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Selon I’Organisation mondiale de la santé, environ 14,1 millions de nouveaux cas de cancer ont
été enregistrés en 2012 et le nombre de déces dus au cancer survenus la méme année s’éléveraient a
8,2 millions (FERLAY et al., 2013).

Certains cancers seraient liés a une dérégulation locale de la voie de I’'inflammation. Les liens entre
inflammation chronique et cancer sont établis. En effet, des études ont montré que des personnes
ayant des prédispositions génétiques favorisant les phénomeénes inflammatoires avaient un risque

plus important de développer un cancer’.

L'inflammation entraine I’altération de certaines cellules et met en jeu des médiateurs biologiques
tels que les prostanoides. Ces derniers sont le résultat de l'activation de la cascade de l'acide
arachidonique par la COX-2, une isoforme de la cyclooxygénase, découverte il y a une vingtaine
d'années. Elle est présente au niveau des foyers inflammatoires et elle est responsable de nombreux

états physiologiques et pathologiques.

La COX-1, I'autre isoforme, produit des prostanoides cytoprotecteurs dans différentes fonctions de
I'organisme et son inhibition provoque des effets indésirables importants au niveau gastrique, rénal
et de la circulation sanguine. C'est pourquoi des laboratoires essaient de trouver des molécules ayant

un effet inhibiteur sur COX-2, sans influer sur l'activité de COX-12

Jusqu’a présent, I’emploi de produits de synthése entrainent parfois des réactions néfastes pour
I’organisme, d’ou I’intérét des chercheurs pour I’utilisation de molécules d’origine naturelle. Parmi
le grand nombre de composés issus du métabolisme secondaire des plantes, les flavonoides seraient
des candidats potentiels pour jouer le r6le d’inhibiteurs de COX-2 (PERERA et al., 2001).

C’est dans ce contexte que se situe notre travail qui a pour objectif de déterminer I’interaction de
COX-2, enzyme impliquée dans I’inflammation avec une série de flavonols afin d’établir une

relation entre ces molécules et leur éventuel pouvoir inhibiteur sur la cyclooxygénase-2.

1(http://www.inserm.fr/espace-journalistes/le-lien-entre-cancer-et-inﬂammation-se-resserre)
2(http://www.futura sciences. com/magazines/sante/infos/dossiers/d/medecine-etude-reaction-inflammatoire-partie-2-205/).
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Pour réaliser cette étude in silico (HERNANDEZ et al., 2007), le docking moléculaire sera

utilisé. Pour cela nous nous sommes tournées vers les approches de la modélisation.

La simulation in silico (docking moléculaire) entre I’enzyme et le ligand, de part son co(t peu
onéreux et sa rapidité a se mettre en ceuvre, reste une bonne alternative qui permet a la recherche

dans le domaine du médicament d’avancer plus vite.

In silico, le docking moléculaire, vise a prédire la formation du complexe le plus stable résultant de
la protéine et du ligand pris séparément. L’avantage essentiel de cette approche est de mettre en
évidence les propriétés électroniques, structurales et énergétiques de I’architecture moléculaire ainsi

constituée.

Le présent mémoire comporte trois parties :

Le premier chapitre est présenté sous forme d’une revue bibliographique consacrée a la description
des deux isoformes de la cyclooxygénase (COX). Il sera question de la régulation, role, localisation
tissulaire et similitude structurelle entre la cyclooxygénase 1 et 2 et également I’implication de la

cyclooxygénase 2 dans les cancers.

Le deuxieme chapitre est consacré a une présentation des flavonoides, composés issus du
métabolisme secondaire des plantes: leur structure, leur classification et leurs propriétés

biologiques.

La derniére partie de ce travail consiste en une étude in silico de I’inhibition de la COX-2 par des
flavonols choisis et qui sont employées comme ligands. Le docking est effectué a I’aide de
ArgusLab 4.01, logiciel libre. L’énergie libre (AGping) et les liaisons hydrogenes sont utilisées pour
analyser les interactions entre les flavonoides et le site actif de COX-2. L’évaluation de I’activité se

fait par comparaison avec des grandeurs expérimentales.

Toute notre recherche et nos calculs ont été réalisés au sein du Laboratoire de Chimie des
Matériaux Constantine (LCMC).
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I.1. La cyclooxygénase (COX)

La cyclooxygénase (COX) ou prostaglandine G/H synthase, est une enzyme capable de convertir
I'acide arachidonique (AA), qui participe a la formation des membranes cellulaires, en
prostaglandines H2, responsables de nombreuses fonctions physiologiques, notamment au niveau
musculaire (Figure 01). Au début des années 1990, deux isoformes de cette enzyme ont été

identifiées : la cyclooxygeénase 1 et la cyclooxygénase 2 (XIE et al., 1991).

La COX-2 est en partie responsables de phénomeénes inflammatoires®,

Phospholipase A2

— Cydooxygénase l

A PGG2

— Peroxydase l

Phospholipides

Acide arachidonique

PGI2

Synthases

TxA2
(thromboxane A2)

(prostacycline)

PGF2a

Figure 01 : Résumé de la biosynthése des prostanoides
(BOTTING, 2006 ; MERIC et al., 2006)

3(http://sa\nte-medecine.commentcamarche.net/faq/lg197-cyc|o-oxygenase-defin ition)
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La présence de COX-1 est constitutive dans la plupart des tissus a des concentrations a peu pres
constantes (WILLOUGHBY et al., 1996), elle joue un r6le lui permettant le maintien des
fonctions physiologiques comme la cytoprotection (SHATTUCK et al., 2000).

La COX-2 n'est pas présente dans les conditions physiologiques normales (SEIBERT et al.,
1994). Son expression est induite par certains stimuli dont les cytokines pro-inflammatoires, les
substances carcinogenes, les oncogenes, les facteurs de croissance, I'nypoxie et la radiothérapie
(SMITH et DEWITT, 1996 ; VANE et al., 1998).

Les deux isoformes COX-1 et COX-2 possedent des roles biologiques différents (Tableau 01)
(HOUCHAN et al., 2000).

1.1.1. La Cyclooxygénase-1

La cyclooxygénase-1 est une protéine de 71kDa composée de 576 acides aminés (aa). Par ailleurs,
fixée a la membrane des cellules, ¢’est une hémoprotéine et une glycoprotéine (P1IOOT et al.,
1994).

La COX-1 est bifonctionnelle, (DE WITT, 1991) codée par un gene du chromosome 9. Le
promoteur de ce gene ne contient pas de TATAbox ce qui implique que cette enzyme n’est pas
régulée, d'ou son caractere constitutif (OSHIMAT et al., 1991).

Figure 02: Structure de la Cyclooxygénase-1
(KNIGHTS et al., 2010)
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La COX-1 est hautement exprimée dans :

- les plaguettes sanguines (FUNCK et al., 1991).
- les cellules endothéliales vasculaires (GOPPELT, 1995).
- l'estomac (SMITH et al., 1994).

- lesreins (SEIBERT et al., 1994).

Tableau 01 : Différences Cyclooxygénase-1 / Cyclooxygénase-2 (CHANDRASEKHARAN

et SIMMONS, 2004 ; GOLDMAN, 2004)

COX-1

COX-2

Similitude structurelle

Seulement 60% d'homologie dans la séquence d'acides aminés
(COX-1 et COX-2 sont codées par des génes différents). Le site
actif de COX-2 est plus grand que celui de COX-1.

Présence physiologique,
multiplication possible de la

Formation induite lors
d'inflammation (synthése

Localisation tissulaire

tissus, surtout abondante dans les
thrombocytes, les cellules
endothéliales, I'estomac, les
reins et les muscles lisses.

Régulation concentration par un facteur multipliée par 10 a 80 en cas

deux a quatre. de stimulation appropriée :
inflammation, hormones).

Expression Constitutive Induite

Nom du géne PTGS1 PTGS2

Localisation du géne Chr.9 (9933.2) Chr.1 (1g31.1)

Poids moléculaire 71kDa 72kDa

Nombre d’acide aminé 576 604
Présente dans la plupart des Présence :

-Physiologique dans la prostate,
l'utérus, les testicules et les
poumons.

-dans tous les tissus aprés
induction.

Fonction de I'enzyme

Production de prostaglandines
a fonctions protectrices,
régulant le fonctionnement
rénal, la fonction digestive et la
coagulation sanguine.

Activée par une inflammation
qu'elle aggrave par la production
de prostaglandines pro
inflammatoires, mais, réle
physiologique non négligeable
pour le maintien de diverses
fonctions vitales.

15
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1.1.2. La cyclooxygénase- 2

1.1.2.1. Le géne

Le gene de la cyclooxygénase 2 est situé sur le chromosome 1 (1931.1) (Figure 03), et se compose
de 10 exons et de 9 introns (FLETCHER et al., 1992 ; KOSAKA et al., 1994). Ce geéne est
inductible, avec un promoteur contenant une zone TATA et des zones de fixation pour des
régulateurs transcriptionnels comme le NF-kB, le NF-IL-6 et la protéine de liaison pour la réponse a
I'AMP cyclique (HINZ et BRUN, 2002).

Chr 1
M o U]
oo N U] " ol N O oON o O ON NOW O« N N
0 v g ON o ol N o oM N o 09T DDA o NN o NN O ¢
M M [UNY] (Y] (Y] (Y] NN N o NN N NN NNO OONOO < 9¢ ¢ ¢
Q 2 202 00 Q Q Q0 2Q00Q g o0 OO0 OO OUOCU0D U COUDGUODU

| P33
>< gi1

BN | BN N

Figure 03 : Localisation du géne de la cyclooxygénase-2 (PTGS2) sur le brin long
du chromosome 1 & partir de la premiére bande de la troisiéme région g31.1°

1.1.2.2. Structure

La COX-2 a une masse de 72 kDa environ et I’ARN messager fait 4,5 kb.

Figure 04 : Structure de Cyclooxygénase-2
(KNIGHTS et al., 2010)

4(http :/latlasgeneticsoncology.org//extdef. html#GENECARD)
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Apres la traduction de ce dernier, I’enzyme se retrouve dans la membrane du réticulum
endoplasmique et dans les feuillets internes et externes de I’enveloppe nucléaire des monocytes, des
cellules endothéliales et des fibroblastes. Cependant, COX-2 préfere se localiser dans I’enveloppe
nucléaire ou son activité est plus importante (SPENCER et al., 1998).

1.1.2.3. Expression

L'expression de la COX-2 est régulée par de multiples facteurs impliqués dans l'inflammation avec
des facteurs inducteurs [interleukine 1 béta, TNF (tumor necrosis factor)], facteurs de croissance et
inhibiteurs (corticoides, interleukine 4, interleukine 13, interleukine 10) (HINZ et BRUN, 2002).
Par ailleurs, il semble qu'il existe un feedback positif sur la production de COX-2 par I'induction
périphérique de I'enzyme (NANTEL et al., 1999).

Par son action élévatrice sur I'AMP cyclique, la PGE2, facteur principal découlant de I'action de la
COX-2, induisait une production accrue de COX-2 dans des cellules comme les monocytes, les
macrophages (HINZ et BRUN, 2002).

1.1.2.4. Site actif de la COX-2 (figure 5)

Cette isoforme posséde deux particularités :

» une particularité géométrique : La COX-2 est caractérisée par une taille plus grande de
son site récepteur (+ 20%, par rapport a COX-1) car l'isoleucine 523 de COX-1 a été
remplacée par une valine chez COX-2. Le raccourcissement de la chaine latérale d'un seul
atome de carbone suffit pour supprimer la zone d'étranglement : cela permet alors l'accés

a une poche qui agrandit le volume du récepteur.

» une particularité électronique : La poche latérale du récepteur contient une arginine
(Arg®*®), caractéristique de la COX-2. Ce résidu, ionisé au pH physiologique, fait
apparaitre une charge positive supplémentaire : ce site cationique est fondamental dans le
mode d'action des inhibiteurs sélectifs de COX-2.
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1.1.2.5. Réle de la Cyclooxygénase-2

1.1.2.5.1. Cyclooxygénase-2 et carcinogenése

La surexpression de la COX-2 joue un réle principale dans la promotion tumorale en induisant la
prolifération des cellules tumorales, en réduisant la mort cellulaire programmée et en diminuant
I’efficacité des thérapies anti-cancéreuses (chimiothérapie, radiothérapie, thérapie photodynamique)
(PHILIP et al., 2004 ; CHOI et al., 2005 ; PALAYOOR et al., 2005 ; CHAN et al., 2007 ;
JOHNSON et al., 2008 ; ZRIEKI et al., 2008).

a) Initiation et promotion de la tumeur

Les cyclooxygénases peuvent activer certaines substances « pro » cancerigénes d’origines
environnementales ou alimentaires (amines aromatiques et hétérocycles, hydrocarbures
polycycliques...) au niveau des sites extra-hépatiques et provoquer ainsi des altérations au niveau de

I’ADN ou des protéines cellulaires impliquées dans la progression tumorale (WIESE et al., 2001).

I“:’(http Jlunt-ori2.crihan.fr/unspf/2009_Bordeaux_Nuhrich_AINS/co/Module_AINS_10.html)
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La production de PGE2 (par COX-1 ou par COX-2) va par la suite étre un facteur influencant
I’installation du processus tumoral et ce principalement par deux voies :

- I’activation de la voie PI-3K/Akt qui va induire la survie cellulaire.

- l’activation des récepteurs des facteurs de croissance (HAN et Wu, 2005) qui va stimuler
I’intervention des voies de signalisation (Ras/MAPK, JAK/STAT, PI3K) (TELLIEZ et al., 2006).
A noter également le role déterminant de COX-2 et des récepteurs EP2 et EP4 dans I’expression de
I’aromatase qui catalyse la synthése des cestrogénes a partir des androgénes aprés la ménopause
(SUBBARAMAIAH et al., 2006).

b) Apoptose

Une étude faite sur des rats présentant une surexpression de COX-2 a démontré qu’il y avait en
méme temps chez ces sujets une surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qu’un
traitement par un AINS permettait de contrebalancer (TSUJII et Dubois, 1995).

La protéine pro-apoptotique Bax est quant a elle présente en bien plus faible quantité (L1U et al.,
2001). De plus, COX-2 participe a la régulation en NO, qui a un effet dose dépendant dans la
régulation de I’apoptose. Enfin, cet effet anti-apoptotique est surtout occasionner par le cross-talk
existant entre COX-2 et p53 (DE MORAES et al., 2007). Selon le type de cancer et le contexte
biologique, la protéine p53 peut contréler I’expression de COX-2 via NF-xB qui, en retour,

contrdle I’activité transcriptionnelle de p53.

c) Angiogeneése

La création de vaisseaux destinés a I’irrigation d’une tumeur est indispensable pour que cette
tumeur puisse dépasser une certaine taille. Or, la production de prostanoides va pouvoir activer des
médiateurs pro-angiogéniques, en particulier VEGF et FGF, ce qui va avoir un effet important sur la
vitesse de formation des vaisseaux autour de la tumeur (INIGUEZ et al., 2003). Ceci a été prouvé
par I’utilisation de Célécoxib dans un modéle animal, ou I’on a pu observer une diminution de la
taille des vaisseaux formés au cours de I’angiogenése (MASFERRER et al., 2000). Ce sont donc

essentiellement VEGF et les intégrines, responsables de I’adhésion des cellules endothéliales et de
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la MEC (également sous le controle de COX-2) qui provoquent I’angiogenése tumorale COX-2
dépendante (DERMOND et RUEGG, 2001).

d) Invasion et métastases

La surexpression de COX-2 induit une diminution de I’expression de la E-cadhérine (OKAMOTO
et al., 2008), la synthése des MMPs et facilite la mobilité des cellules tumorales dans la matrice
(TSUJIl et al., 1997).

Un mécanisme plus indirect impliquerait un effet modulateur des inhibiteurs de COX et des
antagonistes EP4 sur I’activité des cellules NK responsables de la lyse des cellules transformées
Tout ceci va expliquer I’effet inducteur de COX-2 sur le détachement des cellules cancéreuses, leur
passage et leur progression dans la circulation sanguine ou le réseau lymphatique (FULTON et al.,
2006).

e) Cyclooxygénase-2, systeme immunitaire et inflammation

La PGE2 induit directement I’interleukine-10, qui a un effet immunosuppresseur, et inhibe la
production de lymphokines, la prolifération des cellules B (LB) et cellules T (LT) et I’activité
cytotoxique des cellules NK (HUANG et al., 1998), ce qui crée un espace favorable a la

prolifération des cellules non différenciées.

1.1.3. Les inhibiteurs des cyclooxygenases

Les anti-inflammatoires constituent une importante classe de médicaments qui présentent

différentes activités pharmacologiques de type anti-inflammatoire, analgésique, antipyrétique et

antiplaquettaire. Il existe différentes familles d’anti-inflammatoires. Selon leur formule chimique de
base, ils seront classés en deux catégories (MEKELLECHE, 2001) :

» Les anti-inflammatoires stéroidiens : Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent

une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien.

Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la production est

stimulée par I’ACTH libérée par le lobe antérieur de I’hypophyse.
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» Les anti-inflammatoires non stéroidiens : Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
sont une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoire, antipyrétique et antalgique. Actuellement, il y a plus de 50

différents AINS qui sont sur le marché mondial.

1.1.3.1. Mode d’action général

La COX-2 présente une extension supplémentaire par rapport a COX-1 du coté C-term, elle est
responsable de la spécificité des inhibiteurs sélectifs de COX-2 (par exemple, le célécoxib ou le
rofécoxib). Dans cette « poche », une isoleucine a été substituée par une valine en position 523.

Les AINS classiques (par exemple, I’ibuproféne ou le kétoprofene) ont la capacité de se fixer sur les
deux isoformes de COX et I’inhibition de COX-1 s’accompagne souvent d’effets délétéres : ulceres,
problémes cardiovasculaires (KURUMBAIL et al.,, 1996) d’ou I’intérét de développer des
inhibiteurs hautement sélectifs de la COX-2, tels le célécoxib (Célébrex®) et le rofécoxib (Vioxx®)
avec pour objectif de conserver une activité anti-inflammatoire et analgésique efficace tout en

réduisant les risques de complications gastro-intestinales (Figure 06).

AINS « classique » Poche latérale

Site de fuation des
AINS sélectifs

AINS COX-2 sélectif

Figure 06 : Mode d’action des AINS (GUERLIN M., 2013)
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1.1.3.2. Les inhibiteurs spécifiques de la cyclooxygénase-2

Les inhibiteurs de COX-2 peuvent étre séparés en deux catégories (SOBOLEWSKI et al., 2010) :
» ceux qui inhibent spécifiquement I’activité de COX-2 (en bleu).
> le nimésulide et le méloxicam qui inhibent préférentiellement COX-2 (en gris), alors que

pour COX-1, ils n’interviennent que pour les plus fortes posologies recommandées.

NH, 0
| N
== S
//Q 4 O
0 HiC
) fl) jg/
'\\ CF, / 0O HN__ ' H,(‘—s—\H

T
. /5\0 Valdecoxib (0] NS-398
O CF,
(0]
H3C  Celecoxib Rofecoxib / \
A /
> SC-236
— S=

0 o—S—CH s DUP697
©\7 NO,
i Kj
|

—S—NH

NH,

Meloxicam Nimesulide O

Figure 07 : Quelques inhibiteurs spécifiques de la Cyclooxygénase-2

1.1.3.3. Effets secondaires des AINS

Les AINS inhibent la cyclooxygénase 1 et/ou 2, d’ou leur action anti-inflammatoire, antalgique,
antipyrétique et antiagrégant plaquettaire pour certains. A ces propriétés pharmacologiques seront

associés des effets indésirables liés a I’inhibition de ces COX :
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a) Effets secondaires digestifs : Les effets digestifs sont les plus fréquents et la sévérité des
Iésions est variable. lls peuvent aller d’une douleur épigastrique modérée a des gastrites
érosives, des ulcérations peptiques et des hémorragies qui peuvent mettre en danger la vie
des patients. Les ulcérations gastro-intestinales peuvent s’accompagner d’une anémie
secondaire et d’hypoprotéinémie causées par les pertes de protéines plasmatiques et de sang
(KORE, 1990 ; KECK, 1991).

b) Effets secondaires rénaux : Bien que moins fréquentes que les complications gastro
intestinales, les altérations rénales liées a la prise d’AINS n’en sont pas moins importantes et
peuvent étre soit « lésionnelles» soit fonctionnelles. (BREYER et BADR, 1996).

C) Effets cardiovasculaires : Les effets secondaires cardiovasculaires des AINS classiques sont
connus depuis longtemps : hypertension artérielle, rétention hydrosodée, cedeme des
membres inférieurs. De nombreuses études ont permis de mettre en évidence un sur-risque
de mortalité cardiovasculaire notamment avec le rofécoxib (médicament retiré du marché).
Avec cette molécule il a été démontré qu’il y avait environ deux fois plus d’événements
thrombotiques cardiovasculaires que sous placebo aprés 18 mois de traitement. Les données
récentes et multiples ne sont pas toujours concordantes mais il est logique de considérer que
tous les AINS, pris a forte dose et a long terme, sont susceptibles d’augmenter le risque
thrombotique cardio-vasculaire et la mortalité cardiovasculaire (GETTIGAN et HENRY,
2004).
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Chapitre |1

|_es flavonoides
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I11.1. Introduction

Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux.
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les Flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les Isoflavones,
les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins. Ces diverses substances se rencontrent a la
fois sous forme libre ou sous forme de glycosides.

On les trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (MIDDLETON et
CHITHAN, 1993) et aussi dans le miel (GRANGE et DAVEY, 1990).

11.2. Structure chimique et classification

11.2.1. Définition

Les flavonoides, présents dans la plupart des fruits et des Iégumes, comptent parmi les composés

phytochimiques d'importance de notre alimentation (SURH, 2003). Ces molécules sont constituees

,de deux noyaux benzenes (A et B) connectés par un noyau pyrane contenant un oxygene (C).

I
5 .
I W
| 8 |
R7\7/" ?\2/"\6/5\%’ Figure 08: Structure de base des
| A || < |
6 3 Flavonoides
a \T T/ n,
Rs e

Les flavonoides possédant un groupe hydroxyle en position C-3 du noyau C sont classifiés en tant
que 3-hydroxyflavonoides (famille comprenant les sous-classes des flavonols, anthocyanes,
leucoanthocyanes et catéchines), tandis que ceux ne la possédant pas sont classifiés en tant que 3-

désoxyflavonoides (famille comprenant les sous-classes des flavanones et flavones) (Figure 08).

25

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

La classification a l'intérieur de ces deux familles est basée sur la présence ou non de groupes
hydroxyle et méthyle additionnels ainsi que de la position ou ceux-ci ont été insérés dans le
squelette de base. A l'exception de ces deux familles, le noyau B des iso flavonoides est lié au
noyau C en C-3 plutét qu'en C-2, faisant des iso flavonoides une catégorie a part. 1l est intéressant
de souligner que les anthocyanes et les catéchines ne posseédent pas de groupement carbonyle en
position C-4 (ERLUND, 2004).

11.2.2. Distribution et localisation

Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes, feuilles (salade, choux, épinards, etc.),
ainsi que dans les téguments externes des fruits. De nombreux travaux montrent que certains fruits
et légumes sont tres riches en flavonols, flavones et flavanones. (BRONNER et al., 1995 ;
CROZIER et al., 1997 ; JUSTEN et al., 1998).

Le Tableau 02 regroupe la distribution nutritionnelle de certains flavonoides.

Flavonoides Aliments

Elavonols Oignon, Poireau, Brocolis, Pommes, Chou frisé, Thé.
Flavones Persil, Céleri.

Flavanones Fruits du genre citrus.

Isoflavones Graines de soja et produits dérivés

Flavan3-ols Thé noire, Thé vert, Cacao, Chocolat.
Anthocyanidines Raisins, Certaines variétés de céréales.

Tableau 02 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides
(GALATI et al., 1994 ; READ, 1995).
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11.2.3. Les différentes classes de flavonoides

Plusieurs classes de flavonoides ont été proposées selon le chemin biosynthétique (Figure 09)
(BRUNETON, 2009).

Flavanone

o) Chalcone o)
) L
o]
(T = ;
OH
Aurone Fav
i Flavan-3-ol
o @ 0 @ 2
C | 76 0\
DC
. 7 Anthocyanidine

Flavonol O Dihydroflavonol

RS20

(o} Isoflavanone

Isoflovone

Biflavonoide

Figure 09: Les différentes classes de flavonoides
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11.3. Propriétés des flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles retrouvées dans les fruits, les végétaux, les racines,
les fleurs, le thé. Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées, dont plusieurs sont
responsables de la coloration retrouvée sur les fleurs, les fruits et les feuilles. (NIJVELDT et al.,
2001). Les flavonoides ont des propriétés :

» Dans la prévention du cancer (MANACH et al., 1996).

> Antibactériennes, (RICE-EVANS et al., 1996 ; VAN ACKER et al., 1996 ; ALCARAZ
et al., 2000 ; BURDA et OLESZEK, 2001 ; SYUCHI et al., 2006).
Antiviraux (FORMICA et REGELSON, 1995 ; MANTAS et al., 2000).
Analgésiques, antiallergiques, (GALVEZ et al,, 1993 ; BASILE et al.,, 1999;
MARTINI et al., 2004 ; GOODARZI et al., 2006 ; OUALI et al., 2007).
Anti-inflammatoires (MEDIC et al., 2009).
Anti-tumoraux (FORMICA et REGELSON, 1995 ; DI CARLO et al., 1999).
Anti-ulcéreuse (LEE et al., 1993 ; HANG et al., 2002).
Hépato protectrice (DI CARLO et al, 1993 ; LORENZ et al., 1994).
Antidiabétique (VESSAL et al., 2003).
Anti cardiovasculaire (BAST et al., 2007 ; NETO, 2007 ; ZAFRA et al., 2007).
Antinéoplasiqgue (KONTRUCK et al., 1986 ; 1ZZO et al., 1994 ; MURAKAMI et al.,
1992).

Y VY

YV V. V V VYV V V

11.3.1. Propriétés anti-inflammatoires et effets sur le systeme immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires GALATI et al., 1994 ; SILVAetal., 1994 ; READ, 1995) et qu’ils sont capables
de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire (MIDDLETON, 1996).

Ils sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T (MOOKERJEE et al.,
1986 ; NAMGOONG et al., 1994). Cet effet des flavonoides sur les lymphocytes B ou T peut
étre variable : en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3",4’ hydroxyflavone) et les flavonols
(kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que seule la

myricétine est active sur les lymphocytes B. L'explication est encore inconnue.
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L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a inhiber I’activité de
certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase) (MOOKERJEE et al.,
1986 ; NAMGOONG et al., 1994). Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la
libération d’histamine des basophiles et des mastocytes (MIDDLETON et DRZEWIECKI,
1984).

La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie d’une production
d’espéces oxygéneées réactives par les neutrophiles ce qui va promouvoir I’inflammation.

D’une maniere générale, les especes radicalaires, quelles que soient leurs origines, peuvent induire
des dommages tissulaires, favoriser le processus de vieillissement, voire étre a I’origine de certaines
pathologies telles que le cancer et I’athérosclérose (WARD, 1994). Il est intéressant de noter que de
nombreux flavonoides sont capables de contrer cette production d’especes oxygénées par les
neutrophiles (LIMASSET et al., 1993).

Les flavonoides inhibent également I’adhésion et I’agrégation des plaquettes. L’hispiduline, une
méthoxyflavone, diminue par exemple [I’agrégation plaquettaire en augmentant les taux
intracellulaires en AMPc a la suite d’une inhibition des phosphodiestérases. En effet,
I’accumulation d'’AMPc plaquettaire semble interférer avec la mobilisation de Ca*+ impliqué dans
I’agrégation de ces cellules (ROENGSUMRAN et al., 2000).

11.3.2. Propriétés anti-cancérigenes

La quercétine, par exemple, est capable de diminuer, chez le rat, I’incidence des tumeurs
mammaires induites par le DMBA (7,12 diméthylbenz (a)anthracéne) ou la NMU
(Nnitrosométhylurée) (VERMA et al., 1988). Les études réalisées chez la souris abondent dans le
méme sens et mettent en évidence les effets protecteurs des flavonoides vis-a-vis des promoteurs
des tumeurs (KATO et al., 1983). L’action anti tumorale de la quercétine pourrait aussi s’expliquer
par une interaction de celle-ci avec le complexe calcium-calmoduline (NISHINO et al., 1984) qui
jouerait aussi un réle dans le mécanisme d’action de nombreux promoteurs de tumeur. C’est ainsi
qu’un antagoniste de la calmoduline inhiberait I’induction de I'ODBC (Ormitine Décarboxylase) par
le TPA (12-0-tétradécanoylphorbol-13-acétate) (VERMA et BOUTWELL, 1981).

Le complexe calcium-calmoduline pourrait faciliter I’action du TPA en augmentant la synthése
d’ADN dans les cellules de foie (BOYNTON et al., 1982).
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Les flavonoides peuvent également interférer avec le métabolisme des xénobiotiques
(WATTENBERG et LEE, 1983), notamment en stimulant les systemes de détoxification (BU-
ABBAS et al., 1995 ). En donnant a des rats ou a des souris une alimentation contenant de la
flavone ou de la quercétine, on peut observer des effets chimio préventifs a divers niveaux, et en
particulier au niveau du foie par une stimulation de la glutathion- S-transférase (NIJHOFF et al.,
1995 ). Enfin, les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant dans I’activation des pro
carcinogenes en intermédiaires mutagenes et carcinogenes (OBERMEIER et al., 1995). Les
résultats dans ce domaine sont difficiles a interpréter car les flavonoides semblent avoir des effets

divers sur I’activité des enzymes de détoxification (LASKER et al., 1984).

11.4. Relation entre les flavonoides et la cyclooxygénase-2

Les flavonoides représentent une des principales catégories de molécules d’origine végétale
montrant une activité inhibitrice vis-a-vis de la COX et parmi ce grand nombre de composés (plus
de 4000) se trouvent des inhibiteurs spécifiques de COX-2 (KIM et al., 2004 ; JACHAK, 2006 ;
GARCIA-LAFUENTE, 2009 ; PRASAD, 2010 ; JACOB, 2011).

Un travail de recherche effectué par Raso et ses collaborateurs démontre que I’apigénine et la
quercétine sont en mesure de moduler I’expression de COX-2 (RASO, 2001). Leurs résultats sont
confirmés par O’leary et son équipe (O’LEARY et al., 2004).

Pour étudier les effets des flavonoides sur la COX-2 exprimée dans des cellules de cancer du c6lon
humain, Michihiro et al. testent 9 molécules et seulement 3 d’entre elles possedent une activité
significative. Leurs conclusions indiguent que le nombre de groupes hydroxyle sur le cycle B et un
groupe oxo a la position 4 du cycle C sont importants pour la suppression de I’activité de COX-2
(MICHIHIRO et al., 2000).

Une étude des effets de la santine, la centaureidine, I’ermanine et le flavonol isolés de Tanacetum
microphyllum comme agents anti-inflammatoires potentiels est initiée par Guerra et son équipe.
Les résultats obtenus ont montré que tous les flavonoides mentionnés réduisaient I’expression de
iNOS et de COX-2 (GUERRA et al., 2006).
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Chapitre 111

Interactions proteine ligands :
COX-2-Flavonoides : Résultats
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I11.1.Introduction

Les pathologies dans lesquelles la COX-2 est surexprimée sont nombreuses. La recherche
d'inhibiteurs spécifiques de cette enzyme constitue des enjeux pharmacologiques majeurs.

La mise au point de tels composés chimiques ayant des activités inhibitrices demande des études
expérimentales quantitatives de leur action. La mise en place d'un protocole reproductible pour
estimer cette efficacité in vitro et in vivo est parfois trés difficile a réaliser sur le plan biologique.
Faire les expérimentations au laboratoire demanderait trop d’investissements au niveau
économique, temps, travail car le développement d'un nouveau médicament est un processus
long et coliteux, allant de I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique jusqu'au

patient, dans lequel les essais cliniques succedent au développement pré-clinique.

Pour remédier a ces inconvénients, les chercheurs se tournent de plus en plus vers des approches
informatisées. L’un de ces outils informatiques est la modélisation moléculaire et plus précisément
le docking moléculaire. Celui-ci consiste a prédire et a reproduire les interactions protéine-
ligand (WODAK et JANIN, 1978) ce qui estplus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus

rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales.

111.2. Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est une approche scientifique multidisciplinaire : elle utilise des lois de
la chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes informatiques spécifiques afin de
trouver la structure et les propriétés de composés chimiques et biochimiques (protéines, acides
nucléiques, complexes moléculaires, solides, cristaux etc.). (LEACH, 2001).

La modélisation moléculaire permet d’étudier des systemes complexes et de représenter leur
comportement en simulant, a I’aide de fonctions semi-empiriques appropriées, les grandeurs réelles.
Les différentes interactions des atomes entre eux et avec leur environnement sont décrits par un
«champ de force». Il existe plusieurs méthodes pour modéliser le comportement d’une molécule et
de son environnement : la minimisation d’énergie, la méthode de Monte Carlo (MC), la dynamique
moléculaire (DM) (BASTARD, 2005).
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La modélisation moléculaire s’est développée grace a I’évolution de I’informatique qui a permis
d’intégrer les concepts de chimie théorique dans les algorithmes et de développer des machines
capables d’exécuter les lourds calculs demandés et de stocker les données générées (LIOTTA,
1988 ; DEREMBLE et LAVERY, 2005 ; TOULHOAT, 2007).

Utilisées dans le domaine du Docking, ces applications permettent I’étude au niveau atomique
d’interactions entre deux entités moléculaires. Elles visent la prédiction de I’agencement le plus
probable de ces derniéres en cherchant des orientations dans I’espace et des conformations qui

favoriseraient la formation du complexe le plus stable (WARREN et al., 2006).

111.2.1. Docking moléculaire

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes biologiques, les
identifier est une étape importante dans la conception de composés pouvant étre utilisés en thérapie.
Cette information s'obtient directement par le docking (ancrage ou amarrage) qui est le nom donné
aux simulations moléculaires dont lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur

macromoléculaire et d’une petite molécule (SEURET, 2003).

Le docking in silico rend possible I’identification des interactions qui existent dans I’entité
constituée a partir d’une protéine et d’un ligand. Il vise a prédire le positionnement le plus probable
en cherchant des orientations dans I’espace et des conformations qui favoriseraient la formation du
complexe le plus stable (WARREN et al., 2006) (Figure 10).

Protéi Site actif
rotéme Ligand
‘ Complexe
+ i = Figure 10: Représentation

schématique du docking
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La plupart des programmes existants, essayent de déterminer la géométrie du complexe
macromolécule-ligand. L'algorithme de base tient essentiellement en trois points :

> définir une géométrie du complexe

> évaluer la qualité de cette géométrie

» recommencer en classant les géométries

Le docking moléculaire permet I’étude des interactions non-liantes intervenant lors de la formation

de complexes. Cette association est assurée grace a plusieurs types de liaisons faibles :
a) Les interactions de Van Der Walls : Elles résultent de I’interaction des nuages électroniques
de deux atomes adjacents conduisant a la
i . (*)Electron
présence d’une force attractive pour des l _
Les électrons se

distances de 3-4 A. Les interactions de van bRl I
Distribution former un dipdle

der Walls sont généralement faibles. Leur |uniforme des

~
. . électrons 0"
importance provient du nombre cumulé de

o0 &M "-.‘
liaisons créées. dipéle

b) les liaisons hydrogénes : Cette liaison intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne lié a un atome

électronégatif (le donneur) est attiré par un autre atome \(‘./ \(‘./
electronégatif (I’accepteur). Elle agit a tres courte || &\ ,  , | </ N/
distance (0,8 a 2,8 A). Les liaisons hydrogénes sont peu (5) l;T (_:) (:_) (:_) I;
nombreuses et s’adaptent tres bien a la flexibilité. ﬁI [f ri[ ]iI I'II Ii[
RO

c) Les interactions hydrophobes: Les molécules
dépourvues de groupes chargés ou d'atomes capables de former des liaisons hydrogéne ne
peuvent donc pas s’hydrater, pour cette raison, on les .
nomme substances hydrophobes. L’effet hydrophobe est la e /o \

f] ‘.\.
(
tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par coalescence. ,/
7 | /
CH, H.C
\ J
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d) Les interactions électrostatiques : elles agissenta plus -

/
O v H - N
grande distance entre dipdles chargés <_ +>
e St
S
Bt =
i &

111.2.1. 1.Les étapes du docking moléculaire

Toutes les approches employant le docking moléculaire utilisent deux étapes complémentaires
(Figure 11).

La premiere (searching) consiste a rechercher les conformations du ligand apte a établir des
interactions idéales avec le récepteur par un algorithme de recherche. La deuxiéme (scoring) est
I’évaluation de ces conformations par des fonctions mathématiques appelées fonctions de score, elle

est basée sur un calcul rapide de I’énergie libre du systeme formé par la protéine et le ligand.

La partie de recherche doit parcourir au mieux I’espace conformationnel pour trouver I’énergie

minimale globale.

Ligand
recherche

conformationnelle
e

Récepteur

Figure 11 : Représentation

Score
- u des étapes du docking

Complexe

Le docking peut étre interprété de maniere qualitative par observation du ligand dans la cavité de la
protéine mais également de maniére quantitative par le traitement des données provenant des
fonctions de score.

Pour faciliter les calculs, la majorité des logiciels de docking ne prennent en compte que la

flexibilité du ligand, la protéine est considérée entité rigide.
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111.2.1.1.1. La recherche conformationnelle

Il existe plusieurs méthodes de recherche de I’espace conformationnel, celles basées sur la
complémentarité géométrique et celles fondées sur la complémentarité atomique. Elles utilisent
différents algorithmes (recherche stochastique, exhaustive, Monté Carlo, construction
incrémentale....etc) afin de trouver le meilleur positionnement du ligand au sein de la cavité
enzymatique (KONTOYIANNI et al., 2004 ; HUANG et ZOU, 2010).

ArgusLab® le logiciel que nous avons utilisé pour effectuer notre travail, se base sur une description
géométrique du systéeme protéine-ligand. Le ligand flexible va subir plusieurs translations suivies de
rotations pour trouver sa position optimale dans le site actif de la protéine qui est considérée rigide.
Dans cette approche, I’évaluation de I’énergie du systeme protéine-ligand est calculée aprés chaque

combinaison de translation-rotation du ligand.

111.2.1.1.2.La fonction de score

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se complexe
a un récepteur. C’est globalement une approximation de I’énergie libre résultant du passage de la
forme libre de la protéine et du ligand a leur association sous forme de complexe (KOLLMAN et
al., 2000).

Ces informations peuvent s’acquérir directement par le biais du docking du ligand sur la structure
tridimensionnelle de I’enzyme obtenue par RMN ou diffraction des rayons X.

L’utilisation des fonctions de score permet de déterminer la conformation qui représentera au mieux
le ligand concerné et classer les premieres poses de chaque ligand afin d’établir un classement final
des molécules les plus prometteuses. Représentant le résultat de la prédiction de I’interaction
protéine-ligand, elle est estimée a partir de diverses méthodes (empirique, champs de force,
knowledge-base, consensus) (STAHL et al., 2001).

Avec le code ArgusLab, (AKIFUMI et al., 2009) les conformations sont classées selon leurs

énergies croissantes par *’Ascore’’ formulée a partir de I’équation suivante :

6 http://www.ArgusLab.com
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AGLiaison = AGvdw + AGhydrophobique + AGLiaison-H) + AGdéformation + AG0 ou

AGygw , interactions de Van Der Walls entre le ligand et la proteine
AGhydrophobique —— INteractions hydrophobes
AGisison-t — 3 liaison hydrogene

AGgeformation ——» pénalités de déformation

AGq » constante qui exprime la perte d’entropie due a la déformation du complexe

I111.3. Interactions flavonoides/COX-2

111.3.1. Molécules impliquées dans le docking

111.3.1.1. Structure de COX-2 (1cx2)

Un complexe expérimental (un ligand cristallisé avec le récepteur) reste la meilleure méthode pour
arriver au site actif de la macromolécule. Afin de réaliser un docking ot le RMSD (le root mean
square deviation) est inférieur ou égal a deux, les coordonnées cristallographiques de deux COX-2
(1cx2 et 3In1), tirés de la banque de données (PDB)’, sont testées et celles qui correspondent le
mieux au critere sont celles de 1cx2.

Afin de confirmer le choix de 1cx2 (COX-2/SC-558) dont la structure cristalline a été déterminée
en 1996 (KURUMBAIL et al., 1996), un redocking dans les mémes conditions opératoires est
refait pour le ligand natif de cette structure.

Figure 12 : Entrée 1cx2 de
la COX-2 vue de face’

www.PDB.org
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111.3.1.2. Les acides aminés

L’identification des résidus d'acides aminés de I’entrée (1cx2) pouvant se lier avec les ligands est

une étape importante dans le docking.

Le Tableau 03 renferme ceux impliqués dans le site actif de I’entrée 1cx2.

Nom Tyrosine Sérine Valine Arginine Tryptophane
Structure o "
o o o = NH;
0 e Lr Ay
o O  NH,
i HO OH OH HzN
e NH, NH, OH ©
Nom Histidine Leucine Glutamine Glycine Alanine
Structure o h ¥ o o
N OH
</ | NH, HzN © H o Hz2N OH
HN ©H N, OH
NH,

111.3.1.3. Les ligands

Cing flavonoides de type flavonol serviront de ligands dans cette étude in silico. Les molécules
choisies : I’lsorhamnétine, la Tamarixétine, la Quercétine, le Kaempférol et la Galangine sont tirées

du répertoire des molécules isolées dans le laboratoire LCMC.

La molécule référence (SC-558) est le ligand de la forme cristallisée de 1cx2.

Pour s’assurer des résultats fiables et reproductibles, une optimisation de la géométrie
(minimisation de I’état énergétique) des 5 flavonols et la molécule référence a partir de leur
configuration 3D est une étape essentielle avant le processus du docking. Pour effectuer cette
opération, le programme Gaussien 09 est utilisé. Il se base sur la théorie de la fonctionnelle de la

densité (DFT) avec la fonctionnelle d’échange-corrélation (B3LYP) et la base des orbitales

atomiques 6-331G.

Tableau 03 : Liste des acides aminés impliqués dans le site actifs de la COX-2

Les propriétés biologiques des ligands citées dans ce chapitre sont tirées de la Duke Data Bank®

8www.ars—grin.gov/duke
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A) SC-558

La molécule référence est un composé organique de synthése. C’est un anti-inflammatoire non
stéroidien appartenant a la famille des coxib.
Son faible I1Cso (0,0093uM) fait de lui I’un des meilleurs inhibiteurs de COX-2.

Br,

_NH
/@/S(b ’ 4-[5-(4-bromophenyl)-3-
/N (trifluoromethyl)pyrazol-1-
=N yl]benzenesulfonamide

B) Isorhamnétine (1SO)

L’isorhamnétine est un flavonoide et spécifiquement un flavonol O-méthylé en 3°. Il peut étre
extrait de différentes plantes dont Ammi visnaga, une espece appartenant a la famille des Apiacées
(BENCHERAIET et al., 2011).
Cette molécule posséde plusieurs propriétés
parmi lesquelles :
e Anti-inflammatoire
e Antioxydante

e Prévient le cancer

C) Tamarixétine (TAM)

La tamarixétine est un flavonol O-methylé en 4°. Cette molécule a été isolée d’une autre Apiacée,
Bupleurum montanum (BENAHMED, 2008).

Ce composé est connu pour son pouvoir antioxydant
(IC50=1.5ug /ml)
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D) Quercétine (QUE)

La quercétine est un flavonol présent chez les plantes comme métabolite secondaire. On la trouve
notamment dans la capre, le piment, le sureau, le chocolat, I'oignon.
La quercétine est le plus actif des flavonoides et de nombreuses plantes médicinales doivent leur
efficacité a sa présence a un taux élevé.
Les études in vitro et in vivo ont montré que c'était un excellent :

e Antioxydant

e Antiarthritique

e Anticancéreux (ICs,=120ug/ml)

e Inhibiteur de la COX-2 (IC50<40)

e Inhibiteur de la 5-lipooxygénase (ICsp=0,1-5uM)
E) Kaempférol (KAE)

Le kaempférol est un flavonol que I’on trouve dans les fraises, les brocolis et les épinards. C'est un

pigment jaune, beaucoup plus soluble dans certains solvants organiques (alcools, cétone,...) que

dans I'eau.

Cette molécule posséde plusieurs propriétés
e Anti-inflammatoire

e Antioxydant (1C50=1,2pg/ml)

e Anticancéreux
e Inhibiteur de la COX-2 (IC50=120uM)
e Inhibiteur de la 5-lipooxygénase (IC50=120uM)

F) Galangine (GAL)

La Galangine est un composeé organique de la famille des flavonols présent dans la racine de
galanga (Alpinia galangal) et dans la propolis et possede plusieurs
propriétés telles que :

e Anti-inflammatoire (IC5p=5,5uM)

e Inhibition de la cyclooxugénase2 (ICso=7 uM)
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e Antimutagéne

e Antioxydant

e Inhibiteur de la 5-lipooxygénase (IC5o=20uM)
111.3.2.Interactions flavonols/1cx2

111.3.2.1. Calcul de AG

Les énergies libres de formation des différents complexes entre les favonols et I’enzyme 1¢cx2 sont

obtenues grace au logiciel libre ArgusLab 4.01. Les résultats sont présentés dans le Tableau 04.

Complexe 1cx2-ligand ﬁ(?eflblipr%l)
SC-558 10,66
IS0 7,94
TAM -8.83
QUE 9,85
KAE -10,00
GAL -10,05

Tableau 04 : Valeurs de AGypinding du complexe COX-2/flavonol

111.3.2.2. Etude des complexes Flavonols/1cx2

A- Complexe SC-558/1cx2

Lors du docking, SC-558 établit avec la COX-2 trois liaisons hydrogénes par le biais de deux acides
aminés appartenant au site actif : une avec ARG"™ et deux autres avec HIS*. SC-558 occupe la
poche adjacente contenant I’ HIS® et I’ARG®" (Tableau 05).
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Atome du ligand | Résidu Distance (A)
-OH HIS™ 2,57
-OH HIS™ 2,98
-OH ARG"" 2,78

Tableau 05 : Liaisons hydrogenes dans le complexe SC-558/1cx2

SER530

ARG513

Figure 13 : Position de SC-558
dans le site actif de 1cx2

ARG120
SC-558/COX-2

Figure 14 : SC-558 avec quelques
résidus de la 1cx2
B- Complexe Iso/1cx2
L’isorhamnétine a établi avec I’enzyme deux liaisons hydrogénes, dont une avec LEU352 et une
autre avec ALA527 (Tableau 06).

Atome du ligand | Résidu Distance (A)
7-OH LEU®* 2,89
3-OH ALA> 2,57

Tableau 06 : Liaisons hydrogenes dans le complexe 1SO/1cx2
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ARG513

ISO/COX-2

Ao 1SO/COX-2

Figure 13 : Position de

I’Isorhamnétine dans le site actif Figure 16 : Isorha}mnetme
de 1cx2 avec quelques résidus de la

1CX2

C- Complexe TAM/1cx2

La tamarixétine établit avec COX-2 des liaisons hydrogénes avec quatre acides aminés différents.
L hydroxyle en 5 se lie avec GLY**, alors que celui en 3’ le fait avec GLN"*? et LEU*?, Enfin, le
OH en 4’ préfére HIS® (Tableau07).

Comme la molécule de référence, la tamarixétine a une liaison hydrogéne avec HIS® qui est

localisée dans la poche latérale. A noter que LEU*?se trouve dans la partie hydrophobe.

Atome du ligand Résidu Distance (A)
5-OH GLY>*® 2,94

3’-OH GLN™ 2,79

3’-OH LEU>? 2,40

4’-OH HIS™ 2,3

Tableau 07 : Liaisons hydrogénes dans le complexe TAM/1cx2
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LN % |
-&- N TYR385

SER530

TAM/COX-2 M

. R ARGS513
Figure 17 : Position de la ARG120

tamarixétine dans le site TAM/COX-2

actif de 1cx2

Figure 18 : Tamarixétine
avec quelques résidus de la

D- Complexe QUE/1cx2

Les OH en 3’ et 4’ de la quercétine établissent avec I’enzyme deux liaisons hydrogenes avec le

méme acide aminé HIS* (Tableau08).

Atome du ligand | Résidu Distance (A)
3’-OH HIS™ 2,84
4’-OH HIS™ 2,97

Tableau 08 : Liaisons hydrogénes dans le complexe QUE/1cx2
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SER530

ARG513

QUE/COX-2

ARG120

Figure 19 : Position de la QUE/COX-2

quercétine dans le site actif
de 1cx2 Figure 20 : Quercétine avec
quelques résidus de la 1cx2

E- Complexe KAE/1cx2

Le kaempférol établit cing liaisons hydrogenes avec différents acides aminées : le OH en 7 se lie
avec deux acides aminées différents SER** et LEU®? ce dernier forme une liaison avec le OH en 3’
qui lui-méme se rapproche de TRP*'. Le OH en 3 lui choisit GLY**® (Tableau 09).

Atome du ligand Résidu Distance (A)
7-OH SER™> 2,75
7-OH LEU>? 2,89
3-OH GLY>® 2,95
3’-OH LEU®* 2,87
3’-OH TRP®' 2,61

Tableau 09 : Liaisons hydrogénes dans le complexe KAE/1cx2
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TYR385

%_’ SER530
-/ KAE/COX-2 \

Figure 21 : Position du
kaempférol dans le site actif
de 1cx2

ARG513

ARG120

KAE/COX-2

Figure 22: Kaempférol
avec quelques résidus de
la 1cx2

F- Complexe GAL/1cx2

La galangine établit avec I’enzyme deux liaisons hydrogénes avec 2 résidus différents SER*?et

HIS* mais qui partent du méme hydroxyle en position 7 (Tableaul0).

Atome du ligand Résidu Distance (A)
7-OH SER™ 2,05
7-OH HIS™ 2,99

Tableau 10 : Liaisons hydrogénes dans le complexe GAL/1cx2

46

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.



http://www.novapdf.com/

GAL/COX-2

Figu

re 23: Position de la

galangine dans le site actif de

1cx2

Figure 24: Galangine avec
quelques résidus de la 1cx2

TYR385

ARG120
GAL/COX-2

ARG513
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111.4. Conclusion

En analysant les différentes interactions obtenues grace a la simulation du docking moléculaire
effectué avec le logiciel ArgusLab 4.01 et en comparant les énergies des complexes, nous
remarquons gue ceux formés avec la galangine (-10,05 kcal/mole), le kaempférol (-10,00 kcal/mol)
et la quercétine (-9,85 kcal/mol), présentent les valeurs les plus proches de celui de la molécule
référence (-10,66 kcal/mol) comparés a ceux de la tamarixétine (-8,83 kcal/mol) et de

I’isorhamnétine (-7,94 kcal/mol).

Avec son AGing) de -10,05 kcal/mol, la galangine forme le complexe le plus stable et se place en

premiére position.

Pour cette série de flavonols étudiés, la substitution de leur cycle B intervient sur la stabilité du
complexe ligand-récepteur et diminue leur affinité avec la 1cx2. En effet, la galangine qui ne
posséde aucun substituant est classée en premier, vient ensuite le kaempférol avec un seul OH en

3’. La quercétine prend le troisieme rang avec ses ortho di-OH en 3’ et 4°.

D’apres I’inspection visuelle des positions de chaque ligand, nous constatons que la galangine
(Figure 23), le kaempférol (Figure 21) et la quercétine (Figure 19) pénetrent entierement dans le
site actif de la COX-2 alors que pour la tamarixétine (Figure 17) et I’isorhamnétine (Figure 15),

une partie de la molécule reste en dehors du site.
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Conclusion génerale
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Le présent mémoire représente une contribution qui rentre dans le cadre de I’axe de recherche
«interactions protéine-ligands » développé au niveau de Laboratoire de Chimie des Matériaux
Constantine (LCMC)

Dans ce travail, une étude des interactions moléculaires entre la COX-2 (1CX2) et les flavonols a
été réalisée grace a des techniques de modélisation via la simulation, notamment le docking
moléculaire. La molécule SC-558, tirée de la structure cristallographique 3D du complexe 1¢cx2, sert
de référence.

L’outil informatique utilisé pour le docking est le logiciel ArgusLab 4.01. Les énergies de liaison
(AGuing) ainsi que les liaisons hydrogéne formées dans les complexes ligands-protéine sont
employées pour analyser les interactions entre les différentes flavonols testés et le site actif de la
COX-2. Les informations recueillies, aprés criblage, permettent de déterminer quels sont les

complexes les plus stables.

Confrontées entre elles et comparées a la molécule référence SC-558 (10,66 kcal/mol), les énergies
du complexe formé avec les différents flavonols se classent comme suit :

1- Galangine (-10,05 kcal/mol)

2- Kaempférol (-10 ,00 kcal/mol)

3- Quercétine (-9,85 kcal/mol)

4- Tamarixétine (-8,83 kcal/mol)

5- Isorhamnétine (-7,94 kcal/mol)

D’apres les valeurs des AGuing Obtenues, nous constatons que la Galangine, le Kaempférol et la
Quercétine présentent les meilleures affinités avec I’enzyme 1cx2 comparativement a la
Tamarixétine et I’Isorhamnétine.

Toujours du point de vue énergétique, GAL/1cx2 (-10,05 kcal/mol) est le complexe le plus stable

parmi les 5.
D’apres cette étude in silico et les résultats obtenus, la galangine, le kaempférol et la quercétine
peuvent jouer le r6le d’inhibiteurs potentiels de la COX-2. Pour le confirmer, il faudra peut-étre

faire des tests in vitro et in vivo.
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Résumé

Le présent travail s’articule autour de la modélisation des interactions protéine-ligands. Cette étude
« in silico » par le biais du docking moléculaire vise a prédire la structure 3D d’un complexe formé
a partir de petites molécules et d’une enzyme afin d’évaluer le mode de fixation des différentes

interactions établies entre les deux entités.

Dans ce contexte, ArgusLab 4.01, logiciel libre est utilisé pour estimer I’affinité de certains
flavonoides vis-a-vis de la cyclooxygénase-2 (COX-2), une iso-enzyme inductible responsable de

I’inflammation et présente dans certains cancers.

La modélisation par le biais du docking moléculaire a permis de quantifier I’énergie libre de
formation (AGying) de la COX-2 avec la galangine, I’isorhamnétine, le kaempférol, la quercétine et

la tamarixétine.

D’apres les résultats obtenus et comparativement a la molécule référence SC-558 dont le pouvoir
anti-inflammatoire est tres important (ICso = 0,0093uM), seuls la galangine, le kaempférol et la
quercétine présentent des capacités d’inhibition vis-a-vis de la cyclooxcygénase-2. La galangine se

classe en premiére position.

Abstract

This work is articulated around the modeling of the interactions protein-ligands. This study “in
silico” by the means of the molecular docking aims at predicting the structure 3D of a complex
formed starting from small molecules and of an enzyme in order to evaluate the mode of fixing of

the various interactions established between the two entities.

In this context, ArgusLab 4.01, free software are used to estimate the affinity of some flavonoides
with respect to cyclooxygénase-2 (COX-2), a inductible Iso-enzyme responsible for the ignition and

present in certain cancers.
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Modeling by the means of the molecular docking made it possible to quantify the free energy of
formation (A Ghind) of the COX-2 with the galangine, the isorhamnétine, the kaempférol, quercetin

and the tamarixétine.

According to the got results and compared to the molecule reference SC-558 whose power anti-
inflammatory drug is very important (IC50 = 0,0093uM), only the galangine, the kaempférol and
quercetin have capacities of inhibition with respect to the cyclooxcygénase-2. The galangine is
classified in first position.
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