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Introduction

L’homme s’intéresse la nature qui pleine de ressources aux vertus bénéfiques et en
particulier les plantes qui possedent des propriétés médicinales. Ces dernieres utilise
des remedes a base de plantes mais aussi de produits naturelles qui occupent une place
importante dans la découverte de nouveaux agents thérapeutiques [1,2], pour se
soignent diverses maladies par exemple les malades d'Alzheimer, comme Ila
galantamine (Reminyl®) est un produit naturel isolé a partir de Galanthusworonowii L.
(Amaryllidaceae) en Russie, utilisé aujourd'hui dans le traitement de I’Alzheimer [3]. En

plus, 60 % des produits anticancéreux et 75 % des produits anti-infectieux [3].

La flore Algérienne est composée d’'une grande variété d’especes, environ 4000
especes et sous-espéces de plantes [4]. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a
une famille de plantes des astéracées (composées), la Centaurea nicaneesis pour

lesquelles aucun travail scientifique sur les activités biologiques.

La recherche dans l'industrie pharmaceutique est un processus qui prend du temps
avec un risque élevé d'échec. Pour cela, le processus de développement des
médicaments a été amélioré grace a l'utilisation des techniques dites "haut-débit", qui
sont efficaces lorsqu'elles sont combinées a des outils informatiques [1]. Le Docking est
un des méthodes de la modélisation moléculaire, devenu un outil indispensable dans le
domaine de la conception de molécules médicamenteuses pour but a prédire les détails
de l'interaction moléculaire entre une molécule et une protéine cible ayant un intérét

thérapeutique [5].

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a l'usage de la modélisation
moléculaire, en utilisant le « Docking moléculaire » pour étudier I'inhibition de I'enzyme
cholinestérase (acétylcholinestérase et buturylcholinestérase) avec deux flavonoides et

la prédiction des modes d’interactions possibles entre« enzyme-flavonoides ».
Les principaux chapitres de ce travail sont traités comme suit :

Dans le premier chapitre, nous avons effectué une recherche bibliographique
représente un apercu général sur les flavonoides de genre Centaurea, commencant avec
une description botanique de la famille Astéracée, le genre Centaurea, ainsi que les

propriétés biologiques et pharmacologiques. Ensuite, nous avons présenté un apercgu

-



géneéral sur les flavonoides de leurs différentes structures chimiques, leur biosynthese et

les activités biologiques des flavonoides de ce genre.

Le second chapitre est réservé pour la recherche bibliographique sur la maladie

d’Alzheimer et 'enzyme cholinestérase ainsi que la technique de Docking moléculaire.

Dans le troisieme chapitre, nous avons décrit la méthodologie du Docking pour

analyser I'affinité « cholinestérase-flavonoides ».

Le dernier chapitre de ce mémoire est consacré pour les résultats que nous avons

obtenus avec une discussion.

Enfin une conclusion générale résume I'ensemble du travail réalisé.

~
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Chapitre I les flavonoides de genre Centaurea

I.1. La famille des Astéracées

Les Astéracées (Asteraceae) sont une grande famille de plantes dicotylédones [1],
appelées aussi Composées (Compositae) [2]. Une famille importante qui comprend
environ 23.000 especes réparties en 1500 genres, ce qui en fait la famille la plus vaste du
monde [3]. C’est connu que tous les types biologiques se retrouvent chez la famille des
composées, tels quelles les plantes aquatiques, les herbes et les arbres arbustifs dans les
environnements tempérés, tropicaux et arides, ainsi que les arbres dans les foréts
tropicales humides...etc. [4]

La plupart des especes qui font partie de cette famille sont surtout des plantes
herbacées vivaces ou annuelles [4]. Les genres les plus représentés par le nombre
d’especes et leur fréquence sont : Artemisia, Aster, Centaurea, Cremanthodium,
Doronicum, Lactuca, Leontopodium, Senecio, Saussurea, Tanacetum et Waldheimia [5].
D’apres Quezel et Santa, la famille Asteraceae en Algérie est la plus importante dont elle

comprend 408 especes réparties en 109 genres [6].

I.1.1.Caractéristiques botaniques de la famille Asteraceae

Les Astéracées ont une caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en
capitules, c'est-a-dire serrées les unes a c6té des autres, sans pédoncules, placées sur
I'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée par des
bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est appelée un
Involucre [7].

Les fleurs des astéracées, appelées aussi fleurons, se présentent sous formes : fleurs
tubulées (tubuliflores: chardon, cirse, centaurée etc.) et fleurs ligulées (liguliflores:
chicorée, pissenlit, laitue etc.), fleurons périphériques ligulés entourant un disque de

fleurons tubulés (marguerite, aster, etc....) [7].

Fleurons tousligulés  Fleurons ligulés et Fleurons tous tubulés
tubulés

Figure L.1. Différents types des fleurs des Astéracées
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Les fruits sont des akeénes généralement surmontées d'une aigrette de poils (Pappus)
apparaissant sous la forme d'écailles, de soies, d'arétes ou d'une couronne qui participe

a la dissémination [7,8].
I.2.Description botanique du genre Centaurea

Le genre Centaurea est I'un des genres les plus largement distribués dans le monde
[9]. Il est représenté par 900 especes en Europe centrale, 'ouest de I’Asie selon Kurian
et Sankar (2007) [9]. Dans la nouvelle flore d’Algérie, Quezel et Santa ont reportés et

décrit 46 especes du genre Centaurea sur le territoire Algérien [6].

Les plantes du genre Centaurea sont herbacées annuelles ou vivaces a feuilles
alternes polymorphes non épineuses. Comme pour toutes les composées, les fleurs ou
fleurons, les fleurs sont toutes tubulées, disposées en capitule multiflores homomorphes
ou dimorphes. Leur couleur varie le plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet,
mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes [9,10]. La figure 1.2 représente

quelques espéces de ce genre.

Centaurea nicaeensis ‘ Centaurea urvillei

Centaurea africana Centaurea marocana

Figure I.2.Quelques especes du genre Centaurea (Asteraceae)
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L.

3. propriétés pharmacologiques et biologiques du genre Centaurea

I.3.1. Utilisation en médecine traditionnelle :

Le genre Centaurea est connu depuis longtemps dans la médecine populaire par sa

richesse en métabolites secondaires curatives utilisées contre plusieurs maladies tels

que

le diabete [9]. Différentes espéces du ce genre sont utilisées comme remédes pour

traités plusieurs maladies dont on peut citer :

v

C.calcitrapaconnu aussi sous le nom Calcitrapa stella, est une plante vivace utilisée
dans la médecine traditionnelle Turquie pour le traitement de la fievre. Les fleurs
sont fébrifuges, alors que les racines et les fruits ont le pouvoir diurétiques [11].
C.jacea est une plante herbacée vivace répandue dans toute la France et presque
toute I'Europe. Cette espece a été utilisée en médecine traditionnelle contre la
fievre et les maux de gorge [12].

C.cyanus également connue aussi sous le nom du bleuet des champs, est une plante
annuelle ou bisannuelle distribuée dans tout le monde, utilisée comme plante
médicinale. Des rapports on mentionnés l'utilisation de cette plante en
cosmétologie. Elle a montrée également des propriétés anti-inflammatoires et
apaisantes, en particulier L'’eau de bleuet, qu’est réputée pour apaiser
I'inflammation au niveau des yeux. Les fleurs sont comestibles, utilisées dans les
gateaux ou autres préparations culinaires. La décoction des feuilles permet de
réduire les inflammations cutanées [13,14].

C.pullata a un effet analgésique contre les douleurs abdominales [15].

C.iberica et C. virgata sont utilisées pour le traitement du paludisme, du rhume,
maux d'estomac, douleurs abdominales et infections herpétiques [9].

C.aspera est une plante vivace endémique au I'Espagne utilisée pour traiter

I’hypoglycémie [9].

.
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1.3.2. Les activités biologiques du genre Centaurea

Le genre Centaurea présente un grand intérét thérapeutique, notamment comme

source naturelle de sesquiterpenes lactones et flavonoides qui sont les constituants

majoritaires de ce genre.

v

Une étude réaliser sur les extraits de la plante C.jacea montre que ces dernieres
posséde des propriétés anti-tumorales a exercé une activité inhibitrice de la
croissance des cellules tumorales [12].

L’extrait chloroforme de Cmusimomum testé sur Plasmodium flasiparum a
présenté une activité antiparasitaire intéressante (ICso= 3.16ug/ml). Alors pour
'activité cytotoxique, des tests réalisés sur des cellules (KB), ont montrés un taux
d’inhibition de I'ordre 89% a 10 pg/ml jusqu’a 26% a 1pg/ml [16].

L’étude de I'activité anticancéreuse de l'extrait hydrométhanolique des feuilles de
C. alexanderina a montrée une action contre la ligne cellulaire de cancer du
poumon (A-495), une activité analgésique significative, une activité anti-
inflammatoire ainsi qu'une activité hypoglycémique, antidiabétique significative
et activité antimicrobienne [17].

Le flavonoide algérianine isolé de C.africana a montré une activité cytotoxique
remarquable sur les cellules humaines myeloid de leucémie (HL-60) avec un
[Csode 26.1uM [18].

La molécule 8a-0-(4-hydroxy-2-methylenbutanoyl-oxy) melitensine, ainsi que
quatre lactones sesquiterpéniques isolées de C.pullata possédent des activités

antimicrobiennes et antifongiques [19].

1.4. Propriété phytochimique

Les investigations phytochimiques réalisées sur le genre Centaurea ont montrées la

richesse de ce dernier en métabolites secondaires [20] notamment les composés

phénoliques [21], les alcaloides [22] et les lactones sesquiterpeniques [23-25] ainsi

que les flavonoides qui sont les principaux métabolites secondaires de ce genre [26,27].

.
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I.5. les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires, appartiennent a
la famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux
[28]. A nos jours, plus de 10000 flavonoides naturels ont été décrits [29,30].

IIs ont été isolés par le scientifique Eugéne Chervreul en 1814, mais n'ont été

réellement découverts qu’en 1937, par Albert Szent-Gyorgyi [31].

1.5.1. La structure chimique

La classe des flavonoides est depuis bien des années définies par la nature de son
squelette de carbone qui comprend 15 atomes répartis selon la séquence Cs-C3-Cs
commune a tous les flavonoides et dans laquelle deux cycles benzéniques A et B sont

reliés par un élément a 3 atomes de carbone(voir figure 11.1) [32].

Figure I.3.Squelette de base des flavonoides
I.5.2. Classification

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes selon le degré
d’oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle C, quatorze groupes
différents ont été identifiés dont six sont particulierement les plus répandus et les mieux
caractérisés: flavones, flavonols, isoflavones, flavanones, flavanols et anthocyanidines

[33,34].
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Figure L.4.Différentes classes de flavonoides.
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I.5.3. Biosynthese :

Selon la Figure 1.6, les précurseurs de cette biosynthese des flavonoides sont la p-
coumaryl-CoA, obtenu par la voie shikimate et le malonyl-CoA. Le processus de
transformation menant de la phenylalanine, précurseur de la voie shikimate au p-

coumaryl-CoA présenté dans la figure 1.5 [35].

Phénylalanine Cinnamate 4-Coumarate 4- Coumaryl CoA

Figure L.5.Premieres étapes de la formation du précurseur des flavonoides.

La phénylalanine subit une déamination par la phénylalanine ammonia-lyase (PAL)
pour former le cinnamate. Ce dernier subit par la cinnamate. Ce dernier subit par la
cinnamate 4-hydroxylase (C4H) une hydroxylation en position 4 du cycle aromatique
pour donner le 4-coumarate. Enfin, le 4-coumaryl-CoA est obtenu par action de la 4-
coumarate CoA ligase (4CL)[35].

Tous les flavonoides tirent leurs squelettes a 15 atomes de carbone de deux
métabolites de base, le malonyl-CoA et le p-coumaroyl-CoA. Fondamentalement, le
biosynthétique crucial de réaction est la condensation de trois molécules de malonyl-
CoA avec une moléccule p-coumaroyl-CoA, permettant la syntheése des chalcones
[36,37]. Etant l'entité qui catalyse la premiere transformation de la biosynthése des
flavonoides. La réaction catalysée par la CHS (chalcone synthase), permet la formation
des cycles A et B du squelette flavonique. L’enzyme suivant (CHI) catalyse la fermeture
du cycle C et la finalisation du squelette carboné des flavonoides. L'isomérisation permet
de créer a partir des chalcones, les flavanones, le chemin biosynthétique se sépare en

deux embranchements.
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D'une part, les flavanones peuvent réagir avec l'enzyme 2-hydroxyisoflavone
synthase (IFS) pour étre transformées en isoflavone. Les dihydroflavonols sont les
précurseurs d'une famille apparentée aux flavonoides qui sont les flavonols. La réaction,
catalysée par l'enzyme flavonol synthase (FLS) consiste en la création d'une double
liaison entre les atomes de carbone C-2 et C-3.

D'autre part, dans la voie de biosynthese des flavonoides, les flavanones sont les
précurseurs des dihydroflavonols par l'action de I'enzyme F3H (flavonoid-3-
hydroxylase). La F3'H (flavonoide-3'-hydroxylase) induit le changement de degré
d’oxydation du cycle B de la molécule considérée en oxydant la position 3'. Les
dihydroflavonols sont ses principaux substrats (transformation du dihydrokaempferol

en dihydroquercétine [38-40]. Les diverses étapes de la biosynthese des flavonoides

sont élucidées dans la figure suivante.

o

OA

AN
P-coumaryle-COA

OH

Isoflavones

Flavonols

OH
o
HO
HO o
| -~
OH FLS
OH (o] o

COOH
H,C
COSCoA

s

HO OH
Chalcone |

HO o

CHI
OH
-\\\\\©/

‘ F3H

H o]

dihydrokaemferol

3*malonyle-COA

Flavanones

©°H ’
s HO o K\
—_—
OH F3'H OH
OH o
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H

Figure 1.6.Schéma partiel de la biosynthese des flavonoides




Chapitre I les flavonoides de genre Centaurea

1.5.4.Propriétés biologiques des flavonoides
a) Propriété antioxydants
La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydant et leur
capacité a piéger les radicaux libres, comme radicaux hydroxyles (OH’), anions

superoxydes (02"7) et radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :

[F]avonoi’de (OH) + R® —— » Flavonoide (09 + RH]

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (3-OH) fortement réactif. Ils sont également capables de chélater les ions
métalliques (Largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui peuvent
renforcer ces effets déléteres par la production des radicaux hydroxyles (OH") [41].

En tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la cancérogenese. Ils
inhibent en plus 'angiogeneése, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif

et métastatique des cellules tumorales [41].

b) Propriété antiallergique
Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. Ils agissent
par inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des
mastocytes et des basophiles: 'TAMPC phosphodiestérase et la Ca?*ATPase [42,43].
En outre, la quercétine exerce un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine

a partir des mastocytes [42,43].

c) Propriété anti-inflammatoire
Quelques études in vitro montrent que plusieurs flavonoides sont capables de modifier
le métabolisme de l'acide arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la
quercétine bloquent I'action des cyclo-oxygénase et lipo-oxygénase a des concentrations
relativement élevées. A faibles concentrations, c’est la lipo-oxygénase qui est inhibée
préférentiellement [44,45].
Les flavones et les flavonols glycosyléecomme la quercétine, kaempférol, myrecétine ont

une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) [46].

n
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d) Propriété antibactérienne
Les flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le
mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les
protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhésines

microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [47].

e) Propriété anti-ulcérogene

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogeénes. L’hypolaétine-8-glucos, une flavone présente dans diverses espéces du
genre Sideritis, a une activité anti-ulcérogéne significative [41].

La naringine et la quercétine exercent également une activité anti-ulcérogene mise en
évidence chez les rats dont l'ulcére gastrique a été induit par I’éthanol. Il a été suggéré
que la quercétine exerce ses effets cytoprotecteurs grace a un complexe impliquant la
stimulation de la prostaglandine et 'inhibition de la production de leucotrienes via la

production de mucus et ses propriétés antioxydantes [41].

I.6. Les flavonoides du genre Centaurea

Les flavonoides font partie de la classe des polyphénols. Plus de 10000 flavonoides
structurellement uniques ont été identifiés dans le regne végétal, ces derniers occupent
un role central dans la recherche chimique durant des années et jusqu'a présent [48].

Des études phytochimiques effectuées sur des espeéces du genre Centaurea ont
montrées leurs richesses en flavonoides, la majorité de ces derniers sont de type flavone
et flavonols.

D’apres les recherches bibliographiques, nous constatons des prédominances de
'apigénine(1) et I'hispiduline(2) comme flavones présentes dans ce genre.

Concernant les flavonols, la Centaureidine(6) et le 3-méthyl kaempférol (9) sont les

plus isolés du genre Centaurea. Les tableaux suivants présentent les flavonoides isolés

de quelques espéces du genre Centaurea [26].

v' C.marocana
Les études bibliographiques que nous avons réalisées ont montré que cette plante

sont comprend cinq Flavones [49,50].

n
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Tableau I.1.Quelques flavonoides isolés deC.marocana

Nom de composé Réf
apigénine(1) [49]
hispiduline(2)

cirsimaritine(3) [50]

4’, 5,7-trihydroxy-3'methoxyflavone (4)
4’, 5,7-trihydroxy-3,6-dimethoxyflavone (5)

OH o OH O 4 R3=R6=H,R3'=OMe
1 R6=H.R7=0H 5 R3=R6=0Me,R3'=H
2

2 R6=0OMe,R7=0OH
3 R6=R7=0OMe

Figure L.7. Les flavonoides isolés a partir de C.marocana

v C. africana
Les investigations réalisées ont montrées que cette plante sont comprend deux

flavones et deux flavanols [50,51].

Tableau I.2: quelques flavonoides isolés de C. africana

Nom de composé Référence
5, 7,4’-dihydroxy-6-méthoxyflavone ou Hispiduline(3) [50]
5, 7,3’-trihydroxy 6, 3,4’triméthoxyflavone ou Centaureidine(6)

3’,4’, 5,7-tetrahydroxy-6méthoxyflavone ou népétine(7) [51]
4’-méthyl gossypetine(8)

OCH3 0 7 R6=OMe ,R8=OH
8 R6=H,R8=0OH

Figure 1.8. Les flavonoides isolés a partir de C.africana
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v C. furfurace

Les études sur C.furfurace. Cette étude a permis d’isoler 9 flavonoides, parmi lesquels

sept de type flavone et deux de type flavonol [52].

Tableau I.3: quelques flavonoides isolés de C.furfurace

Nom de composé Réf
Apigénine (1) [52]
Hispiduline(2)

Cirsimaritine(3)

3-méthyl kaempférol (9)

7-0-glucosyl apigénine (10)
7-0-glucosyl hispiduline (11)
7-0-glucosyl patulétine (12)
7-0-méthyl-glucoronyl hispiduline(13)
7-0-méthyl-glucoronyl apigénine (14)

9 R3=Me,R7=OH

11 R3=H,R3'=H 10 R3=H,R7=0-Glc
12 R3=0OH,R3'=0OH

Figure 1.9.Les flavonoides isolés a partir de C.furfurace.

"



Chapitre I les flavonoides de genre Centaurea

Références

[1] www.afleurdepau.com > Flore » asteraceae » fiche-famille
[2] www.agrobioperigord.fr » upload » biodiv » fiche-asteracees.

[3] Funk, V. A, A. Susanna, et al. (2009). "Classification of compositae."Systematics,
evolution, and biogeography of Compositae

[4] Jansen, R. K. and ]. D. Palmer (1987). "A chloroplast DNA inversion marks an ancient
evolutionary split in the sunflower family (Asteraceae)." Proceedings of the National
Academy of Sciences84(16): 5818-5822.

[5] Grimaud, F. (2009). "Les Astéracées du Ladakh dans la médecine tibétaine."
Phytothérapie7(5): 255.

[6] Zater, H., K. Rebbas, et al. (2019). "Découverte de Centaurea hyalolepis
Boiss.(Asteraceae) dans la région de Djelfa (Algérie)."

[7] Daniel Petit, U. (2010). "Stratégies de reproduction et de dissémination des
Astéracées dans les zones arides au Maroc."

[8] Cronquist, A. (2001). Vascular flora of the southeastern United States: Asteraceae,
UNC Press Books.

[9] Khammar, A. and S. Djeddi (2012)."Pharmacological and biological properties of
some Centaurea species."European Journal of Scientific Research84(3): 398-416.

[10] www.bonneplante.com » centaurea

[11] Beloued, A. (2009). plantes médicinales d’algérie.5éme édition :office des
publications universitaires,70p

[12] Forgo, P., I. Zupko, et al. (2012). "Bioactivity-guided isolation of antiproliferative
compounds from Centaurea jacea L." Fitoterapia83(5): 921-925.

[13] Iserin, P. (2001). Larousse encyclopédie des plantes médicinales : Identification,
Préparations, Soins .2.London : Larousse, 335 p.

[14] https://www.aujardin.info/plantes/centaurea-cyanus.php consulté a11/03/20.

[15] Djeddi, S.,A. Karioti, et al. (2007). "Minor sesquiterpene lactones from Centaurea
pullata and their antimicrobial activity."Journal of natural products70(11): 1796-
1799

[16] Medjroubi, K., F. Benayache, et al. (2005). "Sesquiterpene lactones from Centaurea
musimomum.Antiplasmodial and cytotoxic activities."Fitoterapia76(7-8): 744-746

[17] Biological activity and flavonoids from Centaurea alexanderina leaf extract.

[18] Seghiri, R., 0. Boumaza, et al. (2009). "A flavonoid with cytotoxic activity and other
constituents from Centaurea africana."Phytochemistry Letters2(3): 114-11

[19] Djeddi, S., A. Karioti, et al. (2008). "A novel sesquiterpene lactone from Centaurea
pullata: Structure elucidation, antimicrobial activity, and prediction of
pharmacokinetic properties." Bioorganic & medicinal chemistry16(7): 3725-3731.

[20] Easa, A.and A. Rizk (1992)."Constituents of Centaurea species."

[21] Bakr, R. O, S. A. E. H. Mohamed, et al. (2016). "Phenolic profile of Centaurea
aegyptiaca L. growing in Egypt and its cytotoxic and antiviral activities."African
Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines13(6): 135-143.

[22] Sarker, S. D. T. Savchenko, et al. (1997). "Moschamine, cis-moschamine,
moschamindole and moschamindolol: four novel indole alkaloids from Centaurea
moschata." Natural Product Letters9(3): 189-199.

[23] Djeddi, S., A. Karioti, et al. (2007). "Minor sesquiterpene lactones from Centaurea
pullata and their antimicrobial activity."Journal of natural products70(11): 1796-
1799.

=


https://www.aujardin.info/plantes/centaurea-cyanus.php

Chapitre I les flavonoides de genre Centaurea

[24] Saroglou, V., A. Karioti, et al. (2005). "Sesquiterpene Lactones from Centaurea s
pinosa and their antibacterial and cytotoxic activities."Journal of natural
products68(9): 1404-1407.

[25] Bentamene, A, S. Benayache, et al. (2007)."Sesquiterpene lactones and phenolic
compounds from Centaurea maroccana."Chemistry of Natural Compounds43(6):
749-750.

[26] Louaar, S., A. Achouri, et al. (2011). "Flavonoids from Algerian endemic Centaurea
microcarpa and their chemotaxonomical significance."Natural product
communications6(11): 1934578X1100601113.

[27] Forgo, P., I. Zupké, et al. (2012). "Bioactivity-guided isolation of antiproliferative
compounds from Centaurea jacea L."Fitoterapia83(5): 921-925.

[28] Stoclet, JC,Schini-KerthV. (2011). Flavonoides alimentaires et santé humaine.
Annales pharmaceutiques francaises, Elsevier.

[29] Agati, G., E. Azzarello, et al. (2012). "Flavonoids as antioxidants in plants: location
and functional significance." Plant science196: 67-76.

[30] Dixon, R. A. and G. M. Pasinetti (2010). "Flavonoids and isoflavonoids: from plant
biology to agriculture and neuroscience."Plant Physiology154(2): 453-457.

[31] Nijveldt, R. J.,, E. Van Nood, et al. (2001). "Flavonoids: a review of probable
mechanisms of action and potential applications." The American journal of clinical
nutrition74(4): 418-425.

[32] Emerenciano, V. P., K. O. Barbosa, et al. (2007)."Self-organizing maps in
chemotaxonomic studies of Asteraceae: a classification oftribes using flavonoid
data."Journal of the Brazilian Chemical Society18(5): 891-899.

[33] Pietta, P.-G. (2000). "Flavonoids as antioxidants."Journal of natural products63(7):
1035-1042.

[34] Narayana, K. R, M. S. Reddy, et al. (2001). "Bioflavonoids classification,
pharmacological, biochemical effects and therapeutic potential."Indian journal of
pharmacology33(1): 2-16.

[35] Winkel-Shirley, B. (2001). "Flavonoid biosynthesis.A colorful model for genetics,
biochemistry, cell biology, and biotechnology."Plant physiology126(2): 485-493.
[36] Martens, S. and A. Mithofer (2005). Flavones and flavone synthases.

Phytochemistry66(20): 2399-2407.

[37] Weston, L. A. and U. Mathesius (2013). "Flavonoids: their structure, biosynthesis
and role in the rhizosphere, including allelopathy." Journal of chemical
ecology39(2): 283-297.

[38] Diharce, J. (2014). Etude par modélisation moléculaire de systémes
multienzymatiques impliqués dans la biosynthese des flavonoides.

[39] Dao, T., H. Linthorst, et al. (2011). "Chalcone synthase and its functions in plant
resistance."Phytochemistry Reviews10(3): 397.

[40] Dixon, R. A. and C. L. Steele (1999). "Flavonoids and isoflavonoids-a gold mine for
metabolic engineering."Trends in plant science4(10): 394-400.

[41] Ghedira, K. (2005). "Les flavonoides: structure, propriétés biologiques, role
prophylactique et emplois en thérapeutique.” Phytothérapie3(4): 162-169.

[42] Formica, J. and W. Regelson (1995). "Review of the biology of quercetin and related
bioflavonoids." Food and chemical toxicology33(12): 1061-1080.

[43] Di Carlo, G., N. Mascolo, et al. (1999). "Flavonoids: old and new aspects of a class of
natural therapeutic drugs." Life sciences65(4): 337-353.

-



Chapitre I les flavonoides de genre Centaurea

[44] Sharma, B., G. Viswanath, et al. (2008). "Effects of flavonoid-rich extract from seeds
of Eugenia jambolana (L.) on carbohydrate and lipid metabolism in diabetic mice."
Food chemistry110(3): 697-705.

[45] Landolfi, R, R. L. Mower, et al. (1984). "Modification of platelet function and
arachidonic acid metabolism by bioflavonoids: structure-activity relations.”
Biochemical pharmacology33(9): 1525-1530.

[46] Tapas, A. R., D. Sakarkar, et al. (2008). "Flavonoids as nutraceuticals: a review."
Tropical journal of Pharmaceutical research7(3): 1089-1099.

[47] Cowan, M. M. (1999). "Plant products as antimicrobial
agents."Clinicalmicrobiologyreviews12(4): 564-582.

[48] Mierziak, J., K. Kostyn, et al. (2014). "Flavonoids as important molecules of plant
interactions with the environment."Molecules19(10): 16240-16265.

[49] Bentamene, A, S. Benayache, et al. (2007). "Sesquiterpene lactones and phenolic
compounds from Centaurea maroccana."Chemistry of Natural Compounds43(6):
749-750

[50] Seghiri, R, R. Mekkiou, et al. (2006). "Phenolic compounds from Centaurea
africana."Chemistry of Natural Compounds42(5): 610-611

[51] Seghiri, R., 0. Boumaza, et al. (2009). "A flavonoid with cytotoxic activity and other
constituents from Centaurea africana."Phytochemistry Letters2(3): 114-118.

[52] Akkal, S., F. Benayache, et al. (2003). "Flavonoids from Centaurea furfuracea
(Asteraceae)."Biochemical Systematics and Ecology31(6): 641-643.

"



&

)

Chapitre II
Technique de Docking
moléculaire




Chapitre II Le Docking moléculaire

I1.1. Maladie d’Alzheimer :

Avec le vieillissement de la population, la maladie d’Alzheimer (MA) est devenue un
probléme majeur de santé publique, est la maladie neurodégénérative la plus fréquente
affectant 13 millions de la population générale dgée de plus de 65 ans. Cette pathologie
dont I'étiologie n’est toujours pas connue, est caractérisé par des Ilésions
histopathologiques bien précises qui sont les plaques séniles (dues a 'accumulation du
AB: peptide [(-amyloide) et les dégénérescences neurofibrillaires (dues a

I’hyperphosphorylation de la protéine tau) [1,2].

Les personnes atteintes de cette maladie présentent un niveau faible en acétylcholine
(ACh) le neuromédiateur qui permet notamment le stockage des informations, en
particulier au niveau des neurones de l'hippocampe. Il est désormais définitivement
établi que les deux cholinestérases (l'acétylcholinestérase: =~ AChE et

buturylcholinestérase : BChE) des substances caractéristiques de la MA [2].

I1.2. L’enzyme cholinestérase:

Le terme de cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable
d’hydrolyser a une vitesse moindre de 'acétylcholine et d’autres esters de la choline. Il
existe chez I'homme deux cholinestérases différant par leur origine, leur lieu de
synthese, leur structure, leur spécificité d’action, leur fonction physiologique et

I'indication de la mesure de leur activité [3].

HaC H,C
H,C \ CH, \ CH, CH,
0 M/ HO '
\ /. \ /\ +  Ho
o CH, CH,
o)
Acétylcholine choline Acetate

Figure II.1: Hydrolyse de 'acétylcholine
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» Acétylcholinestérase ou encore cholinestérase vraie

L’acétylcholinestérase est une enzyme naturellement présente chez I'homme qui
entraine la destruction de l'acétylcholine. Elle est synthétisée dans le globule rouge (ou
son role n’est pas connu) et le tissu nerveux. Elle est présente essentiellement au niveau
des synapses dans le tissu nerveux et a la jonction neuromusculaire, dans la substance

grise, les poumons et la rate [3].

Une synapse cholinergique fonctionne schématiquement en quatre temps. Le
neurotransmetteur, I’Acétylcholine (ACh), est d’abord libéré, diffuse a travers la fente
synaptique, se lie réversiblement au récepteur nicotinique et est finalement hydrolysé.
C’est lors de cette derniere étape qu’intervient I’AChE. Elle remplit sa fonction
cholinergique en assurant la terminaison de la transmission de 'influx nerveux au sein
des jonctions neuromusculaires et des synapses cholinergiques. Cette action est réalisée
par I'hydrolyse de son substrat, 'acétylcholine (ACh), en acétate et choline, elle libere la
fente synaptique en vue d’'une éventuelle nouvelle transmission, permettant ainsi le

passage des informations [3, 4].

Les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase sont une classe de substances qui empéchent
la rupture de I'acétylcholine. Ils agissent en inhibant '’enzyme acétylcholinestérase qui
est présente dans les régions autour des neurones pour controler les niveaux

d’acétylcholine dans le cerveau [4].
» Butyrylcholinestérase ou pseudocholinestérase :

Elle a une affinité beaucoup plus large ; elle peut hydrolyser un grand nombre
d’esters synthétiques et naturels, y compris I'acétylcholine et la succinylcholine. Elle est
retrouvée dans le plasma ou le sérum, dans le foie (siege de sa synthese), le pancréas,
I'intestin et d’autres tissus. Son role physiologique n’est actuellement pas connu. Bien

qu'il soit généralement envisagé en association avec l'acétylcholinestérase (AChE) [3].
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I1.3. Le Docking moléculaire :
I1.3.1.Principe

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le Docking moléculaire connu aussi
sous le nom « amarrage moléculaire ». Le docking reste une étape importante dans la
compréhension des réactions biologiques et par suite la conception de médicaments, est
un processus de simulation qui prédit de la structure et la conformation d’'un complexe
moléculaire récepteur-ligand. Le récepteur macromoléculaire étant généralement une
protéine et le ligand est soit une petite molécule soit une autre protéine [5,6]. Le
Docking moléculaire est également un outil important dans la conception de

médicaments ou on utilise une simulation assistée par ordinateur [7].

Le Docking moléculaire a pour but de prédire la conformation et I'orientation d'un
ligand dans le site actif de la protéine, ainsi que la détermination de mode d’interaction

des liaisons probables, et énergétiquement, en prédisant 1'affinité de liaison [8].

Le processus de Docking moléculaire implique deux étapes fondamentales qui sont le

Docking et le scoring.

* Le Docking est I'étape des algorithmes utilisés pour la prédiction de la
conformation du ligand ainsi que sa position et son orientation dans le site actif
de la protéine (généralement appelés pose).

* Le scoring est I'étape de I'évaluation de l'affinité de liaison entre le ligand et la
récepteur et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de Docking.

Deux étapes sont respectivement liées aux méthodes d'échantillonnage [9].

™
Docking “ Scoring “
Récepteur i Complexe

Figure IL.2 : principe général de Docking
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I1.3.2.Les étapes de Docking moléculaire :

Quatre étapes sont principalement employées pour la modélisation du

systeme protéine - ligand.

Figure I1.3 : Les étapes typiques de Docking

I1.3.2.1. Détermination des structures
« Lesrécepteurs:
Cette étape préliminaire du docking moléculaire est consiste au téléchargement des

structures chimiques (Enzyme dans notre cas). La plupart des structures sont

disponibles via la «Protein Data Bank » (http://www.pdb.org) et téléchargés sous forme
PDB. Protein Data Bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la structure
tridimensionnelle (structure 3D) de macromolécules biologiques: protéines
essentiellement et acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement déterminées

Par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN [10].

2
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Dans notre cas nous avons téléchargées deux protéines l'acétylcholinestérase et le

buturylcholinestérase.

o« Les ligands étudiés :

Les molécules utilisés dans ce travail sont des dérivés des flavonoides, sont des
substances présentes dans les plantes. Une base, deux molécules dérivées des
flavonoides sont des produits naturels isolés a partir de la plante de Centaurea
nicanessis utilisés comme des ligands [11]. Il s’agit :

e 5,74 -trithydroxy 6, ,3’-dimethoxyflavone (Jacéosidine)

e 5,4’-dihydroxy 6, 7,3’-trimethoxyflavone ( cirsilinéol)

H;CO

H3CO

Ligand 1 Ligand 2

Figure I1.4. Les deux ligands de 'espece Centaurea nicanessis

I11.3.2.2. Préparation des structures

La préparation du récepteur en vue du Docking ne peut étre réalisée qu’une fois les
structures mises en jeu sont identifiés. Apres le téléchargement de la cible (PDB), nous
utilisons un logiciel de visualisation pour voir avec quels ligands lI'enzyme est Co-
cristallisé (eau, ligands, ion,...), Suppression de toutes molécule ligands et Co-cristallisé

situées a la surface de la protéine dans le cas de la simulation [12].

I1.3.2.3. Docking moléculaire:
Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le Docking est une méthode qui
calcule I'orientation préférée d'une molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées

pour former un complexe stable. Les parametres du calcul de Docking sont :

2
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v’ L’état initial du ligand (position, orientation et conformation aléatoire ou
précise)
v Dimensions de la grille a utiliser

v Enfin lancer le processus de Docking

A la fin de chaque cycle d’exploration, logiciel de Docking va enregistrer la meilleure

interaction avec le ligand [12].
I1.3.2.4. Prédiction et évaluation

Une fois les parametres du Docking moléculaire sont établis, le programme passe a
I'étape de prédiction et d’évaluation. Celle-ci permet la mise au point des modes

d’'interactions potentiels [13]. Cette étape est réalisée comme suit:

A. Algorithme de Docking
En principe, un algorithme de Docking doit étre capable de générer les modes de liaison
attendus pour des ligands. Pour cela, il est nécessaire que 'algorithme d’une recherche
conformationnelle puisse explorer I'espace conformationnel possible, de facon efficace

et exhaustive [14].

B. Les fonctions de scoring

Les méthodes de “scoring” sont utilisées pour estimer mathématiquement I'affinité de
liaison entre un récepteur et chacune des poses générées pendant le Docking [15].
L’association entre protéines et ligands est gouvernée par plusieurs parametres
thermodynamiques :

o Les interactions hydrophobes.

o Lesinteractions électrostatiques.

o« Les liaisons hydrogene.

oc Les interactions de Van Der Walls.

L’utilisation des fonctions de scoring est double. Tout d’abord, elles permettent de
déterminer la conformation qui représentera au mieux le ligand concerné. Cette

conformation est appelée premiere pose [15].

N
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a) Fonctions de score basées sur un champ de force :
Les fonctions de score basées sur un champ de force calculent, par mécanique
moléculaire, I'énergie d’interaction du complexe et I'énergie interne du ligand. G-Score

par exemple, fait appel au champ de force de Tripos, et AutoDock a celui d’AMBER.

Les interactions entre récepteur et ligand comprennent souvent des termes de Van
der Waals et électrostatiques. L’énergie interne du ligand est généralement écrite de
manieére similaire. Des extensions incluant un terme d’entropie pour le ligand (dans G-
Score) et les liaisons hydrogene protéine-ligand (dans Gold et Autodock) ont été
ajoutées récemment [16].

b) Fonctions de score empirique

Ce type de fonction de score approxime I'énergie libre de liaison en sommant de fagon
pondérée différents termes d’interaction dérivés de parametres structuraux. Les
différents poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des
données expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d'un jeu
d’entrainement de complexes protéine-ligand. La plupart des programmes de Docking
implémentent ce type de fonction de score témoignant de leur efficacité (en termes de
rapport précision/rapidité). Cependant, le principal inconvénient de ces fonctions

empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées pour les calibrer [17].

c) Les fonctions de type knowledge-based
Ces fonctions proviennent de I'analyse des structures tridimensionnelles de complexe
ligand protéine déterminés de maniere expérimentale. Des regles définissant la
géométrie préférentielle, des interactions sont déduites de ces structures grace a des
moyens statistiques. Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant
aux interactions présentes au sein du complexe. Leurs expressions sont moins strictes
que dans le cas des fonctions empiriques. La fonction PMF fait partie de cette classe de

fonction [17].

2
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I1.3.3. Les logicielsde Docking

Dans le domaine de Docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour
étudier les différentes interactions et les conformations les plus favorables du ligand au
sein de son récepteur. Actuellement, un grand nombre de logiciels de Docking
moléculaire sont disponibles tels que: GOLD, AUTODOCK, AUTODOCK VINA, FLEXX,
SURFLEX, MOLEGRO VIRTUAL DOCKER, UCSF CHIMERA [18,19].

L’AutoDock : est un programme utilisé pour le docking protéine-ligand. Il s'agit d'un
ensemble de procédures, dont le but de prédire l'interaction de petites molécules, telles
que des médicaments candidats « ligand » ou des substrats a un récepteur dont la
structure 3D est connue. Les distributions actuelles d'AutoDock se composent de deux
générations de logiciels: AutoDock 4 et AutoDock Vina [20].

Dans notre étude de Docking, nous avons utilisé le logiciel AUTODOCK VINA. Ce
dernier est un nouveau programme de Docking moléculaire et le criblage virtuel. Son
principal objectif est 'augmentation de la vitesse d’exécution tout en conservant des
résultats a la hauteur voire meilleurs qu’AutoDock4 [21-23]. Il a été congu et mis en
ceuvre par le Dr Oleg Trott dans le laboratoire de graphiques moléculaires du Scripps

Research Institute [23].

AutoDock Vina ne nécessite pas de choisir les types d'atomes et de pré-calculer les
cartes de grille pour eux. Au lieu de cela, il calcule les grilles en interne, pour les types

d'atomes nécessaires, et il le fait pratiquement instantanément.

% L’algorithme de positionnement des ligands de Vina est un algorithme
d’optimisation locale de Broyden-FletcherGoldfarb-Shanno (BFGS) [21].

¢ Pour l'estimation de I'affinité ligand-récepteur, Vina utilise une fonction de score
empirique qui s'inspire de la fonction X-score [24] et comme cette derniere, elle a
été calibrée sur “PDBbind” [21], une base de données qui regroupe les valeurs
d’affinités expérimentales dont les structures des complexes sont connues dans

la PDB [21].
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II1.1. Description botanique de Centaurea nicanessis

L’espéce Centaurea nicaensis a été récoltée dans l'est de 1'Algérie durant le mois de
juin 1998, la détermination botanique de cette espece a été réalisée par le professeur
Kaabache de I'Université Ferhat Abbas, Sétif [1].

C.nicaneesis est une plante bisannuelle, dressées, ramifiées des tiges bien marquées
environ 30 a 60 cm. Feuilles inférieures lyrées et pétiolées, les supérieures sont sessiles
et amplexicaules. Les capitules sont de 1-1,5 cm de large sur 2,5-3 cm de long. Fleurons

jaunes et les akenes sont pales de 4.5mm de long [2].

Figure II1.1: Espéce Centaurea nicanesis (a: fleurs, b: feuilles, c: tiges).

I11.2.Position systématique de Centaurea nicanessis

Centaurea nicanessis est une plante de genre Centaurea, de classe Dicotylédones,

qu’elle fait partie d’ordre Astérales, elle est approprier a la famille Asteraceae.

Tableau III.1. Position systématique de I'espéce étudiée.

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchementAngiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Astérales
Famille Asteraceae
Sous-famille Tubiflores
Tribus Cynarées
Genre Centaurea
Especes nicaensis
Sous-espece williana

29
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III.3. Matériels et méthodes utilisés pour l'étude de docking

moléculaire :

Dans le but de développer de nouveaux inhibiteurs de la protéine cholinestérase
impliquée dans la maladie dAlzhaimer, nous avons entrepris dans cette partie une étude

de la modélisation par Docking des structures de cette enzyme.

A Tl'aide de la technique du Docking moléculaire, nous avons étudiée le mode
d’interaction le plus probable de deux flavonoides dans le site actif des enzymes de

cholinestérase.

I11.3.1.Logiciels de simulation moléculaire
Notre étude portera sur l'interaction entre le site actif de I'enzyme cholinestérase et
les inhibiteurs de deux flavonoides pour former un complexe stable sont réalisés a I'aide
du programme AutoDocktools 1.5.6 comme logiciel d’amarrage avec deux algorithmes

évolutionnaires. Ces algorithmes sont: le PyMOL et le Discovery studio visualizer.

Ce programme est un outil bioinformatique utilisé pour effectuer le Docking et
prédire le mode d’interaction ligand-récepteur, ainsi que pour calculer des surfaces
moléculaires, afficher des rubans de structure secondaire, calculer des liaisons
hydrogene [3].

L'interface utilisateur graphique de I’AutoDockTools, ou ADT en abrégé, a été
développée qui permet entre autres, de définir quelles liaisons seront traitées comme

retatives dans le ligand et d'analyser le Docking [4].

Le PYMOL et le Discivery Studio Visualizer 4.0 sont des logiciels de solutions de
conception moléculaire biologique pour les chimistes et les biologistes computationnels
et facilite I'examen des propriétés des petites et grandes molécules. De plus, des
meilleurs algorithmes de visualisation a trois dimensions (3D) des interactions qui

résultent par des simulations de Docking [5,6].
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I11.3.2. Préparation des structures :
oc Structure des ligands :
Nous avons modélisé les deux structures préliminaires des ligands a l'aide de la
chalne de programmes de ChemDraw. Les molécules ainsi obtenues sont enregistrées au
format PDB.

Les structures des ligands utilisés sont présentées dans la figure suivant :

Ligand 1 Ligand?2

e Ligand 1: 5,4’-dihydroxy 6, 7, 3’-trimethoxyflavone ( cirsilinéol).

e Ligand2:5, 7, 4’-triihydroxy 6, ,3’-dimethoxyflavone (Jacéosidine).
Figure III.2.Structure des ligands utilisés
oc Structure des récepteurs :

Les deux structures tridimensionnelles des enzymes utilisés dans cette étude sont

disponibles dans la base de donnés Protein Data Bank (http://www.pdb.org).
Les enzymes utilisés dans cette étude sont: l'acétylcholinestérase et le

buturylcholinestérase sous les codes suivant : 1QTI et 5DYW respectivement.

1. L’actéylcholinestérase :
La structure tridimensionnelle de I'acteylcholinestérase est disponible dans PDB sous
le code 1QTI. Cette structure est composée d’acides aminés, un inhibiteur de

galanthamine et les molécules d’eau.

.
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La structure (1QTI) a été modifiée comme suit pour obtenu un modele simplifiée :
+ Les molécules d’eau ont été effacées

+ L’inhibiteur a été supprimé.

L'acétylcholinestérase L'acétylcholinestérase simplifiée

Figure III.3.L’enzyme de 'acétylcholinestérase.

2. Le buturylcholinestérase :

La structure tridimensionnelle au format pdb de buturylcholinestérase est disponible
dans la banque des données des protéines sous le code 5dyw. Cette structure est
composé d’acide aminés, molécules d’eau, un inhibiteur de N-(1-benzylpiperidin- 3-yl)
meéthyl)-N-(2-méthoxyéthyl) naphthalene-2-sulfonamide.

Pour obtenu une modele simplifiée pour la simulation, la structure 5dyw a été
modifiée comme suit :

+ Les molécules d’eau ont été supprimées.

+ L’inhibiteur et les molécules Co-cristallisée ont été supprimés.
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Le buturylcholinestérase Le buturylcholinestérase simplifié

Figure II1.4.L’enzyme de buturylcholinestérase.

I11.3.3. Docking :

Les études d'amarrage ont été effectuées par le logiciel Autodock VinaA l'aide de
I'interface graphique AutodockTools 1.5.6(ADT) pour recherche la meilleure
conformation du complexe d'enzymes - ligands. Nous avons analysé les énergies de la
conformation des composés dérivés Flavonoides et deux enzymes acétylcholinestérase
(1QTI) et le buturylcholinestérase (5DYW).

Tout d'abord, nous avons cherchée dans la base de donnée PDB les fichiers pdb pour

les protéines dans le site (http: // www. pdb. org, http: // www. rcsb. org ). Ensuite, le

ligand et les molécules d'eau ont été retirés des structures protéiques et les atomes
d'hydrogene ont été ajoutés a toutes les protéines cibles. Afin de pouvoir effectuer la
procédure de docking.

La procédure de docking avec AutoDock vina se décompose en plusieurs étapes :

1. Préparer le fichier d'entrée de protéine. Dans cette étape un fichier PDBQT

(Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)) sera créé comme suit :

oc Input protein.pdb
oc  Qutput protein.pdbqt
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2. Préparer le fichier d'entrée de ligand. Cette étape est trés semblable a la
préparation de la protéine. Nous créons un fichier dont l'extension est PDBQT du

ligand. La préparation s'effectue comme suit :

oc Inputligand.pdb
oc  Output ligand.pdbqt

3. Génération d'un fichier de parametre de la grille. Maintenant, nous devons définir
'espace en 3D, qu'AutoDock vina considerera pour le Docking. Cette grille, ayant
pour centre (x, y, z), présente un volume égal a (40, 40,40) A. L'espacement entre
chaque point de la grille est de 0.575 A.

4. Génération du fichier de parametre de Docking. Cette étape consiste a préparer le
fichier de configuration de Docking.

5. La derniére étape sera consacrée a l'analyse des résultats de Docking. I'’AutoDock
Vina va enregistrer le meilleur résultat pour le Docking, sont les conformations

qui possedent une basse énergie.
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VI.1. Résultats de Docking moléculaire :

L'étude de l'interaction entre les acides aminés du site actif des enzymes de
cholinestérase avec les inhibiteurs de deux produits flavoniques pour former un
complexe stable a l'aide du logiciel AutoDock Vina et dans un box de parameétres
connus pour préciser la surface des calculs.

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct

de ligand par rapport a son récepteur.

VI.1.1Etude des interactions Ligands-AChE :

Les interactions entre les sites actifs de '’enzyme AChE et les deux flavones sont
calculées lors de Docking moléculaire, les valeurs sont présentées dans le tableau

suivant :

Tableau VI.1. Résultats de Docking moléculaire des deux inhibiteurs avec I’AchE.

Ligands Ligand 1 Ligand2
Affinité Kcal/mol -8.9 -9.1

Les résultats de cette étude montrent que les énergies des complexes Enzyme-Ligand
1 et Enzyme-Ligand 2 sont respectivement -8.9 Kcal/mol et -9.1 Kcal/mol. Donc le
ligand 2 (Jaciosidine) est le meilleur inhibiteur que le ligand 1(Circiliniol). Le ligand 2
(Jaciosidine) possede un groupement hydroxyle en position 7 du flavone, ce qui lui
permet d'interact avec l'inhibiteur, contrairement au ligand 1(Circiliniol). Des liaisons
hydrogenes, fortes, avec les deux acides aminés Arg289, Ser286 du site actif de

'acétylcholinestérase.

VI.1.2. Etude des interactions Ligands-BChE :

Le tableau suivant présente les valeurs d’énergies de liaison, ligand-récepteur

obtenues lors de Docking moléculaire pour les deux ligands étudiés et I'’enzyme BChE.

Tableau VI.2. Résultats de Docking moléculaire des deux inhibiteurs avec le BChE.

Ligands Ligand 1 Ligand2
Affinité Kcal/mol -7.7 -7.9
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Parmi les deux inhibiteurs étudiés, le ligand 2 (jaciosidine) avec le meilleur résultat
d’énergie qui s’évalue a-7.9Kcal/mol que le ligand 1 (circiliniol) qui s’évalue a -
7.7Kcal/mol. Le ligand 2 se présente comme l'inhibiteur le plus compatible qui possede
un groupement hydroxyle en position 5 et 7 du squelette flavonique, et donc interacte
facilement avec le ligand 2 par rapport au ligand 1, des liaisons hydrogene, liaisons

fortes, avec les acides aminés Asn68, GIn71 du site actif deBChE.

VI.2. L’analyse visuelle des interactions :

Les figures 1, 2, 3 et 4 montrent le mode de liaison pour les enzymes de cholinestérase,
ligand1 (circiliniol) et ligand 2 (jaciosidine), en utilisant la poche enzymatique

d'interaction du ligand 2D avec des acides aminés spécifiques.
VI.2.1. Visuel des interactions Jaciosidin-"AChE :

La visualisation de résultat du Docking moléculaire réalisée avec le jaciosidine
(ligand 2) montre la bonne pénétration de cet inhibiteur dans le site actif de I’AChE.

Ce complexe formé est stabilisé au sein de ’AChE par des interactions Van der waals
(VDW) entre l'inhibiteur et les acides aminés : Gly334, Leu282, trp279, Phe288, Try121,
Gly119, Gly118, His440.

Jaciosidine (ligand 2) établit également des interactions hydrophobiques de type mt-n
entre les deux cycles benzéniques de ce composé et les deux acides aminésPhe330et
[le287. Deux interactions stériques ont été observées entre le groupement alkyle de
cycle benzénique et les acides aminés : Phe331, Phe290.

L’interaction du meilleur inhibiteur (ligand 2) avec les acides amines du site actif est

représentée dans la figure VIL.1.
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Figure VI.1.Interactions entre le ligand jaciosidine et les acides aminés del’AChE.
VI.2.2.Visuel des interactions Circiliniol-1’AChE :

Le résulta trévele que le circiliniol (ligand1) se lie dans le site actif de 'AChE avec
énergie de liaison libre supérieur a celui trouvé pour le Jaciosidine. Le mode de fixation

de Circiliniol est situé dans le site actif de I’AChE est fourni dans la Figure 15

A la lumiére de ces résultats, il apparait deux interactions de type liaison hydrogéne
avec Phe288 et Arg289 et le carbonyle de cet inhibiteur et deux interactions
hydrophobiques de type -t entre les cycles benzéniques de ligand et les acides aminés:
Phe331 et Tyr334 du site actif de I’AChE.

Circiliniol(ligand 2)établit également une interaction hydrophobique remarquable de

type m-o entre les deux cycles benzéniques de cet inhibiteur et I'acide aminé Trp279
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Figure VI.2.Interactions entre le ligand Circiliniol et les acides aminés de I'’AChE.

VI.2.3. Visuel des interactions Jaciosidine-BChE :

La visualisation des résultats du docking montre que le ligand jaciosidine(ligand 2)
forme avec le site actif de BChE plusieurs interactions de type VDW avec les acides
aminés : Asp87, Gln67, GIn270, Leu273, Ser489, Thr483, Asn479, Asn481, GIn484.

Le complexe formé est stabilisé aussi via plusieurs interactions hydrophobiques de
type m-mt entre les cycles benzéniques de ligand et les acides aminés:lle69et Leu274 du

site actif de BChE.
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Figure VI.3.Interactions entre le ligand jaciosidine et les acides aminés de BChE.
VI.2.4. Visuel des interactions Circiliniol-BChE :
La visualisation de résultat du Docking moléculaire réalisée avec le circiliniol
(ligand 1) montre la présence une nouvelle interaction de type m-Anion entre
I’hétérocycle de cet inhibiteur et I'acide aminé Asp70 ainsi que une seule interaction
de type hydrogene entre I'hydroxyle de cycle benzénique et I'acide aminé His438.

Circiliniol (ligand 1) établit également une interaction hydrophobique remarquable

de type m-o entre le cycle benzénique et 'acide aminé Thr120 ainsi que une
interaction de type m-m entre le groupement benzyle et 'acide aminé Trp82. En
plus,des interactions de type Van derwaals(VDW) avec les acides aminés: Asn68,

Asn83, Gly116, Gly439, tyr440, Met437.
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Figure VI.4.Interactions entre le ligand Circiliniol et les acides aminés de BChE.

Pour conclure, compte tenu des résultats obtenus dans ce travail, qui consiste a
I'inhibition des enzymes de cholinestérase 1I'AChE et BChE par la méthode de Docking
moléculaire, il apparait que le Jacisidine présent une meilleure contribution a
I'inhibition ces enzymes et en particulier I'enzyme AchE avec un energie -9.1 Kcal/mol

et pourra ralentir la progression de la maladie d’Alzhaimer.
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Conclusion

Le but principal de notre travail est la recherche d'une nouvelle molécule
thérapeutique dans le domaine de la pathologie de maladie d’Alzheimer, en utilisant le

moyen de simulations bioinformatiques.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a I'inhibition de deux enzymes
de cholinestérase nommeée acétylcholinestérase (AChE) et buturylcholinestérase (BChE)
qui sont impliquées dans la maladie d’Alzheimer, et pour cela on a utilisé deux
flavonoides naturelles de type flavone isolés a partir de Centaurea Nicanessis. Pour
étudier la capacité de ces deux produits, nous avons utilisés le Docking moléculaire pour

expliquer les interactions et le type d’inhibition.

Les résultats du docking montrent que le ligand 2 (Jaciosidine) avec des énergies
d’interaction de - 9.1 kcal mol-1 et -7.9 kcal mol-1, présentent une meilleure activité
inhibitrice avec '’AChE et avec le BChE. En particulier, Le ligand 2 (Jaciosidine) s’avere
étre le meilleur inhibiteur car il forme le complexe le plus stable avec

I'acétylcholinestérase que le buturylcholinestérase.

Les interactions qui gouvernent la stabilité de complexe Jaciosidin-Cholinestérase

sont de type hydrophobiques et liaisons hydrogenes.




Résumé

Ce travail fait partie de I'’étude de modélisation moléculaire par Docking
de deux produits naturels de type flavonique d’'une plante nommée

Centaurea nicanesssis.

Le Docking nous a permis de comprendre 'inhibition des enzymes AChE
et BChE par les deux produits jaciosidine et circiliniolainsi que sélectionner

le mode d’interaction. Des bons résultats ont été observés pour jaciosidine.
Abstract

This work is part of the study of molecular modeling by Docking of two

natural flavon type products from the plant Centaurea nicanesssis.

Docking allowed us to understand the inhibition of the cholinesterase
enzymes AChE and BChE by the two products jaciosidin and circiliniol as
well as to select the mode of interaction. Good results have been observed

for jaciosidin.
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