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Resume

L'objectif de notre travail est d’optimiser I'extraction des
polyphénols et des flavonoides a partir de la partie aérienne de I’espece
Artemisia herba alba. A cet effet, deux méthodes sont adoptées: une
méthode virtuelle« in-silico » par le Docking moléculaire qui nous a
permet de prédire les constituants de la plante qui ont le meilleur effet
antioxydant, et la deuxieme méthode in-vitro pour déterminer les
meilleures conditions pour I’extraction des polyphénols et des
flavonoides ainsi leur activit¢ antioxydant par optimisation de surface de
réponses. Le dockingmoléculaire de 27 structures, constituants des
extraits de I’armoise blanchedans le site actif de Peroxyrédoxine (PDB :
3MNG), a montré que toutes les structures ont une affinité supérieure a
celle donnée par le ligand co-cristallisé.Les résultats ont montré que les
extraits d'Artemisia herbaalba pourrait jouer un role important en tant

qu'antioxydant alternatif.

Mots clés : Artéemisia herba alba, polyphénols, flavonoides, activité

antioxydant, Docking moléculaire, surface de réponse.



Abstract

The objective of our work is to optimize the extraction of polyphenols
and flavonoids from the aerial part of the species Artemisia herbaalba.
For this purpose, two methods are adopted: a virtual method"in-silico",
by molecular docking which has allowed us to predict the constituents of
the plant which have the best antioxidant effect, and the second in-vitro
method to determine the best conditions for the extraction of polyphenols
and flavonoids as well as their antioxidant activity by surface
optimization of responses. The molecular docking of 27 structures,
constituents of the extracts of Artemisia herbaalbain the active site of
peroxyredoxin (PDB: 3MNG), showed that all the structures have an
affinity greater than that given by the co-crystallized ligand. The results
showed that Artemisia herbaalba extracts could play an important role as
an alternative antioxidant.
Kevwords : Artemisia herbaalba, polyphenols, flavonoids, antioxidant

activity, molecular docking, response surface.
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Introduction

Introduction générale

Le stress oxydant a ¢ét¢ décrit réellement comme un facteur étiologique crucial mpliqué
dans diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires
et neurodégénérative, inflammation, diabéte et vieillissement (Uttara et al., 2009). Ces
dommages oxydants sont réalisés par I'attaque des radicaux libres sur diverses biomolécules, en

particulier les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement comme conséquence la

dégradation et la mort de la cellule (Moon et Shibamoto, 2009).

Le développement de nouveaux antioxydants d’une bonne capacité antioxydant s’avere

indispensable pour lutter contre les phénomenes d’oxydation (Cowan, 1999).

Les plantes médicinales restent encore la premiere source de nouveaux médicaments
(Maurice, 1997). Elles représentent un réservoir immense de composés potenticllement
bénéfiques pour la santé qui sont représentés comme métabolites secondaires, qui ont l'avantage
d'étre d'une grande diversit¢ de structure chimique. Ces métabolites possedent un tres large
¢ventail d'activit¢ antioxydant (Kaouan, 2017)

La famille des Asteraceae, est une large famille qui comprend plusieurs especes riches en
métabolites secondaires et surtout les antioxydants. Au sein de cette famille on trouve le genre
Artemisia qui comprend plus de 400 especes, réparties dans le monde (Ribnicky et al., 2004 ;
Bencheqroun et al.,, 2012). Parmi les espéces de ce genre qui sont incorporés dans les
pharmacopées de plusieurs pays, on cite : Artemisia absinthium, Artemisia Annua et Artemisia

herba alba Asso (Bouldjadj, 2009 ; Lim et al., 2013).

Le genre Artemisia contient lartémisinine, une substance médicamenteuse contre la malaria
isolée de la plante chinoise Artemisia annua (Liu et al.,, 2009), mais 'artémismme qui est un
lactone sesquiterpénique, n’est pas la seule composante médicamenteuse dans ce genre, il y a
d'autre lactones sesquiterpéniques et des flavonoides qui sont utilisées avec un faible risque de

toxicité sur les mammiféres (Squires et al., 2011).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un role

trés important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et
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la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la fabrication des

médicaments (Bruneton, 1999).

L’extraction des polyphénols a partir d’une matiere naturelle est une étape importante pour
caractériser les systeémes naturels riches en polyphénols. Ces composés peuvent Etre isolés
facilement a partir d’un tissu végétal par extraction avec des solvants organiques. Mais la
procédure de I'extraction est influencée par plusieurs parametres tels que : la nature chimique de
ces composés, la méthode d’extraction utilisée, la dimension des particules d’échantillon et le

temps d’extraction (Nazck et Shahidi, 2004).

C’est dans cette optique que se place ce présent travail ayant pour objectif d’optimiser
I'extraction des composées phénoliques a partir d’Artemisia herba alba en étudiant I'influence de
quatre facteurs a savomr: la température, le temps d’extraction, le rapport méthanoleau et le

rapport solide/liquide par la méthode des plans d’expérience.

Nous nous sommes ¢également proposés de rechercher des nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels en évaluant Tactivit¢é antiradicalaire des extraits polyphénoliques, et

prédire les molécules les plus susceptibles d’inhiber les cibles des antioxydants.

Ce manuscrit est structuré en 3 chapitres. Le premier chapitre est consacré a la synthése
bibliographique, dans laquelle sont mises en revue les notions indispensables a la compréhension
de notre travail. Un deuxiéme chapitre concernera le matériel et la méthodologie adoptée et enfin
un troisitme chapitre consacré aux résultats et a leur discussion. Ce manuscrit sera cloturé par

une conclusion.
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Chapitre 01 : Synthese bibliographique

I- Généralités sur ’espéce Artemisia herba alba
I-1- Systématique

Plusieurs appellations sont attribuées a I’Armoise blanche dans différentes régions du
monde.

- Nom Scientifique: Artemisia herba-alba Asso ;

- Nom francais: Armoise herbe blanche ou ’Armoise blanche, Absinthe du désert

- Enanglais : Desert wormwood, Sagebrush ;

- Nom arabe: x=:;

Nom enAlgérie: = (a I’Estet Nord algérien), Isfi (en Kabylie), Zerrar, Izri (en Chaoui).
La systématique de l'Artemisia herba alba se présente comme suit:

Tableau 01: La systématique de /"Artemisia herba alba .

Domaine Biota

Reégne Plantac (Haeckel, 1866)

Sous-Régne Tracheobionta

Embranchement Spermaphytes (Phanérogames) (QUEZAL & SANTA, 1963)
Sous- embranchement Angiospermes (QUEZAL & SANTA, 1963)
Classe Equisetopsida (C.Agardh, 1825)
Sous-Classe : Magnoliidae( Novak ex Takht., 1967)
Super-Ordre : Asteranae( Takht., 1967 )

Ordre : Asterales (Link, 1829)

Famille : Asteraceae (Bercht. &J.Presl, 1820)
Sous-Famiille : Asteroideae ( Lindl, 1829)

Tribu : Anthemideae ( Cass, 1819)

Sous-Tribu : Artemisiinae ( Less., 1830)

Genre : Artemisia (L., 1753)

Sous-genre : Seriphidium

Espéce : Artemisia herba-alba ( Asso, 1779




Chapitre 01 : Synthese bibliographique

I-2- Description morphologique de I’espéce Artemisia herba helba

L’armoise blanche est un arbrisseau tomenteux blanchitre, de 30 a 50 c¢cm, a nombreuses
tiges dressées, ligneuses a la base; feuilles pubescentes, divisées en petites et fines languettes
d’un vert argenté; inflorescences trés petites capitules jaunatres, sessiles, groupés par 2 a 12;
bractées de I‘nvolucre glanduleuses, et d‘une odeur aromatique caractéristique (Ozenda, 1983;
Baba Aissa, 2000).

Feuille

Racine secondaire

Figure 1 : Morphologie de la plante d'Artérmisia herba alba (Eloukil, 2013).
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I-2-1- Tige

La tige ou «caule» peut étre définie comme un axe généralement aérien, prolongeant la
racine et comprend la tige principale et les tiges secondaires et portant des extensions latérales
rameaux et feuilles. La partie épigée de cette espéce peut Etre séparée en deux catégories: la
partie ligneuse et la partie verte; la partie ligneuse est composée des pousses de lannée et la

partie verte de feuilles (figure 1) (Ayad, 2008).
I-2-2- Feuilles

Elles sont courtes, alternées, trés divisées, laineuses, blanches, pubescentes et
pennatipartites. Elles dimmnuent de taille au fur et a mesure que les rameaux s'allongent. Cette
diminution de taille des feuilles entraine une réduction considérable de la surface transparente, et

par conséquent, permet a la plante de résister a la sécheresse (figure 2)(Pourrat, 1974).

AS f.\. A\ 4
£ A y
/}\:‘;}:; t'! \'\\C?-' 3
W w | [5F] T/
i [”}Y 3
! \‘1?'; )
Ul /
f
W (
Rameau Foliole Feuille

Figure 2 : Morphologie de la feuille d'Artemisia herba-alba (Eloukili, 2013).
1-2-3- Fleurs

Elles sont groupées en grappes, a capitules trés petites (3/1.5mm) et ovoides. L'involucre
est a bractées imbriquées, le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes
hermaphrodites (Pottier, 1981). Le calice est pentamere et est toujours réduit, la corolle est

gamopétale et pentamere et peut se présenter sous trois formes différentes : tubuleuse, bilabiée ou

ligulée (figure 3) (Goris, 1967).
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Figure 03: Morphologie de la fleur d’Artemisia herba halba (Eloukili , 2013 ).
I-3- Répartition géographique de I’espéce Artemisia herba alba

I-3-1- Dans le monde

L’armoise blanche est une espéce steppique, elle se rencontre dans la région méditerranéenne
en Afrique du Nord, en Espagne, dans les déserts de la péninsule du Sinai, au Moyen-Orient,

dans I'Himalaya du Nord-Ouest et en Inde(Segal et al., 1987 ; Mounir et al., 2015). Elleest
considérée comme une espece Irano-Touranienne (Zohary, 1962 et Quezel, 1978)(figure 4).
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Figure 4 : Distribution géographiques Artemisia herba alba dans le monde (Mohamed et al.,
2010).
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I-3-2- En Algérie

En Algérie 1Artemisia herba alba, est trés présente dans les hauts plateaux, les zones
steppiques et au Sahara centrale dont le taux de recouvrement est estimé entre 10 et 60 %. On la
trouve également dans des zones proches du littoral (Bendahou, 2007). Elle présente une vaste
répartition géographique couvrant, environ 4 millions d’hectares et se développe dans les steppes
argileuses et les sols tassés relativement peu perméables. Elle se trouve sur les dayas, les
dépressions et les secteurs plus ou momns humides. Elle constitue un moyen de lutte contre

I’érosion et la désertification (Ayad et al., 2013).
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Figure5 : Distribution géographiques Artemisia herba albaen Algérie (Pouget, 1980).
I-4- L’usage médicinal de I’espéce Artemisia herba-alba Asso

Ltarmoise blanche est une plante médicinale et aromatique utilisée depuis longtemps dans
la médicine traditionnelle, elle est considérée comme matiere pleine de substances médicinales et
nutritionnelles, elle est aussi une source des huiles essenticlles qui possedent des effets

remarquables sur le plan biologique (Bouzidi, 2016).
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Elle est utilisée pour traiter les troubles inflammatoires (rhume, toux, bronchite, diarrhée),
les maladies mfectieuses (maladies de la peau, gale, syphilis) et autres (diabeéte, névralgies)
(Abu-Darwish et al., 2015)

Friedman et al. (1986), ont rapporté que linfusion de l'armoise est assez employée par les
bédouins du Néguev (Palestine) pour soulager les maux gastro-intestinaux. Elle a été
essentiellement utilisée pour les maladies du tractus digestif et comme un traitement

antidiabétique (Bouraoui et Lafi, 2003).

I1- Les polyphénols
I1-1- Définition

Les polyphénolsou composés phénoliques, sont des molécules qui caractérisent le régne
végétal, ils appartiennent a leur métabolisme secondaire (He et al, 2008). On les trouve dans
tous les organes de la plante, depuis les racines jusqu’aux fruits, ils jouent un réle majeur dans les
mteractions de la plante avec son environnement (Richter, 1993). Les polyphénols se

caractérisent par la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones (figure 6), auquel est
directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction :

¢ther, ester ou hétéroside (Bruneton, 1999).

OH

Figure 6: Structure du noyau phénol.
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II-2- Classification des polyphénols

On peut distinguer deux grands groupes: les composés phénoliques simples et les

compos€s phénoliques complexes.

II-2-1- Polyphénols simples

Les polyphénols forment un trés large groupe de substances chimiques, ils peuvent é&tre

Synthese bibliographique

classifiés selon le nombre et larrangement de leurs atomes de carbones (Tableau2).

Tableau 2: Structure des squelettes des poly phénols (Ben Hammou, 2012).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-C: Acides phénols Acide gallique OCOOH
) )
8 Ce-C2 acétophénones Gallacetophénone <_.} {’Uh
Acide p-
8 Ce-C2 Acide phénylacétique hydroxyphényl- OJ“U‘)”
acétique
S e . | Acidep- COOH
9 Ce-Cs Acides hydroxycinamiques coumarique O—"
00
9 Ce-Ca Coumarines Esculitine : ] f
8]
10 Ce-C. Nazphthoquinones Juglone C?
13 C4-C,-Cs | Xanthones Mangiferine qn
o)
14 Ce-Cs-Cy | Stilbénes Resveratrol g\ﬂ
N R O
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine wﬂ
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II-2-1-1- Les Flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", signifiant "jaune", désigne une trés large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. IIs sont considérés
comme des pigments universels des végétaux. Ce groupe comprend comme son nom I'indique

des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores (Bruneton, 1999 ; Harborne et

Williams, 2000).

La structure chimique des flavonoides est basée principalement sur un squelette de quinze
(15) atomes de carbones : le 2-phenyl-benzo [a] pyrane, ou le noyau flavane, constitu¢ de deux
cycles benzéniques (A et B) reliés par un hétérocycle, le noyau pyrane (C), ce qui donne aux

flavonoides, un faible poids moléculaire (Heller, 1993 ; Brown, 1980).

OH

Figure 7: Structure d’un flavonoide ( Akroum , souad, 2008, 2008).

II-2-1-1- Les principaux flavonoides de I’armoise blanche

Les principaux flavonoides isolés a partir de I'Armoise blanche sont Ihispiduline et la
cirsimaritine. Des flavones glycosides comme la 3-rutinoside-quercétine et lisovitexine ont été

mis en évidence chez des chémotypes du Sinai (Saleh et al., 1985).

10
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S o
HO O O | OH OH HO O O

OH o
HsC o) OoOH O
HO
HO
OH
3-rutinoside-quercetine Hispiduline

[sovitexine

Figure 8:les principaux flavonoides de I’armoise blanche.

I1-2-2- Polyphénols complexes (Tannins)

Les tanins sont des substances d'origine organique que lon trouve dans pratiquement tous
les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.), caractérisées par leur
astringence (sensation de dessechement en bouche). Par exemple, les pépins de raisins sont tres
chargés en tanins. Le tanin se retrouve aussi dans le cidre, le calvados et le pommeau, s'ils ont été
produits dans des tonneaux en bois (chéne, chataignier...). Les tonneaux en bois de chataignier

libérent beaucoup plus de tanins que ceux en chéne (Messai, 2011).

11
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Les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés:

+ Tanins hydrolysables: ce sont des esters du D-glucose et de I'acide gallique ou de ses
dérivés, en particulier lacide ellagique(figure 9). Ces molécules sont facilement
hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Ribéreau-Gayon, 1968).

+ Tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polyméres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (figure 9)
(Bruyne et al., 1999).

OH
OH HO - 0
HO—x 0 L
HO 0 OH o O\/? 0
OH " ~“OH
OH ‘
oH | 0 _OH OH
O
HO o |
Ry OH
= OH

OH 2
(a) (bh)

Figure 9: Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un gallotanin
(1,2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) (Derbel et Ghedira, 2005).

ITI- L’activité antioxydant
III-1- Le stress oxydant

Le dioxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produre de [D'énergie en oxydant de la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partie de I'Oz2en métabolites potentiellement toxiques: les espéces

réactives de 'oxygene (Tessier et Marconnet, 1995).

Le stress oxydatif, se défint comme un déséquilibre entre la production et la destruction de
ces especes. Ce déséquilbre est a lorigne de nombreux facteurs, notamment les polluants

présents dans l'air que nous respirons, I'eau et les aliments que nous consommons. Les rayons

12
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ultraviolets du soleil, d’autres radiations, la fumée de tabac et I'exercice excessif sont également
des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans notre

systtme(Gutteridge et Halliwell, 1993).

En raison de leur capacit¢ a endommager les cellules, les tissus et les organes, les especes
réactives de l'oxygéne sont impliquées dans un grand nombre de pathologies, tant aigues que

chroniques (Gutteridge et Halliwell, 1993).
ITI-2- Les radicaux libre

Un radical libre est une espéce, atome ou molécule, contenant un électron non appari¢. Ce
déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par I'acceptation d’un autre électron soit par
le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces especes radicalaires trés instables et
trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de notre organisme, dans le cadre de

nombreux phénomenes biologiques(Gutteridge et Halliwell, 1993).
II1-3- Les Antioxydants

Les antioxydants sont des composés puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres
mpliqués dans la dégradation cellulaire, et nous aident ainsi a garder une vie active et saine.
Quelques antioxydants sont fabriqués par le corps humain, d’autres telles les vitamines et

polyphénols, doivent €tre apportés par notre alimentation (Pincemail et Defraigne, 2004).

I11-4- Polyphénols naturels comme antioxydants

Les composés phénoliques sont capables d'agr comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne (figure 10). Leurs
structures leurs conférent une activit¢é antioxydant aussi importante. Les groupes hydroxyles des
polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogenes; ils peuvent réagir avec les especes
réactives de l'oxygene et les especes réactives de lazote, a la fin de la réaction, le cycle de

génération de nouveaux radicaux est interrompu (Achat, 2013).

13
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ROO + ArOH — » ROOH + AroO’

T ™

Alkylperoxyl Phénol

Figure 10: illustration d'un mécanisme d'action des polyphénols.

VI- Les plans d’expérience
VI-1- Généralités

Les plans d'expériences offrent un moyen simple et efficace de réduire le colt et
d'augmenter la robustesse des études expérimentales effectuées lors de la conception ou de la
validation d'un produit industriel. Ils permettent d'utiliser toute la connaissance du produit dont le
concepteur peut disposer a priori, offrent un cadre de modélisation rigoureux, et leur mise en

ceuvre ne nécessite que des connaissances mathématiques élémentaires (Gendre, 2009).

Ils sont applicables a de nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment

ou I'on recherche le lien qui existe entre une grandeur d’intérét, y, et des variables, xi.

Il faut penser aux plans d'expériences si 'on s’intéresse a une fonction du type f(xi) = y
Avec les plans d'expériences on obtient le maximum de renseignements avec le mmimum
d'expériences. Pour cela, i faut suivre des régles mathématiques et adopter une démarche

rigoureuse (George et al., 2005).

La compréhension de la méthode des plans d'expériences s'appuie sur deux notions
essentielles, celle de I'espace expérimental et celle de la modélisation mathématique des

grandeurs étudiées (Goupy,20060).

14
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Systéme a étudier

v

Questions Q1, Q2, ..., Qn

v

Inventaire des informations

v

1\ —> | Choix de la méthode d'expérimentation

Acquisition Vl’

progressive . )

des résultats Expérimentation
< Analyse des résultats

v

Connaissance du systéme

Figure 11: Les plans d’expériences optimisent les trois parties encadrées du processus

d’acquisition des connaissances.(Goupy, 2006 )

VI-2- Notions utilisées aux plans d’expériences
VI-2-1- Espace expérimental

Un expérimentateur qui lance une étude s'intéresse a une grandeur qu'il mesure a chaque
essal. Cette grandeur s'appelle la réponse, c'est la grandeur d'mtérét. La valeur de cette grandeur
dépend de plusieurs facteurs, Chacun de ces facteurs peut étre représenté par un axe gradué et

orient¢ (figure 11). La valeur donnée a un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau.

Lorsqu'on étudie linfluence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux
niveaux notés -1 et +1 (Goupy, 2006). L’espace expérimental, est donc 'espace coincé entre

deux axes représentant deux facteurs différents.
VI-2-2- Domaine d’un facteur

La valeur donnée a un facteur pour réaliser une expérience est appelée niveau. Lorsqu’on
¢tudie I'influence d’un facteur, en général, on lLimite ses variations entre deux bornes. La borne
mférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut. C’est 'expérimentateur qui
définit ces deux niveaux en fonction des spécificités de I'étude. L’ensemble de toutes les valeurs
que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau haut, s’appelle le domaine de variation

du facteur ou plus simplement le domaine dufacteur.
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S’il y a plusieurs facteurs, chacun d’eux a son domaine de variation. Afin d’avoir une
représentation commune pour tous les facteurs, on a I’habitude d’indiquer les niveaux bas par —1

et les niveaux hauts par +1.

domaine du facteur

/
.'IIII
."l.
/

i .
-

— o

niveau bas -1 + 1 niveau haut

Figure 12:domaine de variation du facteur. Le niveau bas du facteur est noté -1 et le niveau

haut+1

VI-2-3- Surface de réponse

A chaque point du domaine d’étude correspond une réponse. A Iensemble de tous les
points du domaine d’étude correspond un ensemble de réponses qui se localise sur une surface

appelée surface de réponse(figure 13).

Cette surface de réponse est trés importante puisque c’est elle qui représente le

comportement de la réponse quand on fait varier les niveaux des facteurs (Goupy, 2005)

Réponse — -1
== // A
/ >
'f, ///

el
Facteur 2
o--e = ®p

A= @ - ®---
A B Facteur 1
-1 +1

Figure 13:les réponses associées aux points du domaine d'étude forment la surface de réponse

(goupy,2006).
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V- Docking Moléculaire
V-1- Généralités

L'identification et la mise au point de nouveaux médicaments se fait par lamarrage
moléculaire ou docking moléculaire qui sert souvent a déterminer lorientation de petites
molécules liées a leurs protéines ciblées afin de calculer leurs affinité et niveau d'activité. Ainsi,
lamarrage joue un role important dans la conception pensée de nouveaux médicaments. En raison
de sa valeur biologique et pharmaceutique, on s'est efforcé d'améliorer les méthodes qui calculent

lamarrage moléculaire(Dekkiche, 2018).

Le Docking moléculaire est défini comme étant I'ensemble des mécanismes et mteractions
mtervenant lors de la formation de complexes moléculaires. Il a des applications pratiques dans
I'ingénierie des protémnes et la conception de nouveaux médicaments. Il y a difiérents types de
docking dont ligand-protéine, protéine-protéine, glucide-protéine et ADN-protéine. Le « docking
» moléculaire consiste a prédire la ou les structures des complexes formés entre une molécule

active et une protéine(Dekkiche, 2018).

V-2- Les outils du docking moléculaires
V-2-1- Le récepteur

Est une macromoléculaire étant le plus souvent une protéine (El Hadji, 2016). La premicre
grande voie d’étude et de conception de molécules bioactives par modélisation moléculaire est
celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche est basée sur I'exploitation de la

structure moléculaire tridimensionnelle de la protéine cible (Fortuné, 2006).

Trois méthodes expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure des
protéines : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et Ila
cristallographie par rayons X. Cette derniere technique est responsable de la majorit¢ des
structures issues d’une base de données de structures appelée la «Protem Data Bank» (PDB)
(Arrault, 2007).
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V-2-2- Le ligand

Pour un docking moléculaire, le ligand doit étre €galement sous forme 3D. A présent, il
existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : La premiere souvent
d’aspect commercial, est constituée de bases de données de structures chimiques appelées
chimiotheques ou espaces chimique. Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB
ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol,
mol2....etc.) grace a des logiciels de construction moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab,
Titan ou Sybyl ...etc(Mokrani, 2012).

V-3- Les programmes dedocking

A Theure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou non)
sont disponibles.Les plus fréquemment cités sont respectivement : AutoDock, GOLD, FlexX,
DOCK, ICM et MOE. IIs permettent notamment un criblage rapide de vastes librairies de
composés. Ces programmesreposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques, leur

protocole est composé de deux étapes essentielles DockingetScoring(Grosdidier, 2007).
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Chapitre 02 Matériel et Méthodes

I- Matériel et M éthodes

Le sujet «L'activit¢ antioxydant de l'armoise blanche: Docking moléculaire et optimisation
par surfaces de réponses » fait appel a deux méthodes bien distinctes de criblage de Deffet
antioxydant :

La méthode virtuelle« in-silico » en utilisant le Docking moléculaire qui nous permet de
prédire la structure d'un complexe moléculaire composé des principes actifS (ex. les constituants
des extraits de I'armoise blanche), qui interagissent avec une cible protéique, afin de montrer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée ;

La méthode in-vitro :en utilisant des réactifs comme le DPPH et 'H202. Dans cette étude
on va utiliser un plans de surface de réponses afin d’évaluer les meilleures conditions pour

I'extraction des polyphénols et des flavonoides extraits de la partie aérienne de I'espéce Artemisia
herba alba Asso.

1- Matériel
1-1- Docking moléculaire
1-1-1- Sources d’information a consulter

La banque de données protéiques du ResearchCollaboratory for Structural
Bioinformatics (RCSB), plus communément appelée Protem Data Bank ou PDB est la
principale source de données de biologie structurale et permet en particulier d’accéder a des

structures tridimensionnelles de protéines d’mtérét pharmaceutique (Berman et al., 2000).

Pubchem: est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le
National Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la Bibliothéque nationale de
médecine des Etats-Unis sous lautorit¢ de la National Institutes of Health (NIH) (NCBIL, 2004).
PubChem répertoire plusieurs millions de composés en mettant en ligne, gratuitement, pour
chaque substance une grande quantit¢ de données de divers ordres chimique, biochimique,

Pharmacologique, production et toxicologie.
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1-1-2- Ligands

Vingt-sept structures, constituants des extraits d’Artemisia herba alba téléchargées sous
format SDF (Tableau 03), ont ét¢ soumises a des études de docking moléculaire semi-flexibles

pour I'inhibition de Peroxyrédoxine (Sudhamani et al. 2019).
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Tableau 03 : Les constituants des extraits d’A. herba alba utilisés dans le docking moléculaire.

ID_PubChem Constituants d’A. herba alba Références
68827 Artemisin (genome.jp.10986)

162350 Isovitexin (Saleh et al., 1998)
162464 cirsilineol (Mohamed et al., 2010)
188323 cirsimartin (Shen et al., 1994)
211707 Taurin (Boriky, D .1995)
442658 schaftoside (Mohamed et al., 2010)
442664 vecenin-2 (Mohamed et al., 2010)
736052 o-santonin (Boriky et al., 1996)

3084995 isoschaftoside (Mohamed et al., 2010)

5280805 Quercetin 3-rutinoside (Saleh et al., 1985)

5281628 hispidulin (Shen, 1994)

5496475 | 5,7,3'-Trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone (genome.jp.10986)
12308602 Artemisiaalcohol (genome.jp.10986)
14021308 Erivanin (genome.jp.10986)
14413713 2,5-Dimethyl-4-vinyl-5-hexene-2,3-diol (genome.jp.10986)
44259782 Patuletin 3-glucoside (genome.jp.10986)
90474440 Herbolide A (Bouraouiet al., 2003)

101287064 herbolide E (Bouraouiet al., 2003)
101287065 herbolide F (Bouraoui et al., 2003)
101287066 herbolide G (Bouraouiet al., 2003)
101287067 herbolide H (Bouraoui et al.2003)
101287068 herbolide 1 (Bouraouiet al., 2003)
101316780 herbolide B (Bouraoui et al., 2003)
101316781 herbolide C (Bouraoui et al., 2003)
101409165 | 5-Methyl-2-methylene-4-vinyl-5-hexene- (genome.jp.10986)
1,3-diol
102117175 torrentin (genome.jp.10986)
13944248 Isoerivanin (Boriky et al., 1996)
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1-1-3- Macromolécules

Pour le test in-silico de l'effet antioxydant de I’armoise blanche, nous avons choisi la
Peroxyrédoxine (Sudhamani et al. 2019). Ces protéines sensibles au potentiel redox sont
mpliquées dans le mécanisme de détoxification du H202, une molécule oxydante induite lors de
situations de stress (Maheux, 2013). La structure dont ID PDB : 3MNG déposée par Hall et al.
(2010) a éte téléchargées sous format PDB et dont les structures tridimensionnelles obtenues par

diffraction des rayons X (Tableau 04 et Figure 16).

Tableau 04: caracteres de la structure utilisée dans le docking moléculaire.

Protéine Méthode de | Résolution | Valeur de R | Nombre Ligand Co-
détermination de résidus | cristallisé
3MNG diffraction des 145 A 0.136 161 (4S,55)-1,2-
rayons X Dithiane-4,5-diol

Figure 16:Structure tridimensionnelle de Peroxyrédoxine (PDB : 3MNG)
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1-1-4-Programmes (logiciels)
On a utilis¢ le logiciel MOE 2014 (Molecular Operating Environment) pour le Docking

moléculaire.
1-2- Optimisation de I’extraction des antioxydants par plan d’expérience
1-2-1- Matériel végétal

Le matériel végétal comprend la partie aérienne de I'espéce Artemisia herba alba récoltée

de la région d’El-hamma, Wilaya de Khenchela au mois de Mars 2020.

L’identification botanique a été effectuée a I'aide de la flore locale (Quezel et Santa,1963)
et confrmée par Dr. ZERAIB Azzeddine (maitre de conférences a I'universit¢ Abbes Laghrour-
Khenchela).

Apres séchage pendant 2 semaines, le matériel végétal a ét¢ découpé en petits morceaux
d’environ lcm de longueur, et broy¢ a laide d'un mortier traditionnel pour obtenir une poudre
grossiere, puis réduite en poudre fine a laide d'un mouln. La poudre sera utilisée pour

I'extraction polyphénols.
1-2-2- Matériel de laboratoire
I-2-2-1 Réactifs

Trichlorure d’aluminium AICI3 (2%), Folin- ciocalteu, carbonate de sodium (Na2 CO3
(20%), lacide gallique, Quercétine, chlorure de sodium (NaCl), Méthanol, 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DDPH), peroxyde d’hydrogéne (H20:2), Diméthylsulfoxyde (DMSO), eau
distillée.

I-2-2-2 Appareillage

Spectrophotométre, Bain-Marie, Agitateur magnétique, Vortex, Balance électrique, Tubes a vice,
Micropipettes.
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1-2-3- Programmes

On a utilis¢ le logiciel JIMP7Discoverypour I'optimisation de I’extraction des polyphénols,

des flavonoides et leur activité antioxydant.

2- Méthodes
2-1- Le test in-silico
2-1-1- Test de fiabilité

La fiabilit¢ du programme utilisé est testée en utilisant deux criteres :

L’écart quadratique moyen ou le RMSD (RootMean Square Déviation) entre la position du
ligand du complexe cristallographique (position initiale) et celles des ligands amarrés par le
programme MOE (position aprés redocking avec MOE). Un seuil maximal de 2A est souvent

utilis¢ pour discriminer une bonne position d’une mauvaise ;
L’analyse visuelle de la superposition du ligand simulé sur le ligand Co-cristallisé.
2-1-2- Préparation de la protéine (macromolécule)

Les molécules d’eau ont été retirées pour la stabilit¢ des protéines, a I'exception de deux
molécules (molécules 1109 et 1178) qui font partie du site actif de la protéine (Figure 17).
Certains résidus qui ne sont pas impliqués dans la réaction catalytique de l'enzyme sont éliminés
(sels et métaux), et des atomes d'hydrogene polaires ont été¢ ajoutés. L’¢énergie des deux structures
protéine et ligand Co-cristallisé est minimisée en utilisant les forces de champ dans I’Amber99

mplanté dans le MOE.
2-1-3- Préparation des ligands

vingt-sept structures de constituants de I'armoise blanche ont été téléchargées de la banque
de données PubChem sous format SDF tridimensionnel puis regroupées dans une seule base de
données. Les structures des molécules ont été corrigées par I'addition des hydrogénes et la
minimisation d’énergie en utilisant les forces de champs dans le MMFF94x implant¢ dans le
MOE.
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Figure 17:structure de site actif de la protéine testée.

2-1-4- Procédure de Docking moléculaire

Le Docking moléculaire ét¢ réalisé a laide du MOE 2014.0901. Le site actif de la protémne
étudiée a ¢été défini autour des ligands co-cristallisés. Ensuite, la base de données des constituants
de larmoise blanche a été ancrée dans le site actif de la protéine a laide de la méthode d'ancrage

triangulaire et 30 conformations de chaque complexe ont été¢ générées avec le score d'ancrage.
2-2- Optimisation de P’extraction des antioxydants
2-2-1- Plan d’expérience

On a choisi le plan central composite (CCD) pour l'optimisation de I'extraction des
antioxydants a partr la partie aérienne de I'armoise blanche, en utilisant quatre réponses: le taux
des polyphénols totaux (Réponse Y1). La teneur en flavonoides (Réponse Y2). L’activité
antioxydant en utilisant H>O2(Réponse Y3) etlactivité antioxydant en utilisant le DPPH
(Réponse Y4).
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Afin d’évaluer les meilleures conditions pour Dextraction des antioxydants de I'espéce
Artemisia herba alba, quatre facteurs ont ét¢ étudiés: le rapport solvant /eau (80/20, 50/50,
20/80), le rapport liquide /solide (g/10ml) (0.8, 1.2, 1.6), la température (c°) (30, 50, 70) et le
temps d’extraction (heures) (1, 2, 3). Les quatre facteurs sont représentés en trois niveaux codés
par -1, 0 et +1 pour le minimum, moyenne et le maximum respectivement.Les niveaux mférieurs,

de base et supérieurs des parametres a optimiser ont ét¢ fixés en s’inspirant des travaux antérieurs

(Benmeziane et al., 2014 ; Saikia et al., 2015; Saikia et al., 2018).

Letableau 05 réunit les valeurs des variables réelles et codées des trois parametres. La

construction de la matrice des expériences nous a donné 26 essais.

Tableau 05: valeurs des variables réelles et codées des facteurs étudiés.

Variable Code du variable -1 0 +1
Température (c°) X1 30 50 70
Temps (h) X2 1 2 3
Solide/liquide X3 0.8 1.2 1.6
M éthanol/Eau X4 20 50 80

La poudre obtenue (0.8, 1.2, 1.6g) a ét¢ mise a macérer dans un volume de 10ml de
méthanol & différentes concentration (20%, 50%, 80%) sous agitation et incubation pendant (1, 2,
3h) a une température de (30, 50, 70 c°) suivant la matrice donnée par le logiciel JIMP (Tableau
06). L’extrait a ¢été¢ filtré sous vide et les solidessont ¢éliminés. Afin éviter les pertes pendant le
processus de filtration qui pourrait brouiller les résultats ; le filtrat a été porté a un volume exact

(10 ml) avec le solvant d'extraction.
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Tableau 06 :Matrice d’expérience pour les facteurs étudiés pour 'optimisation de I’extraction

des antioxydants de I’armoise blanche.

Variables indépendants Facteur étudiés
Essai X1 X2 X3 X4 Y1 Y2 Y3 Y4
1 50 120 1.2 50
2 70 60 1.6 80
3 30 60 0,8 20
4 70 60 0,8 80
5 50 120 0.8 50
6 30 180 0.8 20
7 30 60 0,8 80
8 30 180 0.8 80
9 70 180 0.8 80
10 70 60 1,6 20
11 70 180 0.8 20
12 30 60 1,6 80
13 50 120 1.2 80
14 50 180 1,2 50
15 50 120 1,2 50
16 30 180 1,6 80
17 70 180 1,6 20
18 30 180 1.6 20
19 70 180 1.6 80

28



Chapitre 02 Matériel et Méthodes

20 30 120 1,2 50
21 50 60 1,2 50
22 30 60 1,6 20
23 70 60 0,8 20
24 70 120 1.2 50
25 50 120 1,2 20
26 50 120 1,6 50

2-2-2- Dosage des polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux se fait par la méthode deFolin-Ciocalteau citée par
Moufouk et al. (2020). 200 pl d’extrait ou standard (préparés dans le méthanol) avec des
dilutions convenables sont ajoutés a 1000ul de réactif de Folin-ciocalteu (dilué¢ 10 fois v/v) et
Aprés 4 min, 800ul d’une solution de carbonate de sodium de 7.5% (m/v) de concentration sont
additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante I’absorbance
est mesurée a 765nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec l'acide gallique et elle est exprimée en ug

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (ug EAG/g d’extrait).
2-2-3- Dosage des flavonoides

Les flavonoides contenus dans les extraits de I'armoise blanche estimés par la méthode
d’AICI3 (Moufouk et al., 2020), on met 1 ml trichlorure d’alummmum a 2% préparé dans le
méthanol et rajouté a 1ml de différents extraits de la plante. L’ensemble est incubé a 'ombre a la
température ambiante pendant 10 mmnutes, I'absorbance est lue a 430 nm. La quantification des
flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard:

Quercétine. La teneur en flavonoide est exprimée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme de maticre seche(mg EQ/g MS).
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2-2-4- Tests de P’activité antioxydant

2-2-4-1- Le test de DPPH

Le DPPH est un radical libre stable qui posséde une coloration violet foncé, lorsqu’il est
réduit la coloration devient jaune pale. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la
procédure décrite par Benariba et al., (2013) avec quelques modifications. La solution de DPPH
est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100ml du méthanol.

Un volume de 100ul de chaque extrait est ajouté a 900 pl de la solution méthanolique du
DPPH (0,1 mM) fraichement préparée. Le contrle négatif est préparé en mélangeant 100 pl du
méthanol avec 900yl d’une solution méthanolique de DPPH. Les tubes sont incubés incubation
pendant 30 min a lobscurit¢ et a la température ambiante. La lecture des absorbances est

effectuée a 517 nm.

+ Antioxydant-OH A, ,.‘ + Antioxydant-0"

Figure 18 : réaction d'u antioxydant avec le radical libre DPPH.

L’activité antioxydant, qui exprime la capacit¢ de piéger le radical libre est exprimée en

pourcentage et donnée par la formule suivante :
AA%= (Abs517controle-Abs échantillon 517/Abs517 contréle <100
2-2-4-2- le test de H,O,

Le OH est le radical libre extrémement réactif formé dans les systemes biologiques a partir
d’anion super-oxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques comme le fer

et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et Freeman, 2001).
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Ce radical possede un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2310 mV)
qui lui permet de réagr avec les lipides, les protéines les polypeptides et ADN particulierement
la thiamine et la guanine (Siddhuraju et Becker, 2007).

In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle par les extraits des plantes est basée sur :
la réaction de Fenton en mesurant la génération du radical OH et son effet sur 'oxydation et la
dégradation des molécules biologiques tels que le désoxyribose de 'ADN. Dans cette technique
le systtme implique l'auto- oxydation du complexe Fe2+—EDTA dans un milieu eaqueux pour

former Oz, quiest rapidement dismuté en H202 a pH 7.4.

Apres, ce dernier est einteragit avec Fe2+ pour former les radicaux OH en présence de

I'acide ascorbique comme ecatalyseur (réaction de Fenton)
(H202 + Fe2+—EDTA OH + OH- + Fe3+-EDTA)

ela dégradation du désoxyribose par OH dégage certains produits estimés en
malonaldéhyde (MDA), d’un chromogene rose lors du chauffage avec I'acide thiobarbiturique et

dans un milieu acide.

La présence des anti-radicaux protege et diminue la production des MDA (Halliwell et al.,

1987).

Notant que, le role d’ascorbate est la réduction du Fe3+ en Fe2+ et cela provoque la

réaction de Fenton (Fe3+—EDTA + ascorbate Fe2+—EDTA + ascorbate oxyd¢).

La capacit¢ du piégeage du radical hydroxyle est évaluée avec le pourcentage d’nhibition
de Toxydation de 2-désoxyribose par les radicaux hydroxyles. Le pourcentage du piégeage est
calculé en basant sur la formule suivante : /100* AAAA——= 210 0 Pourcentag due pi¢geage %
D(D( Ou : A0 : représente I'absorbance du contrdle sans extrait ; : représente I'absorbance apres

I'addition de I'extrait et de désoxyribose : représente I'absorbance de I'extrait sans désoxyribose.

Al A2 Le controle posttif utilis¢ est celui du BHA. Les expériences sont répétées en 3 fois.
2-2-5- Analyse des résultats

La construction de la matrice des expériences nous a donné 26 essais. Afin de prédire le

point optimal, une fonction polynomiale de second ordre a été ¢€laborée. Elle permet d’étudier la
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relation entre les variables indépendantes (la température, temps de macération, le rapport
maticre végétale/volume du solvant, et la concentration du solvant) et les réponses (le taux des

polyphénols totaux, la teneur en flavonoides, I'activitt Antioxydant en utilisant H2Oz, Tactivité
antioxydant en utilisant le DPPH).

La forme générale de I'équation polynomiale du second ordre est la suivante :
Yi = B0 +ZBiXi + XPiiXi 2+ ZPijXiXj

Avec :

Yi : la réponse ;

BO:la constante du modele;

Xi, Xj: les variables indépendantes ;

Bile coefficient linéaire ;

Bijle coeflicient d’interaction ;

Bitle coefficient quadratique.

L'analyse statistique du modele est exécutée en analysant la variance (ANOVA). Cette
analyse inclue le test du Fischer (signification du modéle globale), sa probabilit¢ associee p(F), le
coefficient de corrélation R et le coefficient de détermmation (R2) qui mesure la qualité
d’ajustement du modele de régression. Pour chaque wvariable, les modeles quadratiques sont
représentés par des courbes de la surface de réponse (3D). Cette analyse est réalisée par le

logiciel JMP 7 Discovery.
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Résultats et discussion

3-1- Testde Fiabilit¢ du programme

Dans ce test nous avons évalué la capacité de logiciel MOE a prédire I'emplacement correct

du ligand au sein du site actif de la protéine. La prédiction est acceptable si les valeurs de RMSD

ne dépassent pas 2A(Gabb et al., 1997). Les résultats obtenus de ce test sont illustrés dans le
tableau 07 et la figure19:

Tableau 07 : Résultats de redockingdu ligand dans le site actif de Peroxyrédoxine (PDB :
3MNGQG) par le logiciel MOE.

Position | Score RMSD Interaction de ligand avec le site actif de Peroxyrédoxine

1 -4.5037 | 0.1835 4 liaisons d’hydrogéne avec les hydroxyles de ligand (HD-
THR44, HA-GLY46, HA-CYS47, HA-ARG127).

2 -4.2439 | 3.0866 4 laisons d’hydrogéne avec les deux atomes de soufre (HD-
CYS47, HA-CYS47, HA-ARG127, HA-GLY46)

3 -4.2361 | 0.7515 Une seule liaison hydrogeéne avec un hydroxyle du ligand

(HA-GLY46)
4 -4.1988 | 0.7735 3 liaisons hydrogéne avec les deux hydroxyles du ligand (HA-
CYS47, HA-ARG127, HA-GLY46)
5 -4.1863 | 0.9452 Deux laisons hydrogéne avec un hydroxyle du ligand (HA-

CYS47, HA-ARG127)

HA : hydrogene accepteur, HD : Hydrogéne accepteur

Il ressort que la majorité des valeurs de RMSD se situe dans Iintervalle 0,18 —1,0 A, la

meilleur position (RMSD = 0.1835) est celle qui donne le meilleur score. Ce qui nous permet de

dire que le programme MOE est un outii de modélisation bien adapté a I'étude in-silico de

I'mhibition de cette protéine.
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L’analyse visuelle montre qu’il n’y a pas de différence significative entre la pose du ligand
générée apres le dockingmoléculaire (colorée en bleu) et celle de référence déterminée
expérimentalement (colorée en vert), les seules différences enregistrées réside dans la longueur
ainsi que les énergies des laisons d’hydrogenesavec le site actif de la protéine (figure 19).Cela

témoigne davantage de la fiabilit¢ du programme MOE pour I'étude in-silico de I'imhibition de

Peroxyrédoxine.

wn

"]

Figure 19 : Superposition et interactions des ligands du complexe simulé par MOE par rapportau
ligand de référence.A, I'emplacement des deux poses du ligand (avant le docking colorée en vert,
apres le docking colorée en bleu) dans le site actif ; B, la superposition du ligand généré par le
MOE sur pose expérimentale ; C, diagramme de I'mteraction du ligand expérimental avec le site
actif de la protéine ; D, diagramme de I'nteraction du ligand généré par le MOE avec le site actif
de la protéine.
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3-2- Docking et Scoring

Le docking des 27 structures, constituants des extraits de 'armoise blanche, est effectué¢ sur
la Peroxyrédoxine (PDB: 3MNG), une protéine impliquée dans le mécanisme de détoxification
du H202, induite lors de situations de stress (Maheux, 2013). Les résultats obtenus sont illustrés
dans le Tableau 8. Les meilleurs inhibiteurs sont choisis en comparant leurs scores par rapport a

ceux du ligand co-cristallisé.

Tableau 8:Résultats de docking moléculaire des constituants de I’armoise blanche sur le site

actif Peroxyrédoxine (PDB : 3MNG).

ID_PubChem Constituants d’A. herba alba Score_(kcal/mole)
68827 Artemisin -4,8002
162350 Isovitexin -5,1142
162464 cirsilineol -5,3560
188323 cirsimartin -5,0652
211707 Taurin -4,9727
442658 schaftoside -6,0906
442664 vecenin-2 -6,2611
736052 o-santonin -4,6419

3084995 isoschaftoside -6,1990
5280805 Quercetin 3-rutinoside -6,7084
5281628 hispidulin -4,9983
5496475 5,7,3'-Trihydroxy-6,4",5'-trimethoxyflavone -5,1878
12308602 Artemisiaalcohol -4,5020
14021308 Erivanin -5,1631
14413713 2,5-Dimethyl-4-vinyl-5-hexene-2,3-diol -4,8326
44259782 Patuletin 3-glucoside -6,0215
90474440 Herbolide A -4,8318
101287064 herbolide E -5,0884
101287065 herbolide F -4,8141
101287066 herbolide G -4,6160
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101287067 herbolide H -4,9781
101287068 herbolide I -4,8516
101316780 herbolide B -5,1639
101316781 herbolide C -5,1368
101409165 5-Methyl-2-methylene-4-vinyl-5-hexene-1,3- -4,6687
diol
102117175 torrentin -5,2235
13944248 Isoerivanin -5,0735

Les meilleurs inhibiteurs sont présentés en gras

Le docking moléculaire a fait ressortir 26 composés présentant un score inférieur a celui du
ligand co-cristallisé qui est de -4.5037 kcal/mole, alors qu'un seul constituant (I’alcool
d’artemisia) a présent¢ la méme affinit¢ que le ligand de référence (-4,5020 kcal/mole). Ceci
montre que les constituants des extraits de I'armoise blanchesont des mnhibiteurs potentiels de la

cible.

Les résultats enregistrés peuvent étre expliqué par les caractéres physico-chimiques de ces
constituants. En effet, une corrélation négative hautement significative a ét€ observée entre le
score de laffinit¢ des constituants de I'armoise blanche et leurs poids moléculaire, le nombre
d’atomes lourds, le nombre d’atome hydrophobe, le nombre d’atome d’oxygene et la surface
topologique (TPSA). Tandis que le score enregistré n’est pas affect¢ par la solubilité de ces

molécules dans 'eau (Figure20).
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Figure 20:courbes de corrélation du score avec les caractéristiques physico-chimique des

constituants de ’armoise blanche.
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Les cinq meilleurs inhibiteurs ont des scores inférieurs a-6 kcal/mole. LaQuercetin
3-rutinoside est le meilleur inhibiteur de cette protéine avec un score : -6,7084 kcal/mole.
La formation d’'un complexe stable dépend de la fixation de l'inhibiteur dans le site actif.
La figure 21 présentée ci-dessous montre que la Quercetin 3-rutinoside prend la forme de
la cavité enzymatique formée par les résidus du site actif, ce qui signifie qu’il y a des
interactions qui stabilisent le complexe et par la suite, une meilleure fixation de cet
inhibiteur au niveau du site actif. Les interactions entre le site actif de la Peroxyrédoxine

et la Quercetin 3-rutinoside sont présentées dans le tableau 3et la figure 22:

Figure 21: L’emplacement de la Quercetin 3-rutinoside dans le cite actif de la Peroxyrédoxine.

L’analyse des résultats du docking moléculaire (figure22 et Tableau9) ont montrés que le
compos¢ Quercetin 3-rutinoside est bien positionné au sein du site actif de la

Peroxyrédoxine(3MNG) en formant quatre laisons hydrogénes.
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Tableau 9 :Résultats dudocking moléculaire de la Quercetin 3-rutinoside sur la Peroxyrédoxine
(BMNG).

Ligand Récepteur Interaction Distance Energie (Kcal/mol)
Ol15 THR44 HD 2,98 -1,7
016 THR44 HD 3,10 -14
05 LYS49 HA 3,32 -0,8
Ol15 CYS47 HA 3,07 -0,6

O polar = *» sidechain acceptor (O solvent residue arene-arene
acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic  =* backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation

O greasy -+ backbone donor metalfion contact

-, Proximity ligand O receptor

“" contour exposure exposure

Figure 22 : diagramme d’interactionsde la Quercetin 3-rutinoside/Peroxyrédoxine.
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La premiere liaison est formée entre I'oxygéne du groupement hydroxyle du composé¢ O15
et le résidlu THR44 avec une distance égale 2,98A. La deuxiéme liaison est formée entre
loxygéne du groupement hydroxyle (O16) de l'inhibiteur et THR44 d’une distance égale 3.10A.
La troisieme Laison est établie entre I'oxygene du groupement hydroxyle (O5) de I'inhibiteur et
LYS49 avec une distance égale 3.32 A. La derniére liaison est constatée entre loxygéne du
groupement hydroxyle de I'inhibiteur (O15) et le résidu CYS47 avec une distance égale a 3.07 A
(voir figure 22). De méme, plusieurs interactions hydrophobiques sont formées entre I'inhibiteur

et les résidus PRO40, PRO45, Phel120, Leul49 etlle119 du site actif de I'enzyme.

Le vecenin-2 est le deuxieme meilleur mhibiteur de la Peroxyrédoxine avec un score S= -

6,2611 Kcal/mol

La visualisation et I'analyse des résultats du docking représentés dans les figures23 et 24 et
le Tableau 10, ont montrés que le complexe vecenin-2-Peroxyrédoxine est stabilis¢ grice aux

liaisons d’hydrogene établies avec les groupements hydroxyles a lextrémit¢ de la structure de

vecenin-2.

Figure 23: L’emplacement duvecenin-2dans le cite actif de la Peroxyrédoxine.
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Tableau 10 :Résultats dudocking moléculaire du vecenin-2 sur la Peroxyrédoxine (3MNG).

Ligand Récepteur Interaction Distance Energie (Kcal/mol)
013 THR44 HD 3,12 -0,8

o7 LYS49 HA 2,96 -6,3

013 ARGI127 HA 3,13 -1,4

O polar - * sidechain acceptor () solvent residue arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H

O basic =% backbone acceptor solvent contact ©+ arene-cation
O greasy - backbone donor metal/ion contact

., PrOXimity - ligand O receptor

“ contour exposure exposure

Figure 24:diagrammes des interactions du vecenin-2/Peroxyrédoxine.
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Comme la montre la figure 24, ces liaisons sont constatées entre deux groupements
hydroxyles du vecenn-2 (O13 et O7) et trois résidus : THR44, LYS49 et ARG127. De plus, de
nombreuses interactions hydrophobiques participent a la stabilit¢ du complexe vecenin-2-
Peroxyrédoxine. Ces interactions font mntervenir les résidus Pro45, Leull6, Phel20, Pro40 et

Leul49 du site actif de I'enzyme.

Le troisitme meilleur inhibiteur de cette proténe est I’isoschaftoside avec un score de -

6.1990 Kcalmol (figure 25)

Figure 25:L’emplacement de I'isoschaftoside dans le site actif de la Peroxyrédoxine.

Deux laisons hydrogeénes contribuent a la stabilit¢ de ce ligand dans le site actif de protéine
(3MGN), qui ont été formées avec les résidus THR44237 et LYS49 avec une longueur de 2.91 A
et 2.89 A qui produit une énergie égale a -2,0 Kcal/mol et -1,0 Kcal/mol respectivement(Tableau
11 et figure 26).Les interactions hydrophobes sont formées avec LEU349, PHE120 et PRO20
(figure 26)
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Tableau 11 :Résultats dudocking moléculaire de I'isoschaftoside sur Peroxyrédoxine (3MNG).

Ligand Récepteur Interaction Distance Energie (Kcal/mol)
014 THR44 HD 2,91 -2,0
05 LYS49 HA 2,89 -1,0

O polar - *» sidechain acceptor () solvent residue arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex @H arene-H

O basic  *~*backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
(O greasy - backbone donor metalfion contact

-, proximity ° ligand O receptor

" contour exposure exposure

Figure 26:diagrammes des mteractions de I'isoschaftoside/Peroxyrédoxine.

Le pouvoir mhibiteur des constituants testés pourrait €tre justifié par leurs structures. Les
groupes hydroxyles des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogeénes; ils peuvent
réagr avec les especes réactives de 'oxygene et les especes réactives de lazote, a la fin de la

réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu (Achat, 2013).
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés  biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans
diversdomaines a savorr en médecine, pharmacie, cosmétologie et Iagriculture. Ce regain
d’mntérétvient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable
desubstances  bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les
médicamentsinquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifS pour

'organisme.

Un mtérét croissant est accordé aux antioxydants naturels d’origine végétale en raison de
leurs capacités biologiques prometteuses pour protéger le corps humain contre les effets néfastes
des radicaux libres, pour retarder la progression de plusieurs maladies chroniques et éviter le
rancissement des aliments par I'oxydation des lipides. L’évaluation des propriétés antioxydants
des composés naturels est trés importante en vue de leurs utilisations en médecine, dans les

secteurs alimentaires et en cosmétiques.

Le présent travail a pour I'objectif d’effectuer une optimisation par surfaces de réponses
d’évaluer Tactivit¢ antioxydant de lespéce Artemisia herba alba, plante algérienne utilisée en

médecine traditionnelle et appartenant a la famille Astéracée.

L’activit¢ antioxydant de [Iextrait aqueux d’Artemisia herba alba ¢ét¢ évaluée par
deux méthodes: La méthode virtuelle « in-silico » par le Docking moléculaire qui nous permet de
prédire la structure d'un complexe moléculaire composé des principes actifS (ex. les constituants
des extraits de I'armoise blanche), qui interagissent avec une cible protéique, afin de montrer le

mécanisme par lequel cette protéine est impliquée.

Le docking moléculaire des constituants de I'extrait d’Artemisia herba alba sur la protéine
Peroxyrédoxine nous a permis d’obtenir des résultats trés intéressants, en effet, tous les composés
testés ont montré une tres bonne affinité vis-a-vis de la protéine cible, et ils se sont donc montrés
de bon inhibiteurs. Parmi les composés testés, la Quercetin 3-rutinoside, le vecenin-2 et

I'isoschaftoside se sont révélés les trois meilleurs mhibiteurs de cette protéine. Les complexes
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formés entre ces composés et la Peroxyrédoxine sont stabilisés essentiellement par des laisons

hydrogenes.

Des études futures restent nécessaires afin de pouvoir déchiffrer et bénéficier de toutes les
vertus et les qualités que représentes les plantes médicinales steppiques, et plus particulierement
celles utilisées dans notre médecine traditionnelle a travers des générations dont la fameuse

armoise blanche.
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