de facteurs physiologiques et les propriétés

physicochimiques particuli¢res de chaque médicament [26].

X/
L X4

4.1.3. Métabolisme
Le métabolisme fait intervenir des enzymes pour la biotransformation d’un
médicament, c’est le processus par lequel le médicament est chimiquement converti dans

'organisme en un métabolite [26].

D

* 4.1.4. Excrétion

Lorsqu'un médicament est absorbé et distribué dans I'organisme, il doit étre €¢liminé par la
suite, sinon les concentrations du médicament continueraient a augmenter avec chaque
dose successive. L'élimination compléte du médicament de l'organisme est appelée
excrétion. L'excrétion dans 'urine est I'un des mécanismes les plus importants

de I'élimination des médicaments [25].

Propriétés Druglikeness

Les régles Drug-likness

Lipinski 1997 Ghose 1998 Oprea 1999 Veber 2002 Varma 2009
v v v v v
Nbre.H.acc <12 MW =500
MW =500 -0.4<A Log P<5.6 Nbre.H.don < 12 TPSA <125
Nbre.Cyl=3
LogP<5 160 < MW < 5.6 ou -S<LogD <-2
Nbre.LR =18
Nbre.H.acc =10 40 <MR < 5.6 Nbre.LF <10 Nb.H (acc+ don) <9
Nbre.LF =6
Nbre.H.don =5 20 <nbre.at< 70 TPSA < 140 Nbre.LF <12

Figurel9: Les différentes regles du Drug-likness et leurs criteres.
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e Les structures en 2D sont converties en SMILES (Simplified Molecular
e Input Line Entry System) a I’aide du logiciel ADC/ChemSketch.

o Les SMILES des composés A-E sont résumés dans le tableau 12.
Tableau 12: les SMILES des composés A-E

Les composés SMILES
A R=H Oclceecc20C(=0)C(=C(C)c21)clecccecl
B R=0OH Oclcec20C(=0)C(=C(C)c2c10O)cleccccl
C R=NH2 Ncleec20C(=0)C(=C(C)c2c10)clcccecd
D R=NME2 CN(C)cleec20C(=0)C(=C(C)c2c1O)clecccecl
E R=ONa [Na]Oc1lcec20C(=0)C(=C(C)c2c10)clcceecd

Les propriétés physicochimiques de chaque composé sont regroupées dans les tableaux 13

et 14.

Tableau 13 : les propriétés physico-chimiques des composés A-E.

Formule MW MR Nb.at Nb.at.ar Csp3 n.Hacc n.Hdon n.rot TPSA

g/mol lourds lourds A°?
A CoH;,0; 25226 7491 19 6 006 3 1 1 5044
B CuHy,0, 26826 7693 20 16 006 4 2 1 7067
C  CiH;3NO; 26728 9731 20 16 006 3 2 1 76.46
D  CigHy,NO; 29533 8912 22 16 017 3 1 2 53.68
E C,HyNaO, 29025 7554 21 16 006 4 1 2 5967

Tableau 14: la lipophile et la solubilité des composés A-E.

Solubilité (Ali)
Consensus Log S S (Mg/ml) S (Mol/l) Classe
logP, /W

A 3.12 -3.84 3.67E-02 1.45 E-04 Soluble

B 2.75 -3.89 3.46E-02 1.29 E-04 Soluble

C 2.54 -3.67 5.74 E-02 2.15 E-04 Soluble
D 3.20 -4.03 2.75 E-02 9.33 E-05 modéréme
nt soluble

E 2.18 -3.98 3.04E-02 1.05 E-04 Soluble

e
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Le tableau 14 indique que:

Les propriétés incluses par Swiss ADME pour prédire la pharmacocinétique d’un composé

sont :

v' L'absorption gastro-intestinale GI.

v' Perméabilit¢é de la barriére hémato-encéphalique BBB (Blood-Brain-Barrier
permeability).

v" inhibiteurs des enzymes CYP.

v substrat de la P-gp.

v

» les composés A, B, C, E sont solubles dans I’eau (Log S< -2) et le composés D

présente une solubilité modérée avec Log S< -4.

» les composés A-E posseédent des coefficients de partage logP qui dépassent 2 ce qui

indique que ces composés ont un caractere lipophile.

% 4.5.3. Les propriétés pharmacocinétiques

perme¢ation cutanée LogK,.

Tableau 15 : les propriétés pharmacocinétiques des composés A-E

GI BBB P-gp CYP2C1 CYP2C CYP2D6 CYP3A4 Log
absorptio permeant substrat 9 9 inhibitor inhibitor Kp
n e inhibitor inhibito (cm/s)
r

A haute oui Non Non Non Non Non -5.63
B haute oui Non Non Non Non Non -5.98
C haute oui oui Non Non Non Non -6.21
D haute oui Non Non oui oui oui -5.81
E haute oui oui Non Non Non Non -5.90

» D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 15, L'absorption gastro-intestinale GI
des composés A, B, C, D et E chez 'homme s'est avérée élevée sans BBB, ce qui
indique que nos composés peuvent étre absorbés facilement par l'intestin [27-29].

» Les résultats obtenus ont révélé que tous les composés sont BBB-positifs, ce qui est

nécessaire pour l'activité de plusieurs enzymes tel que 'acétylcholinestérase.

» Les composés C et E sont des substrats de la P-gp, ce qui montre que les deux

composés peuvent étre effluée du tube digestif ou du cerveau. Par contre, les
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composés A, B, D présentent des réponses négatives donc ne sont pas des substrats
dela P-gp [30].

Les composés A, B, C et E présentent une réponse négative pour tous les
coenzymes de CYP [31]. Cela signifie que ces candidats A, B, C et E présentent un
bon métabolise. Cependant, le composé D présente une réponse positive pour

I’activité¢ des quatre enzymes CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 ce qui

indique qu’il peut subir un mauvais métabolisme.

% 4.5.4. Les régles Drug-likness

La wvérification des régles Drug-likness a ¢été effectuée a 1’aide du serveur web

ADMET]Iab en utilisant SMILES, les résultats sont cités dans le tableau suivant.

e Tableau 16 : vérification des régles Drug-likness pour les composés A-E.

MW MR LogP TPSA nH nHd nAt Lipinski Ghose Veber

ace on

A 252269 74322 3474 50.44 3 1 31 Oui Oui Oui
B  268.268 75.987 3.18 70.67 4 2 32 Oui Oui Oui
C 267284 78.734 3.056 76.46 4 2 33 Oui Oui Oui
D 295338 88.649 3.54 53.68 4 1 39 Oui Oui Oui
E 290.25  80.704 2936 59.67 4 1 32 Oui Oui Oui

» Le composé 5-HMPC et les quatre analogues (B, C, D et E) obéissent aux critéres

des trois regles Lipinski, Ghose et Veber. Ceci indique que ces composés peuvent

étre considérés comme semi-médicaments.

Conclusion

Les prédictions ADME et Druglikeness montrent que les composés A-E ont un bon profil

pharmacocinétique.
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Dans ce mémoire, nous avons réalis¢ une étude théorique et computationnelle afin
d’évaluer la capacité du pié¢geage des radicaux libres de nouveaux analogues de la coumarine

3-aryle-5-subtituée. L’¢tude a été faite en considérant trois mécanismes :

% HAT (Hydrogen Atom Transfer).
% SPLET (Single Electron Transfer -Proton Transfer).
+» SET-PT (Single Electron Transfer — Proton Transfer).

L’activité¢ antioxydante in vitro du dérivé 5-hydroxy-4-méthyl-3-phényl-chromen-2-one
(5-HMPC) synthétisée a été évaluée expérimentalement par leur capacité trés puissance a
inhiber la peroxydation lipidique. A partir de ce résultat nous avons congu de nouveaux
analogues du 5-HMPC par substitution en position ortho du groupe OH par des
groupements donneurs afin d’améliorer 1’activité antioxydante.

Les calculs des descripteurs ont été faits dans la phase gazeuse et dans les solvants (I’eau,
toluéne, pentyléthanoate) en utilisant la fonctionnel M06-2X, la base 6-31++G (d, p) et le
modele de solvatation SMD.
Les résultats obtenus dans I’étude thermochimique permettent de tirer les conclusions
suivantes :
% Le HAT est le mécanisme le plus favorable thermodynamiquement dans la phase
gazeuse et le toluéne.
« Le mécanisme SPLET est le plus favorable thermodynamiquement dans 1’eau et
I’éthanoate de pentyl.
% Nous avons pu améliorer 1’activité antioxydante du composé¢ 5-HMPC par ortho

¢électro-donneur substitution.

A<D<B<C<E (dans la phase gazeuse et dans le toluéne)
A< B<D<C<E (dans I’eau et dans I’éthanoate de pentyl).

« Le composé E (R=ONa) est prédit comme le meilleur piégeur des radicaux libres dans

cette série de composés dans la phase gazeuse et dans les solvants.

X/
L X4

La distribution de densité de spin du composé et des dérivés congus (B-E) dans la
phase gazeuse ainsi dans les solvants montre qu’il y a une faible concentration sur
I’oxygene radicalaire ce qui indique que la densité totale est délocalisée sur tous les
atomes du cycle et que les radicaux formés sont stables et la molécule neutre est un

bon antioxydant.

&
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Dans cette étude, nous avons effectué¢ une simulation docking moléculaire pour vérifier
I’activité antioxydante et anti-inflammatoire du composé S-HMPC ainsi que ses analogues
congus, en utilisant deux enzymes de la lipoxygénase le SLOX-1 (code PDB : 3PZW) et le
5-LOX (code PDB : 3V99) respectivement.

% Les résultats obtenus montrent que tous les composés forment des interactions avec les
deux enzymes.

¢ le composé D possede la plus faible énergie libre d’interaction avec 1I’enzyme SLOX-
1, ce qui indique que I’activité inhibitrice de composé D est possible et la majorité des
inhibiteurs de LOX sont les antioxydants.

¢ le composé C posséde la plus faible énergie libre d’interaction avec 5-LOX, ce qui
indique que le composé C présnte une forte activité anti-inflammatoire et que I’activité

inhibitrice de 5-LOX est possible, ce qui confirme leur pouvoir antioxydant.

Enfin, les prédictions ADME et Druglikeness montrent que les composés A-E ont un

bon profil pharmacocinétique.

Comme perspectives possibles de cette étude, nous envisageons de :
» mener une étude cinétique de ces composés avec les radicaux HOO® et CH300"

» améliorer I’activité antioxydante de la coumarine 3-aryl-5-substutiée par substitution
en position ortho du groupe OH avec d’autres groupements donneurs.
» utilisation d’autre programme pour la simulation docking moléculaire telle que

GOLD, Flex, DOCK et ICM.
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Résumé

Les coumarines sont des produits naturelles de la famille des benzopyrones, elles possédent plusieurs

activités biologiques ce qui augmente leurs potentiel thérapeutique. Dans notre présent travail on a réalisé une
étude théorique et computationnelle afin de:

Evaluer I’activité antioxydante des nouveaux dérivés de coumarines.

Concevoir de nouveaux analogues du composé 5-hydroxy-4-méthyl-3-phényl-chromen-2-one, avec une
capacité antioxydante améliorée, en considérant trois mécanismes HAT, SPLET, SET-PT.

Les calculs ont été faits a I’aide de la fonctionnelle M06-2X et la base6-31++G (d, p) dans la phase gazeuse
et dans les solvants (I’eau, toluéne, pentyléthanoate) en utilisant le modéle SMD.

Vérifier D’activité antioxydante et anti-inflammatoire du composé 5-HMPC et ses dérivés congus par le
docking moléculaire.

Prédire les propriétés pharmacocinétiques ADMET pour le composé 5-HMPC ainsi que pour les dérives
congus.

Mot clé:coumarine, antioxydant, anti-inflammatoire, M06-2X, docking, ADMET, DrugL.ikness.

Abstrat

Coumarins are natural products of the benzopyrone family, they possess several biological activities which
increase their therapeutic potential. In our present work, we have carried out a theoretical and computational
study in order to:

e Evaluate the antioxidant activity of new Coumarin derivatives.

e Designed new analogues of the compound 5-hydroxy-4-methyl-3-phenyl-chromen-2-one, with
improved antioxidant capacity, including three mechanisms HAT,SPLET, SET-PT.

e The Calculations were made using the M06-2X functional and the 6-31++G (d, p) basis in the gas
phase and in the solvents (water, toluene, pentylethanoate) using the SMD model.

o Verify the antioxidant and anti-inflammatory activity of the compound 5-HMPC and their derivatives
designed by molecular docking.

o Determine the DrugLikness rules and predict the ADMET pharmacokinetic properties for the
compound 5-HMPC as well as for the designed drifts.

Key word: Coumarin, antioxidant, anti-inflammatory, M06-2X, docking, ADMET, DrugLikness.




