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Résume

Résumé

La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils informatiques pour
traiter les données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la modélisation
moléculaire et plus précisément I’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le terme
"docking"). L’emploi initial du "docking" moléculaire a été de prédire et reproduire des
complexes (protéine-ligand). Le docking est la base de la reconnaissance moléculaire et du
type d’interaction. A chaque protéine cible de structure connue le docking se révéle étre la clé

dans le design de nouveaux ligands.

Notre travail consiste a étudier ’activité anti-oxydante des composés de [’huile
essentielle des galles de Pistacia lentiscus par 1’approche bioinformatique pour I’étude
d’interaction protéines-ligands in silico de quatre protéines (Glycolate oxydase, Sarcosine

oxydase, Tyrosine kinase et Peroxiredoxin 5).

Nos résultats montrent que le (2-Undecanone) a un effet anti-oxydant important par
rapport aux autres composés de 1’huile essentielle de Pistacia lentiscus du au meilleur score

qu’il présente avec les différents protéines.

Mot clés: Docking moléculaire, MOE, ligand, I’Huile Essentielle ,  Pistacia
lentiscus,l’activité anti-oxydante,Glycolate oxydase, Sarcosine oxydase, Tyrosine kinase et

Peroxiredoxin 5, 2-Undecanone.



Abstract

Abstract

Research in biology cannot currently do without computer tools to process the data
produced and optimize its advances. One of these tools is molecular modeling and more
specifically molecular stowage (more commonly known as "docking"). The initial use of
molecular "docking" was to predict and reproduce protein-ligand complexes. Docking is the
basis for molecular recognition and the type of interaction. With each target protein of known

structure the docking proves to be the key in the design of new ligands.

Our work consists in studying the antioxidant activity of the hexes of Pistacia lentiscus
galls were studied in vitro and by the bioinformatic approach for the study of protein-ligand
interaction in silico of four proteins (Glycolate oxidase, Sarcosine oxidase, Tyrosine kinase

and Peroxiredoxin 5).

Our results show that (2-Undecanone) has an important anti-oxidant effect compared to
the other EO compounds of Pistacia lentiscus due to the better score it presents with the

different proteins.

Keywords: Molecular docking, MOE, ligand, Essential Oil, Pistacia lentiscus,
antioxidant activity, Glycolate oxidase, Sarcosine oxidase, Tyrosine kinase and Peroxiredoxin

5, 2-Undecanone.
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Introduction Générale

Dans les derni¢res décennies, 1'étude des plantes médicinales et leur utilisation
traditionnelle dans différentes régions du monde connaissent un regain d’intérét.
Cetteutilisation demeure le recours principal pour une grande majorité des populations pour
résoudre leurs problémes de santé, non seulement du fait qu’elle constitue un
¢lémentimportant du patrimoine culturel, mais aussi pour les raisons de moyens financiers

limités (ElYahiaoui et al., 2015).

En Algérie les plantes médicinales sont utilisées de fagon traditionnelle dans le
traitement des pathologies inflammatoires. En effet, les métabolites secondaires des végétaux
supérieurs sont une source intéressante de substances qui peuvent lutter contre le stress

oxydant, tel est le cas des composés phénoliques(Boukerouis et al., 2016).

Les composés phénoliques sont des substances biologiques qui prennent une importance
croissante, grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Récemment, de nombreuses études ont
montré que ces composés sont des antioxydants naturels qui protégent contre les réactions des
radicaux libres (Duenas et al., 2009). Ces derniers sont en mesure de donner des protons aux
radicaux libres, et sont encore capables d'empécher la formation des espéces réactives de
l'oxygene. Ils présentent également un large éventail d'activités biologiques; qui peuvent &tre

attribuées a leurs propriétés anti-oxydantes (Osamuyimen et al., 2011).

Notre présent travail s’inscrit dans le cadre de valorisation des plantes médicinales, dans
notre pays tres riche en flore. Il s’intéresse principalement a la recherche des antioxydants
naturels de la plante médicinale :Pistacia Lentiscus de la famille des anacardiacées,
communément connue comme le lentisque, et est un arbuste méditerranéen largement utilisé
en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs pathologies telles que les troubles gastro-
intestinaux, les infections de 1'eczéma et des érythémes, et les inflammations de la gorge. En
outre, d'autres propriétés sont actuellement attribués a P. lentiscus, tels que la capacité anti-
oxydante, l'action hépato protectrice, et les effets anti-inflammatoires.(Zitouni et

Yahiaoui,2017).

L'huile essentielle est le parfum des plantes aromatiques. Elle s'appelle aussi I'essence
ou I’huile volatile qui est un produit de composition généralement assez complexe renfermant
les principes volatiles contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la

préparation (Bruneton, 1999).
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L’huile essentielle du lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui
concerne les problémes lymphatiques et circulatoires (Prichard, 2004).Selon Gardeli (2008),
les huiles essentielles révelent la présence de certaines activités antalgiques, antioxydants,

anti-inflammatoires, antimicrobiennes.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail, qui a pour objectif de déterminer les
composés de I’huile essentielle de lentisque dont on ne sait pas a quel composés on va
attribuer 1’activité anti-oxydante d’ou la nécessité d’utilisé ’outil bioinformatique pour

¢lucider un petit peu I’activité des différents composés.
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1. Introduction

En Algérie, les plantes ont une grande importance dans la médecine traditionnelle. Les
remedes utilisant les plantes, sont moins chéres et sans effet indésirables (Hallimi,
2004).Laflore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne, saharienne
et paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botanique.
Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%)
d’espéces endémiques. Le genre Pistacia est un genre particulier de la famille Anacardiacées

(Arab et al.,2014).

2. Classification de la plante (Pistacia LentiscusL)

2.1. Apercu sur la botanique de la plante Pistacia

Le Pistacia Lentiscus est une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae qui
regroupe des plantes dicotylédones. La composition de cette famille en genres et especes

différe selon les auteurs.

Les especes les plus importantes dans le monde du genre Pistacia d‘apres (Martini,

2003; Ibn Bitar, 1989; Ibn Sina, 1965) sont:

. Pistacia atlantica
. Pistacia chinensis
° Pistacia Lentiscus L

° Pistacia Palaestina - térébinthe de Palestine
° Pistacia térebinthus L - Pistacia Lentiscus térébinthe
o Pistacia Vera L - Pistacia Lentiscus vrai (qui donne les pistaches)

o Pistacia Vulgaris - Pistacia Lentiscus Vulgaris

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en l'occurrence Pistacia

lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica(Quezel et al., 1963).

2.2. Place dans la systématique

D¢apres (Quezel et Santa ,1963) la position des lentisques dans la systématique

du régne végétal est donnée par 1‘arbre phylogénique représenté dans le(tableauN°©01).
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Tableau 01.Classification botanique du Pistacia Lentiscus L(Cragg et al., 1997).

RégnePlantae
EmbranchementSpermaphytes
Sous embranchementAngiospermes
ClasseDicotylédone

Sous classeDialypétales
SérieDiacifores

OrdreSapindale
FamilleAnacardiacées
GenrePistacia

EspécelLentiscus

Figure 01 : Pistacia Lentiscus [ Anacardiaceae], arbuste commun des maquis et garigues en
Algérie (Mitcheh ,1986).
2.3. Morphologie de Pistacia Lentiscus L

Se sont les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines qui distinguent les différents

genres des anacardiacées.
2.3.1. Morphologie Florale

Larbre de lentisque est dioique, ses fleurs rougeatres se rassemblent sous forme de
grappes sortantes sous l‘aisselle des feuilles (Figure 02). Les fleurs males femelles sont

apétales et sont quinquennales en étamines pressées au fond du périanthe, elles sont tri-
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Stomates. La floraison de lentisque s‘étend du mois de Mars jusqu‘au mois de Mai

(Lemaistre ,1959).

Figure 02 : Fleurs de Pistacia Lentiscus L(Belhadj ,2000).
2.3.2. Les feuilles
Elles sont caduques et imparipennées, elles possédent trois ou quatre sépales, elles sont

caractérisées par un ovaire avec un style court a trois stigmates. Elles présentent des formes

elliptiques, lisses, d‘une verdure belle et luisante (Figure 03) (Onay et al., 2000).

Figure 03 :Feuilles de Pistacia Lentiscus L(Salah ,2017).

2.3.3. Graines (fruits)

Les fruits de I‘arbre de lentisque sont des drupes de petite taille d'environ cinq
millimeétres, globuleux qui renferment un seul noyau a une seule graine contenant une pulpe
de bon gofit et d‘une odeur embaumée (Ait youssef ,2006),ils sont de couleur verte, au début,

puis se transforment en rouge a mi-maturité et a la maturité ils sont noiratres (Figure 04).
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Figure 04 :Fruits de Pistacia Lentiscus L a différents stades de maturité¢ (Ben Douissa ,2004).

3. Répartition géographique et exigences écologiques dePistacia Lentiscus L

Les especes de cette famille sont des arbres, des arbustes résistant a la chaleur, au
froid et a la salinit¢ puisqu‘elles existent en abondance sur les bords de la mer
méditerranée (Boullard ,2001). On les rencontre surtout dans les régions tropicales a
subtropicales et dans les régions tempérées de 1°hémisphere Nord. Elles occupent une aire
de distribution tropicale ou subtropicale, qui compte quatre régions phytogéographiques :

méditerranéenne, irano touranienne, sino-japonaise et mexicaine (Figure 05) .

y* ~C’"‘

Figure 05 : Distribution géographique de genre Pistacia dans le monde

(Seigue,1985 ; Zohary., 1952 ; Kokwaro et Gillett ,1980).
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Pistacia Lentiscus Lest un arbrisseau qui préfeére les sols siliceux et secs, il se
développe aussi sur des sols calcaires. Ce genre parait s‘étre étendu a 1‘origine aux régions
forestieres subtropicales de la zone méditeranéene. Les espéces auraient subi plus tard une

forte xerophitisation (Figure 06) (Seigue, 1985).

. Pistocio lentiscus L. “\\

Figure 06 : Airede répartition de Pistacia Lentiscus L. autour du bassin Méditerranéen.

(Seigue ,1985).



Chapitre 2:
Chimie des métabolites
et les activitées biologiques




Chapitre 02 Chimie des métabolites et les activités biologiques

1. Introduction

Les végétaux sont de véritables usines capables de produire de nombreux métabolites
qui présentent une grande diversité de structures chimiques en fonction de leur nature
biochimique et de leur origine biosynthétique. Ils interviennent dans 1‘ensemble des réactions
enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I‘organisme. Avec leurs diversités
remarquables, les métabolites constituent une richesse largement exploitée dans les industries
agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Parmi ces métabolites, on cite

essentiellement les métabolites primaires et secondaires.(Djedaia, 2017).

2. Chimie des métabolites de la plante Pistacia Lentiscus

2.1. Les métabolites primaires

Le métabolisme primaire regroupe toutes les voies de synthése de composés
indispensables a la croissance et au développement de la plante. Les métabolites primaires qui
en proviennent ont donc un role clé et bien établi chez tous les végétaux (acides aminés et

protéines, acides gras, sucres et polysaccharides...).
2.1.1. Acides Gras

La classe la plus importante des acide gras dans I’huile de Pistacia Lentiscus est
représentée par les acides gras mono insaturés (AGMI), suivie par les AG saturée (AGS) et

polyinsaturés (AGPI) .

Le principal AG de I’huile de lentisque est de l'acide oléique (C18: 1) ; Cet AG est
réputé pour son réle dans la préservation des maladies cardiovasculaires et de sa valeur

nutritive (Bougherara, 2015).

2.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme des végétaux. Ils y jouent des roles trés importants, dont celui de moyen de
défense contre les agressions externes. Les produits des métabolismes secondaires sont tres
nombreux, plus de 200.000 structures ont été identifiées. Ils sont d‘une variété structurale
extraordinaire mais en faible quantité. Plusieurs composés, particulierement les composés
phénoliques, les alcaloides, les terpénes, les vitamines, les lignines..., appartenant aux
métabolites secondaires sont considérés comme composés physiologiquement actifs.

(Djedaia, 2017).
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On distingue classiquement quatre grandes catégories de métabolites secondaires chez
les plantes : les composés phénoliques, les saponines, les alcaloides et composés azotés et les

composés terpéniques.

Chez I’espéce Pistacia Lentiscus les métabolites secondaires les plus connues sont les

terpénoides, les stérols, les composés phénoliques et leurs dérivés.
2.2.1. Les terpénoides
a. Les monoterpénes (C10)

Dans le cas des hydrocarbures, les composés mono terpéniques correspondent le
plussouvent a la formule brute C10HI16.ils peuvent é&tre acycliques (myrcéne),
monocycliques(limonéne) ou bicycliques (camphéne). Ils constituent parfois plus de 90% de

I'huile essentielle(Molyneux, 2004).
b. Les sesquiterpénes (C 15)

Dont les variations structurales sont de méme nature que les monoterpenes, carbures,
alcools et cétones étant les plus fréquents. L'allongement de la chaine farnésyldiphosphate
(FPP) accroit le nombre des cyclisations possibles, d'ou la trés grande variété des structures
connues (Bruneton,1999). Il est estimé qu'il y a plus de 1000 structures des monoterpénes et

3000 sesquiterpeénes ((Molyneux, 2004).

2.3. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination

desgraines ou la maturation des fruits (Baueret al.,2001).

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette, ensuite par le degré de modification de
ce squelette degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les
liaisonspossibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,

protéines, ...etc.) (Antonet al.,1999).
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Il existe dans les végétaux des milliers de composés phénoliques différents. Ces
composés regroupent un ensemble de plus de 8000 molécules. Ces composés sont divisés en
une dizaine de classes chimiques, selon leur nombre de cycle phénol ainsi que les ¢€léments de
structure qui lient leurs anneaux les uns aux autres. Ils peuvent aller de molécules
simples,comme les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés, de plus de

30000 Dalton, comme les tanins (Collin et al., 2011).

Classes de composés '
phénoliques o’ Exemples

—

Quelques origines ‘

Acides phénols —| l l
!

Les acides hydroxybenzoiques c———>acide gallique —— chéne, thé, hamamélis.
Les acides hydroxycinnamiques ——>acide férulique —— riz, café, artichaut.

Flavonoides
s
Flavones —Jutéoline — 5 Aubépine.
Flavonols ——-— Quercétine ____ theé vert, oignon.
Flavanols = Cathéchine ———, thé vert, thé noir.
Flavanones — - Naringéning ———————pagmmes (pamplemousse)

Tanins

4
Tanins condensés = =———=proanthocyaniols —— raisin noir, amande.
Tanins hydrolysables e———c—penta O-galloyl-b-D-glucose = __, noix de galle.
(Tanin gallique)

Hétérosides —=—2> ginsenosides ——» le ginsing.

Lignanes I ——— sécoisolaricirésinol —»graines de lin
Stilbénes | . trans- resvératrol —p raisin, cacahouéte.
Quinones |.=> 1.4-naphtoquinone (vitK1) —p légumes vertes.

T ——u. 2H-1-benzopyrane-2-one —pfeve Tonka, lavande.

Figure 07 : Principales classes de composés phénoliques et quelques exemples

(Bruneton,1999 ; Macheix ez al ., 2005 ; Watson et al., 2014).
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2.3.1. Les flavonoides

Cette famille est considérée parmi les ensembles des composés phénoliques les plus
variés et les plus répandus. La structure de base des flavonoides est représentée par la figure

08. Elle renferme deux noyaux et un cycle hétérogene portant del‘oxygene (cycle

pyrimidique) (Bruneton, 1999).

Figure 08 : Squelette de base et nomenclature des flavonoides(Hanasaki ez al., 1993).

A partir du degré d‘oxydation ou de réduction de la partie hétérogene, il est possible de

faire répartir les flavonoides en six classes phénoliques : flavanols, flavanones, flavones,

anthocyanes et isoflavonoides (Tableau N °2)(De Rijke etal., 2000).

Tableau 2.Classification des flavonoides (Yao et al. 2004).

Classes Structures chimiques R3 | R4 RS’ | Exemples Propriété
Flavones . H OH H Apigénine -Antioxydants
[ e — naturels
o . OH | OH Lutéonine - Anticancéreuses
s
K OH | OCH Déosmétine
On = 3
Flavonols . H OH H Kaempférol -Antihistaminique,
L antiinflammatoire
= J} O OH | OH H Quercétine et antioxyd?r}te.
\f-}/ e -Isorhamnétine:
N, OH |OH | OH | Myrecétine | propriétés
iy © antioxydante
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Flavanols

OH

OH

H

Catéchine

Antihistaminique,
antiinflammatoire
et antioxydante

Flavanones

OH

Naringénine

OH

OH

Eriodictyol

-Neutralisation des
radicaux libres.
-Amélioration de
I’absorption de la
vitamine C.

-la prévention des
cancers de la peau.

Anthocyan
idines

OH

Pelargonidine

OH

OH

Cyanidine

OH

OH

OH

Delphénidine

- La lutte contre le
vieillissement
cellulaire en
améliorant
I’élasticité et la
densité de la peau
- Présente comme
des couleurs
brillant dans les
fruits et les
légumes.
-Antiseptiques
urinaires.

Isoflavones

RS

R7

R4’

OH

OH

OH

Genisteine

0O-
GLU

OH

Daidzeine

-Phytoestro
géniques -Source
de phytoestrogenes.

2.3.2.

Les tannins

Le terme de tanin désigne des composés phénoliques ayant la capacité¢ de précipiter

lesprotéines (Atkinson et al, 1922). Les tanins sont des composés polyphénoliques

trésrépandus dans le monde végétal. Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe

dessubstances phénoliques polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500

et3000 dalton qui présente, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de

précipiterles alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999).0On

distingue deux groupes de tanins différents par leur structure et par leur originebiogénétique :

12
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> Les tanins hydrolysables.

> Les tanins condensés
Tanins
| Gallotanins | | Ellagitanins | | Tanins complexes Ca R

e e
o -
A Catocr N sl

o on 5

— oR — o

/ I = o > -

& HO_ J o " b O = ’ o
RO \ O I g -

N o - l c—0 & : = - ~

O op HO S OV OR 1 \ oG

< RO o SGo _oVy © HO - ey o= O o

. 5 & y
OM O TPUS———

1 2 3 "

Figure 09 : Exemples de structures des principaux types de tanins (Khanbabaee et van
Reeb, 2001).

2.3.3. Les coumarines

La coumarine est une matiére cristalline sans couleur, d‘odeur embaumée semblable a
1‘odeur de 1‘herbe récemment coupée. La coumarine et les fleurs de Mililotus (renfermant la
coumarine sous forme de glucoside) sont utilisées comme saveur d‘arome gouteux dans
I‘industrie de quelques types de tabac, elle trouve ¢galement une grande importance dans

lI‘industrie de parfums (Mpondo et al., 2015).
2.3.4. Les saponines

Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez
lesvégétaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives. La plupart des
saponosidesprésentent des propriétés hémolytiques. Les saponosides peuvent étre classés en
deux groupesselon la nature de leur génine: saponosides a génine stéroidiques et saponosides

a géninetri terpéniques(Bruneton, 1999).
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3. Les huiles essentielles

L'huile essentielle est un extrait végétal provenant des plantes dites: aromatiquesqui
contiennent donc dans leurs feuilles, fruits, graines, écorces, ou racines, un grandnombre de
molécules aromatiques, qui constituent le ou les principes essentielles desplantes. Les huiles
essentielles sont des substances de consistance huileuse, plus au moins fluides, voire
rétinoides trés odorantes, volatiles, souvent colorées : du jaune pale au rouge foncé voir brun,
en passant par le vert émeraude ou encore le bleu. Elles sont plus 1égeres que 1'eau (densité de

l'ordre de : 0,750 a 0,990) (Bardeau, 2009).

Ces essences sont solubles dans I'alcool, 1'éther, le chloroforme, les huiles,
lesémulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais insolubles dans
I'eau(Bardeau, 2009). Ce sont des métabolites secondaires, la plante utilise 1'huile pour
favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques

et conservant 'humidité des plantes dans les climats désertiques (Mohammedi, 2006).

Les principaux constituants des huiles essentielles sont des terpeénes
(aliphatiques,acycliques, aromatiques....), des substances grasses, (intimement associées aux
fonctionsbiologiques des organismes vivants) et plusieurs corps oxygénés aux propriétés
chimiquesdiverses (alcools, aldéhydes, cétones, phénols, esters, acides organiques,

coumarines, etc.).

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant
plusieursconditions: l'environnement, le génotype, origine géographique, la période de
récolte, leséchage, 1'état sanitaire, la flore adventice........ (Mohammedi, 2006; Bardeau,

2009).

4. Composition chimique d’huile essentielle des feuilles de Pistacia lentiscus

L'analyse chimique par chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a
laspectrométrie de masse (GC-MS), de l'huile essentielle extraite par hydrodistillation
desparties séchées des feuilles de P.lentiscus. La composition chimique des feuilles de
Pistacia Lentiscus est caractérisée par laprésence des polyphénols (Romani et al., 2002),
glycosides, flavanols comme la quercétine,myricétine, luteoline ainsi que 1’isoflavone

genisteine (Romani et al., 2002; Vaya et Mahmood, 2006).
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Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, asavoir ’acide
gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl(Romani et
al.,2002).

Une étude phytochimique réalis¢ par (Kive¢ak et al, 2005)sur I’huile des feuilles
dePistacia Lentiscus a permis d’identifier quantitativement le a -tocophérol par 1’utilisation

de laméthode TLC-DC également appelée chromatographie sur couche mince (CCM) .

5. Utilisations thérapeutiques

L’huile des fruits dePistacia Lentiscus est utilisée pour son intérét médicinal, conseillée
pour lesdiabétiques, pour le traitement des douleurs d'estomac et en cas de circoncision

(Hmimza,2004).

En plus, elle est utilisée comme un remede d'application locale externe sous forme
d’onguentpour soigner les briilures (Bensegueni et al, 2007) ou les douleurs dorsales

(Bellakhdar, 1997).

La médecine traditionnelle algérienne utilise surtout cette I’huile grasse dans le

traitement despetites blessures, brilures 1égeres et érythémes.

L’huile dePistacia Lentiscus est aussi employée par voie orale contre les problémes
respiratoires d’origine allergique etles ulcéres de 1’estomac. Ces usages sont surtout répandus
a I’Est du pays;danscette région elle est aussi utilisée comme huile alimentaire. (Iserin, 2001 ;

Baudoux, 2003).

6. Activités biologiques et pharmacologiques

De nombreuses études pharmacologiques ont rapporté que les molécules contenues dans
les différentes parties (feuilles, fruits, partie aérienne) de cette plante ont de multiples activités
biologiques a savoir : anti-oxydante, antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire,

anticancéreuse, etc.,

Ci-dessous (tableau N° 03) récapitulatif.
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Tableau 03.Activités biologiques et pharmacologiques de Pistacia lentiscus.

Pistacia lentiscus

Activités biologiques

Partie utilisée

Meétabolites/ Extraits

Références

anti-oxydante Fruits Acide digallique Bhouri et al., 2010
Extrait hydro-alcoolique Remila et al., 2015
Feuilles Huile essentielle Barra et al., 2007
Fractions aqueuses du chloroforme et d’hexane Atmani et al., 2009
Mastic Extrait aqueux de résine Sakagami et
al.,2009
Antimicrobienne et Feuilles Huile essentielle Djenane et al., 2011
antivirale
Extrait méthanoique Chrysaavgi et al.,
2008
Fruits Huile végeétale Mezni et al., 2015

Extrait phénolique

Mezni et al., 2015

Mastic liquide

Extrait aqueux de mastic

Sakagami et al.,
2009

Antifongique Feuilles Huile essentielle Ismail et al., 2013
Antiinflammatoire Feuilles Extraits aqueux, chloroforme, éthyleacétate et Dellai et al., 2013
méthanol
Fruits Huile végétale Ben Khedir et al.,
2016

Extrait hydro-alcoolique

Remila et al., 2015
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Pistacia lentiscus

Huile végétale

Al-said et al.,2009

Antidiabétique Fruits Huile végétale Djerrou et al., 2011
Extrait éthanolique, fractions aqueuse et organique Mehenni et al., 2016
Feuilles Extrait éthanolique, fractions aqueuse et organique Mehenni et al., 2016
Anticancéreuse Feuilles Extrait hydro-alcoolique Remila et al., 2015
Hépatoprotectrice Feuilles Extrait éthanoique, fractions aqueuse et organique Mehenni et al., 2016
Anticholinestérasique Feuilles Extrait aqueux Benamar et al., 2010
Insecticide Feuilles Huile essentielle Bachrouch et al.,2010
Anti-ulcere Fruits Huile végétale Naouar et al., 2016
Antimutagene Feuilles Huile essentielle Ben Douissa et al., 2005

Extrait aqueux

Hayder et al., 2005

Extrait enrichi en flavonoides

Hayder et al., 2005
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1. Introduction

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles.(Goupy Jacques,2001). Ils sont
applicables a de nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou 1’on
recherche le lien qui existe entre une grandeur d’intérét, y, et des variables, xi. Il faut penser

aux plans d'expériences si I’on s’intéresse a une fonction du type :

y=f(x)

Avec les plans d'expériences on obtient le maximum de renseignements avec le
minimum d'expériences. Pour cela, il faut suivre des régles mathématiques et adopter une
démarche rigoureuse (Box Georgeet al.,2005).

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

Nous allons maintenant appliquer les notions et les propriétés que nous venons de

décrire aux plans d’expériences les plus classiques. Nous verrons successivement les plans

suivants :
> Plans factoriels complets a deux niveaux.
> Plans factoriels fractionnaires a deux niveaux.
> Autres plans a deux niveaux.

o Les plans de Koshal
o Les plans de Rechtschaffner
o Les plans de Plackett et Burmann
o Les tables de Taguchi
o Les plans sursaturés
» Plans a plusieurs niveaux.
o Plans complets a trois niveaux
o Carrés latins
o Carrés gréco-latins
o Carrés de Youden
o Plans a niveaux mixtes
» Plans pour surfaces de réponse.
» Plans de mélanges.

> Plans booléens.
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» Plans optimaux.

» Plans pour simulations numériques.

2. La Méthodologie des Surfaces de Réponse

L’optimisation de procédé cherche a trouver I’ensemble des conditions de
fonctionnement pour les variables du procédé qui ont comme conséquence la meilleure
performance du processus. La Meéthodologie des Surfaces de Réponse (MSR),(Byeng
etal.,2003 ;Gau et al.,2001 ; Noordin et al.,2003 ; Onur et al.,2003),est une collection de
stratégies expérimentales de méthodes mathématiques et statistiques qui permet a un
expérimentateur de choisir la meilleure des combinaisons des niveaux des paramétres qui
optimise un processus. La MSR est une approche d’optimisation développée au début des
années 50 par Box et Wilson (Box et Wilson, 1951).De nombreux chercheurs ont contribué a
enrichir cette méthode(Cornell ,1990 ; Quesada et al., 2004 ; Montgomery ,2004),¢ct elle a

¢été introduite en Europe vers les années 1988 — 1990.
L’objectif d’une telle méthodologie est de :

v Déterminer les conditions de fonctionnement optimales pour un systéme ou un
processus,

v' Déterminer une région de ’espace des facteurs dans laquelle des caractéristiques de
fonctionnement (les réponses) sont satisfaites,

v Modéliser et analyser un processus pour lequel la réponse est influencée par plusieurs
variables,

v Etablir un rapport (équation de la surface de réponse) entre la réponse et les variables

indépendantes qui est dans la plupart des cas inconnu.

Cette technique, issue des techniques de plans d’expériences, vise a déterminer d’une
facon quantitative les variations de la fonction réponse vis-a vis des facteurs d’influence
significative d’un certain processus ou systeéme. A 1’origine, la MSR a été d’eveloppée pour
modéliser des réponses expérimentales(Box et al.,1987;Goupy,1999), puis, pour modéliser
des expériences numériques (peu développé) vers les années 1995. Mais a cause d’un
développement rapide du marché et d’une concurrence importante, ces derniéres années les
chercheurs ont commencé a utiliser de plus en plus les expériences numériques(Allen et
al.,2000 ; Bursztyna et Steinberg, 2006; Koehler er al.,1996 ; Sacks,1989 ; Trosset et
al.,2003)pour une bonne et simple raison : c’est bien moins cher par rapport aux

expérimentations réelles.
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La MSR est basée sur une relation d’approximation entre la réponse mesurée y et n
variables aléatoires (les facteurs étudiés) en utilisant les données observées d’un processus ou
d’un systeme. La réponse est généralement obtenue par des essais réels ou des simulations
numériques. Dans la plupart des cas, la fonction " y "qui est une approximation de la réponse
mesurée y, est un modele polynomial du premier ou deuxieme degré. Généralement le modéle

est donné par :

p p p
_ 2
Yy = Bo +ZBjxj+ZBjj Xj +Zﬁijxixj
j=1 j=1

i<j

Ce modele est appelé surface de réponse (Figure 10) et il est trés classique pour
décrire des phénomenes physiques. Afin de prévoir plus exactement la réponse, un modele de
second ordre est utilisé pour chercher le caractére non linéaire du phénomeéne étudié. De

méme la fonction "y" d’approximation, peut-etre écrite sous la forme matricielle comme suit :

y=X.p + ¢

Figure 10 : Surface de Réponse (Goupy,1999) .

Dans la relation ci-dessusXest la matrice de calcul des effets ou la matrice
d’expériences, le vecteur 8 est le vecteur des coefficients du modele qui contient seulement
les coefficients du modele qui ne sont pas connus, mais qui sont déterminés généralement en

minimisant la somme des carrés des résidus &
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Les plans du second degré ou plans pour surfaces de réponse (Goupy,1999)permettent
d'établir des modéeles mathématiques du second degré. Ils sont utilisés pour les variables

continues. Pour deux facteurs, on a

y=ay +a; X1+ a;X;+ Q13X X5 + A1 X5 + AX5 + e
Ces plans sont utiles a chaque fois que l'on se trouve preés d'un maximum ou d'un
minimum. La théorie développée au cours de la premiére partie de cet article s'applique a ces
plans. A la fin des essais, on a un systéme d'équations dont les coefficients sont obtenus grace

a la relation

a=X'X)"Xx'y
Il existe plusieurs types de plans du second degré dont les principaux sont décrits ci-

dessous.

2.1. Les plans composites

Un plan composite est constitué¢ de trois parties :

a) Un plan factoriel dont les facteurs prennent deux niveaux.
b) Au moins un point expérimental situé¢ au centre du domaine d’étude.
c) Des points axiaux. Ces points expérimentaux sont situés sur les axes de chacun des

facteurs.

LaFigure 11représente un plan composite pour deux facteurs. Les points A, B, C et D
sont les points expérimentaux d'un plan2? . Le point E est le point central. Ce point peut avoir
été répliqué une ou plusieurs fois. Les points F, G, H et I sont les points axiaux. Ces quatre
derniers points forment ce que l'on appelle le plan en étoile. On réalise 9 essais et 6
coefficients doivent étre déterminés. Il faut donc résoudre un systéme de 9 équations a 6

inconnues.
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Figure 11 : Plan composite pour deux facteurs (Goupy,1995).

Les coordonnées des points en étoile dépendent du critére d'optimalité choisi. En
général, on retient le critére de presque orthogonalité ou le critére d'iso variance par rotation.
Les plans composites prennent facilement la suite d'un premier plan factoriel dont les résultats
sont insuffisamment expliqués par un modeéle du premier degré. Il suffit d'effectuer les
expériences correspondant aux points en ¢étoile et de faire les calculs sur I'ensemble de toutes
les expériences. Les plans composites sont parfaitement adaptés a une acquisition progressive

des résultats.

2.2. Les plans de Doehlert

La caractéristique principale des plans de Doehlert(Doehlert,1970) est d'avoir une
répartition uniforme des points expérimentaux dans l'espace expérimental. La Figurel2
donne la disposition de ces points pour un plan a deux facteurs (essais 1 a 7). Tous les points
sont a la méme distance du centre du domaine d'é¢tude et sont situés sur le cercle

trigonométrique. Ils forment un hexagone régulier.
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Figure 12 : Plan de Doehlert (Doehlert,1970).

Les points 1 a 7 illustrent un premier plan de Doehlert. Les trois points 8, 9 et 10
illustrent les expériences supplémentaires. Les points 2, 7, 8, 9, 10, 3 et 1 illustrent un

deuxiéme plan de Doehlert.(Doehlert,1970).

Si I'expérimentateur désire explorer le domaine expérimental, il peut facilement ajouter
des points d'expériences supplémentaires et retrouver une disposition identique a celle de
départ. La Figure 18 montre qu'avec trois points d'expériences supplémentaires (essais 8, 9 et
10), on peut obtenir un nouveau plan de Doehlert (essais 2, 7, 8, 9, 10, 3 et 1). Ce type de

plans existe pour un nombre quelconque de facteurs.

2.3. Les plans de Box-Behnken

Les points expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des cotés du cube
(Figurel3). Ce plan comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou plusieurs) point
central. La matrice du Tableau 14 indique ces douze essais accompagnés d'un seul point
central. Dans la pratique on réalise souvent 3 ou 4 points au centre. Les plans de Box-
Behnken ( Box et Behnken, 1960)répondent a un critére d'optimisation particulier : l'erreur
de prévision des réponses est la méme pour tous les points d'une spheére (ou une hyper sphére)
centrée a l'origine du domaine expérimental. C'est le critére d’iso variance par rotation. Le

plus connu des plans de Box-Behnken est celui qui permet d'étudier trois facteurs.
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Figure 13 : Plan de Box- Behnken pour trois facteurs (Box etBehnken, 1960).
2.4. Les plans hybrides

Les plans hybrides ont été mis au point par Roquemore(Roquemorek, 1976). Leur
objectif est d'essayer d'approcher deux critéres d'optimalité, celui d'orthogonalité et celui d'iso
variance par rotation. L'orthogonalité garantie la meilleure précision possible sur les
coefficients du modele et l'iso variance par rotation conduit a des erreurs de prévisions
identiques a une méme distance du centre du domaine. Si I'expérimentateur recherche ces

deux propriétés, il doit penser a utiliser un plan hybride.

2.5. Les plans de Mozzo

Les plans de Mozzo(Mozzo Gil, 1990)présentent deux avantages : Ils sont séquentiels
et le nombre de niveaux d’étude est restreint. On peut commencer par étudier deux facteurs en
trois essais. Puis, si 1'on désire étudier un troisieéme facteur, il suffit de réaliser trois essais
supplémentaires. Douze essais permettent d’étudier quatre facteurs. Les plans de Mozzo ne
permettent pas tous d'établir un modele du second degré. 1l faut alors avoir recours aux plans

quadratiques gigognes de Mozzo.

2.6. Les plans de Rechtschaffner pour le second degré

Les plans de Rechtschaffner permettant d'établir un modele du second degré sont des

plans saturés. S'il y a k facteurs, il faut effectuer un nombre, n, d'essais égal a
=2 (2+3k + k?)

La construction de ces plans est indiquée dans I'article original (Rechtschaffner,1967)
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2.7. Les plans de D-optimaux

Les contraintes expérimentales ne permettent pas toujours d'étre dans les conditions
idéales des plans d’expériences précédemment décrits. Par exemple, les réglages de 'appareil
ne permettent pas d'atteindre les niveaux préconisés par la théorie ou des combinaisons de
niveaux peuvent se révéler dangereuses : réaction explosive pour les chimistes, concentration
toxique pour les médecins, etc. Dans cette situation, il est extrémement commode d'utiliser les
plans D-optimaux. Le choix de l'emplacement des points expérimentaux nécessite alors un
logiciel de plans d'expériences. Il suffit de préciser le nombre d'expériences que 'on désire
effectuer et le modéle a priori. Le logiciel calcule alors, grace a un algorithme d'échange, le

plan le mieux adapté a 1'étude.

2.8. Les plans non conventionnels et leur éventuelle réparation

Il peut arriver que I’on soit en possession d’une série de résultats expérimentaux qui
n’ont pas été obtenus selon un plan d’expériences. Dans ce cas, il a ét¢ montré (Goupy,1995)
que I’on peut utiliser ces résultats moyennant certaines précautions. Si la position des essais
ne s'¢loigne pas trop des plans classiques, les erreurs sur les coefficients du modele sont

faibles et les réponses prédites sont, dans la plupart des cas, tout a fait acceptables.

Facteur 2 |

P O
@ |®

C) O Facteur 1
O

@ O

Figure 14 : Exemple de plan non conventionnel(Goupy,1995).

Si la position des essais s'éloigne des plans classiques, les erreurs sur les coefficients
peuvent €tre importantes et on ne pourra pas utiliser le modele pour faire des prévisions. Dans
ce dernier cas il est possible de réparer I’expérimentation en faisant de nouveaux essais bien
placés par rapport a ceux qui avaient été déja réalisés. Les calculs nécessaires au choix de ces

nouveaux points sont prévus dans les bons logiciels de plans d'expériences.
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Chapitre 04 Le docking moléculaire

1. Introduction

L’action d’une molécule dans une protéine est gouvernée par des principes de
reconnaissance mutuelle entre la molécule et sa cible. C’est dans ce contexte que s’inscrit le
docking moléculaire. Il s’agit d’un ensemble de méthodes algorithmiques et géométriques
permettant la prédiction in silico de la conformation (position et orientation relative) la plus
favorable d’un ligand au sein de son récepteur (Krid,2013).Dans la plupart des cas, il s’agit
d’un récepteur macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molécule
(ligand). Le terme docking seul est couramment employer pour désigner un « docking

protéine-ligand » (Boukli-Hacene,2016).

2. Le docking moléculaire

Le docking comprend essentiellement deux étapes :

¢ La premiére (le docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les
modes d’interaction les plus favorables. Bien que pouvant étre faite
manuellement, cette étape est le plus souvent exécutée de maniére automatisée a
I’aide d’algorithmes de docking, ce qui améliore la vitesse et la précision des
simulations.

+ La deuxiéme (scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnés lors de
I’étape précédente. Cette tache est accomplie par des outils informatiques
nommées fonctions de score. Celles-ci évaluent d’abord les différentes
contributions énergétiques pour la stabilisation du complexe protéine-ligand, et
ordonnent ensuite ces complexes, permettant ainsi 1’identification des modes

d’interaction les plus probables (Warren et al.,2006 ; Helperin,2002).

Dans ces dernieéres décennies, la conception de molécules d’intérét thérapeutique a
bénéfici¢ des progres issus de diverses disciplines scientifiques telles que la biologie, la
pharmaco chimie et I’informatique. En effet, avec le développement de I’outil informatique, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire (assemblage ou arrimage
moléculaire) a rapidement investit dans le domaine de la recherche en biologie pour y devenir

un outil incontournable (Beautrait,2008 ;El Hadj Said,2016).
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3. Les outils du docking moléculaire

3.1. Récepteur

La disponibilité de la structure des protéines est I'un des éléments essentiels a
considérer avant de réaliser un docking(Spyrakis et al.,2010). En général, les sources
d’information de ces structures proviennent majoritairement de la cristallographie aux rayons
X et de la RMN. Cette technique est responsable de la majorité des structures issues d’une
base de données de structures accessibles gratuitement appelée «Protein Data Bank» (PDB).
En mars 2018, plus de 117 000 structures protéiques ont été résolues et injectées dans la PDB
grace a la cristallographie aux rayons X. La RMN fournit, quant a elle, environ 11 000
structures, contre seulement 1500 dans le cas de la microscopie électronique(1). Lorsque la
structure 3D d’une protéine n’a pas encore été résolue expérimentalement, des méthodes de

prédiction par homologie de séquence peuvent étre mises en ccuvre (Nathalie,2014).

3.2. Ligand

Pour obtenir la structure chimique tridimensionnelle d’un ligand, il existe deux
méthodes : La premiére souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de
structures chimiques appelés chimio théques ou espaces chimique. Le second moyen consiste
a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et
sauvegarder dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a des logiciels de

construction moléculaire (Mokrani,2012).

3.3. Les programmes

Le docking est une approche permettant de prédire les interactions probables entre des
ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et leur cible. Il se déroule en deux étapes distinctes:
La premiere étape consiste a placer et a positionner le ligand dans son site d’interaction. La
seconde étape consiste, quant a elle, a évaluer les poses du ligand générées lors de la premicre
étape pour ne retenir que la ou les meilleures. Les algorithmes utilisés pour ces deux étapes

différent en fonction du programme de docking utilisé (Franc¢ois,2015).

4. Molecular Operating Environment (MOE “version 2014”)

Molecular Operating Environnent(MOE) est un package, c’est-a-dire un ensemble de
plusieurs logiciels destinés a la découverte et a la conception assistée par ordinateur de
molécules biologiquement actives. Celui-ci permet d’effectuer plusieurs taches pendant un

temps trés réduit. 11 permet de dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les
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meilleures conformations de ces molécules. Il permet également de docker plusieurs ligands
rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de manieére successive.
MOE présente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de
conformation et s’adaptent a l’environnement .II est également possible de représenter

I’enzyme et son ligand Co-cristallisateur. (Ayachi, 2017).

5. Applications de I'arrimage moléculaire

L'arrimage moléculaire permet de démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique
telle qu'elle est réalisée avant la partie expérimentale de toute investigation. Dans certains
domaines, l'arrimage moléculaire a révolutionné les résultats. En particulier, 1'interaction
entre de petites molécules (ligand) et une protéine cible (qui peut €tre une enzyme) peut
permettre de prédire l'activation ou l'inhibition d'une enzyme. Ce type d'information peut
fournir une mati¢re premiere pour la conception rationnelle d'un médicament. Certaines des

principales applications de 'arrimage moléculaire sont décrites ci-dessous :

5.1. Optimisation des pistes

L'arrimage moléculaire permet de prédire une orientation optimisée du ligand sur sa
cible. Il peut prédire différents modes de liaison du ligand dans le sillon de la molécule cible.
Cela peut étre utilisé pour développer des médicaments candidats plus puissants, plus sélectifs

et plus efficaces (Shoichet et al.,2002 ; Gschwend et al., 1996).

5.2. Identification des cibles

L'arrimage combiné a la fonction de notation peut étre utilisé pour évaluer de grandes
bases de données afin de trouver in silico un puissant candidat médicament, qui peut cibler la

molécule d'intérét. (Ferreira, 2015).

5.3. Interaction médicament-ADN

L'arrimage moléculaire joue un rdle prépondérant dans la prédiction initiale des
propriétés de liaison du médicament a l'acide nucléique. Cette information permet d'établir la
corrélation entre la structure moléculaire du médicament et sa cytotoxicité. Dans cette
optique, les chimistes médicaux s'efforcent constamment d'¢lucider le mécanisme
anticancéreux sous-jacent des médicaments au niveau moléculaire en étudiant le mode
d'interaction entre 1'acide nucléique et les médicaments (Agarwal et al., 2014 ; Mehrotra et
al., 2013)en présence de cuivre. Les chimistes médicinaux font des observations in silico ou

leur principale conclusion est de prédire si le composé/médicament interagit avec la
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protéine/ADN. Si le programme d'amarrage prédit ladite interaction, alors les procédures
expérimentales sont mises a disposition pour découvrir le mode de liaison réel du complexe.
Cela conduit a la mise au point d'un nouveau médicament anticancéreux. En outre, ces
connaissances permettraient de détecter les modifications structurelles d'un médicament qui

pourraient entrainer une liaison spécifique de la séquence/structure a sa cible (Holt et al
.,2008).
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1. Matériels et méthodes

L’objectif essentiel de ce travail consiste a étudier les interactions entre deux
molécules : un récepteur et un ligand par docking moléculaire afin d’¢lucider qu’elles sont les

molécules (composées des HE) les plus actives.

1.1. Matériels

1.1.1. Microordinateur

Nous avons utilisé un microordinateur ayant une mémoire vive de 4 Go de processeur
Intel(R) Core (TM) 13-7020U CPU@ 2.30GHz et de carte graphique NVIDIA GEFORCE.

Tous les programmes utilisé€s sont installés sous le systéme d’exploitation Windows 7.
1.1.2. Programmes
Dans cette étude, plusieurs programmes ont €té€ utilisés pour réaliser la partie pratique :

» Le package « MOE » (Molecular Operating Environnent), version 2014.0901 a
été utilisé dans notre étude. MOE est un ensemble de plusieurs applications
(suite package) destinés a la découverte et a la conception assistée par
ordinateur de molécules biologiquement actives. Celui-ci permet d’effectuer

plusieurs taches pendant un temps tres réduit.

Il permet de dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les meilleures
conformations et positions de ces molécules. Il permet également d’arrimer plusieurs ligands

rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de manicre successive.

B3 MOE 2014.0801 =]
File Edit Select Render Protein Compute Window Help svL sea O [ =ystam «]

MMFFO4x PBC Atoms  RIDDon Contscts Foo  SCip

Figure 15 :La suite MOE sous Windows(Protéine).
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Figureﬁ 16 : La suite MOE sous Windows(Ligand).

1.1.3. Banques de Données

« PDB » (Protein Data Bank)

La banque de données sur les protéines (PDB) a été créée comme la premicre ressource de
données numériques en libre accés dans le domaine de la biologie et de la médecine. Elle est
auyjourd'hui une ressource mondiale de premier plan pour les données expérimentales

essentielles a la découverte scientifique avec 168095 entrés en Aout 2020.

Grace a un portail d'information sur Internet et a des archives de données téléchargeables, la
PDB donne acces a des données de structure en 3D pour les grandes molécules biologiques
(protéines, ADN et ARN). Ce sont les molécules de la vie, que l'on trouve dans tous les

organismes de la planéte.

La connaissance de la structure 3D d'une macromolécule biologique est essentielle pour
comprendre son role dans la santé et les maladies humaines et animales, sa fonction dans les
plantes et la production alimentaire et énergétique, et son importance pour d'autres sujets liés

a la prospérité et a la durabilité mondiales.

Le RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB) gere le
centre de données américain pour les archives mondiales PDB, et met les données PDB
gratuitement a la disposition de tous les consommateurs de données sans limitation

d'utilisation.
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Figure 17 : Page d’accueil de Protein Data Bank.

c. « Pubchem »

C’est une banque de données américaine des molécules chimiques gérée par NCBI (le
National Center for Biotechnology Information). Elle contient actuellement plusieurs millions

de composés dont la structure et les propriétés physico-chimiques sont gratuitement

accessibles.

La PubChem est gratuitement accessible par Internet «

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ »(3) .

m National Library of Medicine
Carter ‘

Nations Center dar Biotechmokegy Informaticn

Pu b@ hem About Blog Submit  Contact

Explore Chemistry

Quic Hj,/ find chemical information from authoritative sources

Figure 18 : Page d’accueil de PubChem.
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1.2.

1.2.1. Choix des protéines

Méthodes

Le choix de différentes protéines que nous avons étudiées selon

» Lameilleure résolution inférieure de 2 A.
» Laprésence d’un ligand.

a. Téléchargements des protéines

Tableau 4.Les données cristallographique pour les cinq protéines.

Code PDB Classification Résolutio | Chaine | Ligand
n
ANTIOXIDAN | 1.50 A A BEZ BR
1HD2 T ENZYME BENZOIC ACID | BROMIDE
Peroxiredoxin 5 C; He O, ION
WPYMKLBDIGX | Br.
BTP- CPELXLSAUQ
UHFFFAOYSA-N | HCOX-
UHFFFAOYSA
-M
OXIDOREDU | 1.65A A FMN GLV
2RDU CTASE FLAVIN GLYOXYLIC
Glycolate MONONUCLEO | ACID
oxidase TIDE C, H; O,
C;; Hyy N, Oy P HHLFWLYXY
FVTCRASFADXX | JOTON-
NN- UHFFFAOYSA
SCRDCRAPSA-N | -N
OXIDOREDU | 1.80 A A, B FAD PO4
1ELS CTASE FLAVIN- PHOSPHATE
Sarcosine ADENINE ION
oxidase DINUCLEOTIDE | O, P
Cy; Hi3 Ny Oy5 Py NBIIXXVUZA
VWWQXMAJTJZ | FLBC-
DQX- UHFFFAOYSA
UYBVJOGSSA-N | -K
TRANSFERAS | 3.00 A A, B QUE CA
2HCK E 3,5,7,3',4'- CALCIUM
PENTAHYDROX | ION
Tyrosine kinase YFLAVONE Ca
Cys Hp O, BHPQYMZQT
REFJWTPEDVJJI | OCNFJ-
Y-UHFFFAOYSA- | UHFFFAOYSA
N -N
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1.2.2. La démarche a suivre
a. Préparation de la protéine

Les protéines Sarcosine Oxidase (1ELS5),Tyrosine kinase (HCKI),Glycolate
oxidase(2RDU) et Peroxiredoxin 5(1HD2) ont été téléchargé a partir de la base de
données PDB «Protein Data Bank » ( https://www.rcsb.org/ )(2).

Détermination du site actif de chaque protéine par SiteFinder suite implantée dans
MOE.

Simplification des protéines en éliminant les molécules d'eau, les ligands de Co-
cristallisés, les chaines en double, les métaux et les cofacteurs qui n’interviennent pas
dans le site actif de la protéine, nous permet d’accélérer et d'obtenir un modele

simplifié de I'enzyme.

Figure 20.Glycolate oxidase (code d’acces 2RDU).

34



Matériels et Méthodes

Figure 22.Tyrosine kinase (code d’acces 2HCK).
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b. Préparation la banque de donnée

Les composés sont obtenues d’aprés p articles « (Amara et al., 2019 ; Khiari et

al.,2018)» et télécharger sur le site PubChem ( https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ )(3).

Tableau 05.Les structures des composés et leurs codes téléchargé sur PubChem.

Ligand CID Structure Formule Synonymes Poids
moléculair molécul
e aire
o —terpinolene 11463 CioHis TERPINOLENE | 136.23
Y 586-62-9 g/mol
Isoterpinene
Terpinolen
alpha-
Terpinolene

Terpinen-4-ol 11230 Terpinen-4-ol 154.25
Ci0H30 4Carvomente ol | g/mol
562-74-3
4-Terpineol
1-Terpinen-4-ol

2-Undecanone 8163 CH»,0 170.29
2-Undecanone g/mol
Undecan-2-one
Methyl nonyl
ketone
112-12-9
2-Hendecanone

3-Cyclohexen- 11468 o C,0H:0 1-Terpineol 154.25
1-ol A [~ p-Menth-3-en-1- | g/mol
ol

586-82-3
3-Cyclohexen-1-
ol, 1-methyl-4-
(1-methylethyl)-
1-Terpinenol

BETA- 204.35
CisHoy CARYOPHYLL | g/mol
ENE
Caryophyllene
(-)-trans-
Caryophyllene
87-44-5
(-)-beta-
caryophyllene

Caryophylene | 52815
15
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c. Docking moléculaire

L'é¢tude de l'interaction entre le site actif de la protéine et le substrat pour former un
complexe stable est réalisée a 1'aide du logiciel MOE. Les étapes sont résumées dans la figure

23.

} Préparation de la structure

Téléchargement des protéines a

Partir de la banque de donnée
PBD
— —

» Elimination des D » Elimination des

moléculesd’eau. cofacteurs.
» Elimination de ligands » Elimination leschainesen

de Co-cristallisation. doubles.
» Elimination des L » Eliminationdes

métaux. \ inhibiteurs.

Minimisation d’énergie

=

Complexes Ligand — protéine au cours du docking

!

Recherche de la meilleure pose (conformation)

-

Bilan d’énergie

Figure 23 : Schéma présentatrice le protocol de MOE (Molecular Operating Environement).
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Résultats et discussions

1. Résultats et discussions

1.1. La fiabilité du programme MOE Suite

Avant d’aborder 1’é¢tude de I’interaction entre protéine et ligand par divers composés
(banque de données des huiles essentielles de Pistacia Lentiscus L.), nous avons tenté
d’évaluer la fiabilit¢ du programme MOE Suite utilisé. Pour cela, nous avons procédé au
docking du ligand Co-cristallis¢ et calcule de la déviation de la pose généré apres docking et

la pose du ligand Co-cristallisé (RMSD : Root Mean Square Deviation).
1.1.1. Calcule de la RMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacit¢ d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (root mean
square derivation) de la position du ligand calculée par le logiciel par rapport au ligand de
référence existant au niveau de la PDB. La prédiction est acceptable si sa valeur ne dépasse

pas 2 angstroms.

Dans notre cas les valeurs de RMSD entre ligand Co-cristallisé et ligand arrimé ont été
calculées par I’application Super-imposition implantée dans Schrodinger Suite. Les résultats

du calcule de RMSD obtenus dans notre cas sont présentés dans le tableau N°06.

Tableau 6.Valeur de RMSD avec leur score.

Protéine Code PDB Ligand Score RMSD(A) RMSDmax(A)
2RDU FMN -15.6858 0.6730 1.62

Glycolate oxidase 1ELS FAD -18.9860 1.3693 0.4

Peroxiredoxin 5 1HD2 BEZ -3.8480 0.6355 0.7

Tyrosine kinase 2HCK QUE -5.5164 1.5279 1.20

Le tableau montre que les différentes valeurs du RMSD sont conformes aux résultats de
ChikhictBensegueni(2008),Gabber al (1997) qui démontrent que tout programme de

docking n’est performant que lorsque le RMSD est inférieur ou égale a 2 A.
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1.1.2. L’analyse visuelle

L’analyse visuelle est une étape essentielle pour confirmer les résultats du calcule de
RMSD. Elle permet de déterminer si un ligand simulé se superpose avec le ligand Co-

cristallisé.

La visualisation des résultats du docking moléculaire réalisée avec les quartes protéines
de (la figure 24) montre que les modeles des ligands simulés par MOE sont correctement
placés dans le site actif de chaque protéine. Ils présentent des conformations spatiales
parfaitement superposables a celles déterminées expérimentalement par cristallographie qu’on

retrouve dans la PDB.

2HCK

1HD2

Figure 24 : Superposition de la géométrie des ligands obtenu par cristallographie (coloré en

) et celle calculée par docking moléculaire avec MOE (coloré en bleu).
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1.1.3. Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus avec le calcule de RMSD et I’analyse visuelle, nous
pouvons conclure que le programme MOE est hautement performant qu’on peut 1'utiliser sans

trop risque d’erreurs, pour générer par simulation insilico des complexes.

1.2. Résultats de docking moléculaire des composés HE Pistacia Lentiscus
vis-a-vis des cibles choix
1.2.1. Etude des interactions « Protéine — Ligand Co-cristallisé » par MOE

Suite

Le docking moléculaire permet de positionner les ligands au sein du site actif du

récepteur des différentes enzymes.

Le complexe ligand- récepteur formé, adoptera la conformation la plus stable,
engendrant unniveau énergétique le plus faible. La recherche de la conformation la plus
favorable entre de ligand (flexible) et le récepteur (rigide). Pour chaque ligand, un certain

nombre de conformations appelées poses.

Notre démarche consiste d’abord d’étudier I’interaction entre protéines — ligands. A
I’aide du programme MOE Suite, nous avons reléve le meilleur score ¢’est-a-dire celui qui a
I’énergie la plus basse correspond aux meilleures interactions entre le ligand et le site actif de

I’enzyme. Les résultats sont regroupés dans le tableau N° 07.

Figure a: Complexe 1(Glycolate Oxidase + | Figure b: Complexe 2(Sarcosine Oxidase +
FMN) FAD)
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Figure ¢: Complexe 3(Peroxiredoxin 5 +
BEZ)

Figure d: Complexe 4(Tyrosine Kinase +
QUE)

Figure 25 : Le position des ligands co-cristallisés dans les 4 complexes.

L’ensemble des molécules a été modélise a 1’aide du logiciel MOE (Molecular

OperatingEnvironnent). Chaque modeéle a été relaxé en énergie afin de trouver sa

conformation énergétique la plus stable.

rd
P, g
R
H:"H'LD-—'H UH H —H
0 -]
0- O Z?: DT”;""
] = —
||. - ':LF"""D_..
_F"I'-—-.D =
0- o
2RDU LELS
L - O
T
- O
1HD2 2HCK

Figure 26 : Images de meilleures poses (conformations).
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Tableau 7.Le bilan énergétique des 4complexes (Kcal/mol).

Molécules S Rmsd_Refine E_Conf E_place E_Scorl E_refine E_Scor2

Complexe 1 - 1.3182 3.5638 -48.8423 -10.7465 -12.8922 -7.1680
7.1680

Complexe 2 - 1.6530 3.4196 -45.9335 -8.8979 -17.1499 -8.2039
8.2039

Complexe 3 - 1.2082 0.3801 -58.4973 -6.9977 -13.6222 -4.3568
4.3568

Complexe 4 - 0.8608 1.4507 -53.3853 -7.5534 -12.3600 -5.9316
5.9316

Le tableau précédent montre le bilan énergétique des meilleures poses. En raison de la

similarité seulement les résultats ont été extraits et publiés.

» S:le score final ; c’est le score de la derniére étape.
> Rmsd_refine : 1’écart quadratique moyen entre la pose avant de raffinement et de
lapose apres raffinement.

E_conf : I'énergie du conformére.

>

» E_place : score de la phase de placement.

» E_scorl : score de I'étape de la premicre notation,
>

E_refine : score de 1'étape de raffinement et nombre de conformations générées par
Ligand (2-Undecanone).

» E_scor2 : score de I'étape de la deuxiéme notation.
a. Discussion

Le bilan énergétique des 4 complexes est représenté dans le tableau N°7.11 est a noté

que les ligands interagissent avec les protéines.
Sur la base des résultats d'amarrage :

e Le complexe 1 présente 26 poses avec le meilleur score celui du numéro 1 (énergie la
plus faible -7.1680 Kcal/mol).

e Le complexe 2 présente 25 poses avec le meilleur score celui du numéro 1 (énergie la
plus faible-8.2039 Kcal/mol).

e Le complexe 3 présente 21 poses avec le meilleur score celui du numéro 1 (énergie la

plus faible -4.3568 Kcal/mol).
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e Le complexe 4 présente 24 poses avec le meilleur score celui du numéro 1 (énergie la

plus faible -5.9316 Kcal/mol).

Ces résultats montrent que 1’orientation des ligands joue un role trés important pour le
positionnement des ligands dans le site actif de I’enzyme, on peut conclure que 1'introduction
de groupes volumineux provoque un réarrangement de la conformation a l'intérieur de la

cavité du site actif, ce qui sera probablement la complémentarité et par conséquent I’activité.

Les résultats suivants ont révélé que le complexe 2 a I’énergie la plus faible (-
8.2039Kcal/mol) est plus actif que le complexe 1 (-7.1680Kcal/mol), plus actif que le
complexe 4 (-5.9316 Kcal/mol), plus actif que le complexe 3 (-4.3568 Kcal/mol).

La procédure de docking permet de générer une liste de complexes représentant les
modes d’association favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire. L’étape
suivante consiste a évaluer ces complexes, afin de trouver celui ou ceux les plus susceptibles
de reproduire au mieux le mode d’association réel. L’association entre protéines et ligands est
gouvernée par plusieurs parametres thermodynamiques : les interactions hydrophobes, les

interactions électrostatiques et les interactions hydrogenes.
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1.2.2. Les interactions Electrostatiques

Certains acides aminés peuvent &tre chargés positivement ou négativement, ce qui
donne lieu a des phénomenes électrostatiques qui favorisent la formation d’un complexe
protéique spécifique(figure N°27, 28,29...., 34).Ces interactions électrostatiques agissent a
"longues" distances entre des groupes d’atomes électriquement chargés. Lorsqu’elles
concernent les interactions de type dipole / dipdle permanant d’une part et les ponts salins

d’autre part.

Ces derniers, correspondent aux interactions entre région chargées déterminées par les
lois de I’¢lectrostatique. A pH physiologique, les résidus chargés positivement (couleur bleu),

les résidus chargés négativement (couleur rouge) et les résidus neutres (couleur blanc).

4 Complexe 01 : GLYCOLATE OXIDASE

(A) B)

Figure 27 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B). avec FMN.

La figure 27montre que le récepteur de la GLYCOLATE OXIDASE et leur ligand
(FMN) dans le champs ¢€lectrostatique ; ont observent la plupart des régions de récepteur en
bleu chargéespositivement par contre la plupart des régions de ligand en rouge
chargéesnégativement,donc la partie de récepteur chargée positivement, est attirée aux

atomes chargés négativement (ligand).
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(A) (B)

Figure 28 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 28montre que le récepteur de la GLYCOLATE OXIDASE et le ligand (2-
Undecanone)dans le champ électrostatique ; ont observent la plupart des régions de récepteur
en bleu chargées positivement par contre la plupart des régions de ligand en blanc donc elles

possedent des atomes neutres .

4+ Complexe 02 : SARCOSINE OXIDASE
(A)

Figure 29 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B) avec FAD.

La figure 29 montre que le récepteur de la SARCOSINE OXIDASE et leur ligand
(FAD) dans le champ électrostatique ; ont observent la plupart des régions de récepteur en

bleu chargéespositivement par contre la plupart des régions de ligand en rouge
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chargéesnégativement,donc la partie de récepteur chargée positivement, est attirée aux

atomes chargée négativement (ligand).

Figure 30 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 30 montre que le récepteur de la SARCOSINE OXIDASE et le ligand (2-
Undecanone)dans le champ électrostatique ; ont observent la plupart des régions de récepteur
en bleu donc chargéespositivement par contre la plupart des régions de ligand en blanc donc

elles possedent des atomes neutres .
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4+ Complexe 04 : PEREXIREDOXINE 5
(A) (B)

Figure 31 :Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du site

actif (A) et du ligand (B) avec BEZ.

La figure 31montre que le récepteur de la PEREXIREDOXINES et leur ligand (BEZ)
dans le champ électrostatique ; ont observent des régions dans le récepteur en bleu c'est-a-dire
possedes des atomes chargées positivementet des régions en blanc c'est-a-dire possedes des
atomes neutre, par contre le ligand la plupart des régions en rouge c'est-a-dire posseédes des

atomes chargées négativement

(A)(B)

Figure 32.Représentation graphique en mode surface des interactions €lectrostatiques du site

actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone .

La figure 32 montre que le récepteur de la PEREXIREDOXINE 5et  ligand (2-
Undecanone) dans le champ électrostatique ; ont observent des régions dans le récepteur en
bleu c'est-a-dire possedes des atomes chargées positivement, des régions en blanc c'est-a-dire

possedes des atomes neutre, et des régions en rouge c'est-a-dire possédes des atomeschargée
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négativement par contre le ligand la plupart des régions en blanc c'est-a-dire posseédes des

atomes neutre.

- Complexe 04 : TYROSINE KINASE
A)(B)

Figure 33 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B) avec QUE.

La figure 33 montre que le récepteur de la TYROSINE KINASE et leur ligand (QUE)
dans le champ électrostatique ; ont observent des régions dans le récepteur en bleu c'est-a-dire
possédes des atomes chargées positivement et des régions en rouge c'est-a-dire possedes des
atomes chargée négativement , par contre le ligand la plupart des régions en bleu c'est-a-dire
possedes des atomeschargée positivement et certains régions en rouge donc possedes des

atomes chargée négativement c'est-a-dire sont des atomes .
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Figure 34 : Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du

site actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 34 montre que le récepteur de la TYROSINE KINASE et le ligand (2-
Undecanone) dans le champ ¢électrostatique ; ont observent des régions dans le récepteur en
bleu c'est-a-dire possédes des atomeschargées positivement, des régions en rouge c'est-a-dire
possedes des atomeschargées négativement, par contre le ligand la plupart des régions en

blanc c'est-a-dire posseédes des atomes neutre.
1.2.3. Les interactions Hydrophobe (Lipophililicité)

Afin de rendre compte plus finement des interactions protéine-Ligands, d’autres critéres

fondés sur 1’énergétique peuvent étre pris en compte :

L’effet hydrophobe : plusieurs acides aminés hydrophobes (formant un "patch"
hydrophobe, couleur verte) et aussi certaines acides aminés hydrophiles (formant un "patch"
hydrophiles, couleur violette exemple les(figures 35,36 ,37 .... 42) en contact a I’interface
"complémentarité hydrophobe" entrainent une interaction stabilisante pour beaucoup de

complexes
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+ Complexe 01: GLYCOLATE OXIDASDE

A) (B)

Figure 35 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec FMN.

La figure 35montre que le récepteur de la GLYCOLTE OXIDASE et leur ligand
(FMN) dans le "patch Hydrophobe" et "patch" Hydrophile ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire possede des atomes hydrophiles par
contre la plupart des régions de ligand sont de couleur violette et verte c'est-a-dire posséde des

atomes hydrophiles et hydrophobes (lipophiles) a la fois.

A) (B)

Figure 36 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.
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La figure 36 montre que le récepteur de la GLYCOLTE OXIDASE et ligand 2-
Undecanone dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire posséde des atomes hydrophiles par
contre la plupart des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire possede des atomes

hydrophobes (lipophiles).

+ Complexe 02 : SARCOSINE OXIDASE

Figure 37 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec FAD.

La figure 37montre que le récepteur de la SARCOSINE OXIDASE et leur ligand
(FAD) dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile " ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire possede des atomes hydrophiles par
contre la plupart des régions de ligand sont de couleur violette et verte c'est-a-dire posséde des

atomes hydrophile et lipophile (hydrophobe) a la fois.
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Figure 38 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 38 montre que le récepteur de la SARCOSINE OXIDASE et le ligand (2-
Undecanone) dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire posséde des atomes hydrophiles et
certains régions de couleur verte c'est-a-dire possede des atomes lipophiles par contre la

plupart des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire possede des atomes lipophiles

(hydrophobes).

% Complexe 03 : PEREXIREDOXINE 5

Figure 39 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec BEZ.

La figure 39montre que le récepteur de la PEREXIREDOXINE 5 et leur ligand (BEZ)
dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ; ont observent la plupart des régions de
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récepteur sont de couleur verte c'est-a-dire possede des atomes lipophiles et certains régions
de couleur violette c'est-a-dire possede des atomes hydrophiles par contre la plupart des
régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire posséde des atomes lipophiles

(hydrophobes) et certains régions de couleur violette donc posseédes des atomes lipophiles.
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A)

Figure 40 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 40montre que le récepteur de la PEREXIREDOXINE 5 et le ligand (2-
Undecanone)dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ; ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur verte c'est-a-dire posséde des atomes lipophiles et
certains régions de couleur violette c'est-a-dire possede des atomes hydrophiles par contre la

plupart des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire posseéde des atomes lipophile
(hydrophobe).

+ Complexe 04 : TYROSINE KINASE

Figure 41 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec QUE.
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La figure 41 montre que le récepteur de la TYROSINE KINASE et leur ligand (QUE)
dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ont observent la plupart des régions de
récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire posseéde des atomes hydrophiles, par contre la
plupart des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire posséde des atomes lipophiles

(hydrophobes) et certains régions de couleur voilette donc possedes des atomes lipophiles.

(A) B)

' Zre F— | . i | )
Vi 44 b , .
7 N - A ) A, ¢ A ‘
Figure 42 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec 2-Undecanone.

La figure 42 montre que le récepteur de la TYROSINE KINASE et le ligand (2-
Undecanone) dans le "patch Hydrophobe" et "patch Hydrophile" ; ont observent la plupart
des régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire posséde des atomes hydrophiles,
par contre la plupart des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire possede des

atomeslipophiles (hydrophobes).
a. Discussion

De ce fait, des méthodes approximatives ont ét¢ développées pour distinguer (évaluer et
classifier) les complexes parmi ceux générés par une procédure de docking : les fonctions de
score. (Jain, 2006). (Le scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de
docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées.

(Warrem,2000).

e Complexe 01 : GLYCOLATE OXIDASE

Dans les interactions électrostatiques; on observe la plupart des atomes de (2-

Undecanone) posséde des charges différentes que le ligand (FMN) de la protéine
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GLYCOLATE OXIDASE et d’autre coté pour les interactions hydrophobes on observe la
plupart des atomes situent dans différents poles chez (2-Undecanone) et le ligand (FMN).

Les résultats suivants ont révélé que le 2-Undecanone avec 1’énergie la plus faible (-

7.1680K cal/mol) est moins actif que le ligand (FMN) (-15.6858 Kcal/mol).

e Complexe 02 : SARCOSINE OXIDASE

Dans les interactions électrostatiques ; on observe que la plupart des atomes de (2-
Undecanone) possede des charges différentes que le ligand (FAD) de la protéine
SARCOSINE OXIDASE et d’autre coté pour les interactions hydrophobes on observe la
plupart des atomes se situent dans différents pdles chez le (2-Undecanone) et le ligand

(FAD).

Les résultats suivants ont révélé que le 2-Undecanone avec ’énergie la plus faible (-

8.2039 Kcal/mol) est moins actif que le ligand (FAD) (-18.6860 Kcal/mol) .

e Complexe 03 : PEREXIREDOXINE 5

Dans les interactions électrostatiques ; on observent la plupart des atomes de (2-
Undecanone) posséde des charges différentes que le ligand (BEZ) de la protéine
PEREXIREDOXINE 5 et d’autre coté pour les interactions hydrophobes on observe la plupart

des atomes situent dans différents podles chez le (2-Undecanone) et le ligand (BEZ).

Les résultats suivants ont révélé que le 2-Undecanone avec 1’énergie la plus faible (-

4.3568 Kcal/mol) est moins actif que le ligand (BEZ)(-5.5164 Kcal/mol).

e Complexe 04 : TYROSINE KINASE

Dans les interactions ¢lectrostatiques; on observe la plupart des atomes de (2-
Undecanone) possede des charge différentes que le ligand (QUE) de la protéine TYROSINE
KINASE et d’autre c6té pour les interactions hydrophobes on observe la plupart des atomes

situent dans différents poles chez le (2-Undecanone) et le ligand (QUE).

Les résultats suivants ont révélé que le 2-Undecanone avec ’énergie la plus faible (-

5.9316Kcal/mol) est plus actif que le ligand (QUE) (-3.8480K cal/mol).
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1.2.4. Les acides aminés en interaction avec le ligand

Le ligand est disposé et rendu a l'aide d'une version améliorée de la représentation 3D
de disposition, et les résidus de protéines sont disposés autour d'elle afin d'indiquer des liens

de proximité spatiale.

Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont considérées comme fortes et celles
comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposées moyennes. Les interactions supérieures a 3.55

A sont faibles.

La force d’une liaison hydrogéne peut varier largement, mais la plupart des liaisons
hydrogeéne dans les interactions d’une liaison hydrogéne dépend d’un fort accepteur de

liaison hydrogéne et d’un donneur de 1'hydrogene.

O polar -+ sidechain acceptor (O solvent residue OX2) arene-arene
acidic <+ sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic  *—* backbone acceptor -~ solvent contact ©+ arene-cation
greasy *+ backbone donor === metal/ion contact

-, proximity - ligand O receptor

- contour exposure exposure

Figure 43 : Diagramme d’interaction du complexe 1 (Glycolate Oxidase + FMN).
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O polar -—# sidechain acceptor (O solvent residue CXS) arene-arene
O acidic < sidechain donor metal complex SIH arene-H
8 basic ——+ backbone acceptor - solvent contact

N

greasy ** backbone donor
—~> proximity
~ contour

ligand
» °
exposure

-+ arene-cation
- metal/ion contact

receptor
O

exposure

Figure 44 : Diagramme d’interaction du complexe 2 (Sarcosine Oxidase + FAD).

b -
F . 6 6 3
.".""""1’0 _:'-

O polar - sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
O acidic < sidechain donor metal complex
O basic

-+ backbone acceptor
=+ backbone donor
ligand
exposure

) arene-H

()4 arene-cation
O greasy

-y proximity
&2 contour -

""" - solvent contact
= metal/ion contact

o receptor
exposure

Figure 45 : Diagramme d’interaction du complexe 3 (Peroxiredoxin 5+ BEZ).
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O polar - sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
O acidic - sidechain donor O metal complex )+ arene-H

O basic -+ backbone acceptor - solvent contact @)+ arene-cation
O greasy - backbone donor - metal/ion contact

s, Proximity - ligand O receptor

" contour exposure exposure

Figure 46 : Diagramme d’interaction du complexe 4 (Tyrosine Kinase + QUE).

Il ressort qu’apres I’examen des différents diagrammes révelent I’existence de plusieurs

interactions responsable de I’affinité entre enzyme-substrat, et par suite les stabilités relatives.

- Le complexe 1 : FMN a des interactions avec les résidus
ALA79 ,ASP291,THR158,LYS236,GLY292,GLY314,ARG315,ARG315,GLY293,ARG295,
ARG295,ARG295 ,ARG295,ARG315,ARG315,ARG295 ,ARG295,ARG315,THR80,HIS260
et les distances de 2.49 A, 2.36A, 2.80A, 2.78A, 2.63A,3.09 A, 3.03 A, 2.51 A, 2.41 A, 2.28
A,235A,234A,3.63A,390A,398A,228A,228A,235A,334A,2388A,4.18A,
3.99 A respectivement (pour le 4™, 17°™, 18°™, 19°™, 11°™ interactions fortes, pour le
3eme geme geme  géme géme jgeme ) geme jgeme Hoeme 21eMe 22°Me jnteractions moyennes, et
pour le 1%, 1%, 9°™ 10, 12°™ 13°™interactions faibles) ce qui suggére que FMN peut
inhiber ’enzyme Glycolate Oxidase et la présence d'une liaison hydrogéne entre le groupe

hydroxyle du FMN et les résidus précédents .

- Le complexe 2 : FAD a des interactions avec les résidus:
ASP33,ASP33,ILES0,SER13,SER13,SER13,HIS44,SER43,HIS39 ,VAL173,PHE347,LYS34
8,IL50,AQRG49 ,GLY346,MET14 et les distances de 2.52 A, 2.45 A, 2.68 A, 2.51 A, 2.42
A, 293 A, 263 A, 275 A, 275 A, 325 A, 2.83 A, 2.68 A, 2.85 A, 3.14 A, 2.65 A,
respectivement (pour le 35, 7M€, 8°M¢ | gfMme (fMme 1 me 14°Me 16 interactions fortes, et
pour le 1%, 4°™¢ 5%me 19 13%M 5™ interactions moyennes et pour le 6%, 2°™
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interactions faibles) ce qui suggére que FAD peut inhiber I’enzyme Sarcosine Oxidase et la

présence d'une liaison hydrogene entre le groupe hydroxyle du FAD et les résidus précédents.

- Le complexe 3 : 1HD2 a une interaction avec les résidus : ARG127, GLY46, CYS47,
ARG127 ,ARG127, et les distances de 2.28 A, 2.40 A, 3.53 A3.29 A, 2.28 A, respectivement
(pour le 5% interaction forte et pour le 3™ 4°™ interaction moyenne et pour le1®, 1%) ce qui
suggere que 1HD2 peut inhiber ’enzyme Peroxiredoxin 5 et la présence d'une liaison

hydrogéne entre le groupe hydroxyle du 1HD2 et les résidus précédents.

- Le complexe 4 : 1HCK a deux interactions avec les résidus ALA390, GLY 344, avec
une distance de 2.36A et 3.40 A (interactions faibles) ce qui suggére que 1HCK peut inhiber
I’enzyme Tyrosine Kinase et et la présence d'une liaison hydrogéne entre le groupe hydroxyle

du 1HCK et les résidus ALA 390 et GLY344.

=h
D polar - sidechain acceptor O solvent residue —+*= nonconserved
O acidic - sidechain donor metal complex =3 nonpresent
O basic = backbone acceptor — solvent contact o inconsistent
O greasy Seriiece backbone donor i metal/ion contact arene-arene
s, Proximity ligand rece ptor 2 arene-H
contour exposure exposure arene-cation

Figure 47 : Diagramme d’interaction ligand de de meilleur score (2-Undecanone) de

Glycolate Oxidase.
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O polar - sidechain acceptor O solvent residue XSy arene-arene
O acidic - sidechain donor O metal complex S arene-H
O basic -+ backbone acceptor -~ solvent contact S3+ arene-cation
O greasy =+ backbone donor - metal/ion contact
e, Proximity ligand receptor
LS - O

contour exposure exposure

Figure 48 : Diagramme d’interaction ligand de meilleur score (2-Undecanone) de Sarcosine

Oxidase.

@.

) polar -+ sidechain acceptor O solvent residue ©XSr arene-arene
O acidic < sidechain donor metal complex 2 H arene-H
O basic -+ backbone acceptor - solvent contact =+ arene-cation
greasy -+ backbone donor —— metal/ion contact
S, proximity ligand receptor
<3 contour - exposure L2

exposure

Figure 49 : Diagramme d’interaction ligand de meilleur score (2-Undecanone) de

Peroxiredoxin 5
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O polar - + sidechain acceptor O 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 50 : Diagramme d’interaction ligand de meilleur score (2-Undecanone) de Tyrosine
Kinase.

Le docking moléculaire avec MOE du composé 1 au sein du site actif de la protéine
Glycolate Oxidase donne ’'un des meilleurs scores (-7.1680 Kcal/mol). Néanmoins, ce
composé « 2-Undecanone» forme une liaison hydrogéne avec le résidu Lys 236 avec une
distance de 3.09 A lors de son interaction avec le site actif (Figure 33) au profit des
nombreuses interactions hydrophiles et lipophiles avec les résidus qui stabilisent le complexe
ce qui suggere que le «2-Undecanone» peut inhiber 1’enzyme (Glycolate Oxidase)

interférer avec le résidu Lys236.(Voir tableau N°08).

Lecomplexe 2 se présente comme un meilleur score égal (-8.2039 Kcal/mol) ces
résultats sont en accord avec le composé « 2-Undecanone » forme une liaison hydrogene

avec le résidu Ser 43 avec une distance de 3.39 A lors de son interaction avec le site actif

ce qui suggere que le« 2-Undecanone » peut inhiber I’enzyme (Sarcosine Oxidase).

interférer avec le résidu Ser 43.(Figure 34)
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D’un coté

o Complexe 3 : forme une liaison hydrogeéne avec le résidu Arg 127 avec une distance
de 2.28 A lors de son interaction avec un meilleur score (-4.3568 Kcal/mol) ce qui
suggere que le « 2-Undecanone » inhibe 1’enzyme (peroxiredoxine 5 ) interférer avec
le résidu Arg 127.(Figure 35).

o Complexe 4 : forme une liaison hydrogéne avec le résidu Asp 404 avec une distance
de 2.97 A lors de son interaction avec un meilleur score (-5.9316 Kcal/mol). Ce qui
suggere que le « 2-Undecanone » inhibe 1’enzyme (Tyrosine Kinase) interférer avec

le résidu Asp 404. (Figure 36).
1.2.5. Conclusion
Les résultats obtenus lors du docking ont montré que :

- Le complexe 1 présente une énergie de score (-15.6858 Kcal/mol) avec le ligand Co-

cristalisé plus faible que I’énergie du composé «2-Undecanone » (-7.1680 kcal/mol).

- Le complexe 2 présente une énergie de score (-18.9860 kcal/mol) avec le ligand Co-

cristalisé plus faible que 1’énergie du composé¢ «2-Undecanone » (-8.2039 Kcal/mol) .

- Le complexe 3 présente une énergie de score (-4.3568 Kcal/mol)avec le «2-

Undecanone » plus faible que 1’énergie duligand Co-cristalisé(-3.8480 Kcal/mol) .

- Le complexe 4 présente une €nergie de score (-5.9316Kcal/mol)avec le ligand« 2-

Undecanone »plus faible que I’énergie dule ligandCo-cristallisé(-5.5164 Kcal/mol) .

Les résultats obtenus a 1’aide de logiciels MOE suite révele qu’il existe des différents
interactions c'est-a-dire il existe une affinité entre les deux molécules ( protéine-ligand ) doc
le « 2-Undecanone » peut tre probablement un bon inhibiteur pour les enzymes (Glycolate

Oxidase, Sarcosine Oxidase , Peroxiredoxin 5 et Tyrosine Kinase).

Tableau 8.Les liaisons d’interactions des 4 complexes.

Protéine Ligand Meilleur score

Glycolate Résidus d’interaction : Résidus d’interaction :

oxidase (Hydrophile) (Hydrophile)

(2RDU) Lys 236Ala 79 ,Asp 291 ,Thr 158 Ala 79 ,Asp 291 ,Thr 158 ,Lys 236,Ser
,Lys 236,Ser 108, Gly292, Gly 108, Gly292, Gly 314, Arg 315, Gly

314, Arg 315, , Gly293, Arg 295, , | 293, Arg 295, Thr 80 ,His 260.
Thr80 ,His 260.
(Lipophile) (Lipophile)
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Ala 79

Ala 79

Interaction Hydrogéne:

Interaction Hydrogéne:

Ser 108, Thr 80, Thr 158, His
260,Asp 291, Gly 292, Arg 295,
Arg315, Gly 314, Gly 293.

Lys 236

Interaction Arene :

Interaction Arene:

Thr 80, His 260, Lys 236, Thr 158

/

Sarcosine Résidus d’interaction : Résidus d’interaction :
oxidase (Hydrophile) : (Hidrophile) :
(1EL5) Asp 33, Ser 13, His 44 , Ser 43, His | Ser 43
39. Lys 348, Arg 49 .Gly 346.
(Lipophile): (Lipophile):
Ile 50, Val 173,Phe 347,Met 14 /
Interaction Hydrogene: Interaction Hydrogene:
Asp 33, His 39, His 44, Ser 13, Arg | Ser 43
49, Ile 50.
Peroxiredoxi | Résidus d’interaction: Résidus d’interaction:
ns (Hydrophile) (Hydrophile)
(1HD2) Gly 46,Arg 127, Cys 47. Gly 46, Arg 127, Cys 47
(Lipophile) (Lipophile)
/ /
Interaction Hydrogene: Interaction Hydrogene:
Arg 127
Tyrosine Résidus d’interaction : Résidus d’interaction :
kinase (Hydrophile) (Hydrophile)
(2ZHCK) Gly 344 Asp 404
(Lipophile) (Lipophile)
Ala 390 /

Interaction Hydrogéne:

Interaction Hydrogéne:

Ala 290

Asp 404
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1.1. Conclusion finale in silico

L'interaction entre une proté€ine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les

résidus mis en jeu:

» L'affinité entre deux molécules.
» Les distances entre les acides amines du site actif de I’enzyme et les atomes duligand.

» L'énergie d'interaction.

La flexibilit¢ des molécules biologiques résulte de la haute dimensionnalité des
systemes, mais aussi de l’intervention d’un grand nombre d’interactions faibles (liaison
hydrogene, effet hydrophobe, ....). Il est connu qu’elle fait partie intégrante de la dynamique
des macromolécules et de leur bon fonctionnement. La négligence de ce paramétre dans les
calculs introduit a des erreurs, il convient donc de déterminer la flexibilité intrinseéque
d’unemolécule mais aussi de pouvoir I’introduire, au moins partiellement, dans une procédure

dedocking (Carlson, 2000 ; Carlson, 2002.6 ; Carlson, 2002.8; Teague, 2003).

Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique
(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée

(Grosdidier, 2007).

D’aprés les résultats obtenue le calcul de I’énergie de « docking suite score » a été
effectué pour former les complexes et identifier les interactions existantes, enfin nous
constatons que le complexe 02 (SARCOSINE OXIDASE) posséde uneénergie la plus basse
avec le ligand Co-cristallis¢ (FAD) (-18.9860 kcal/mol), par la suite un meilleur score avec

le 2-Undecanone(-8.2039kcal/mol) par rapport aux autres complexes.

La 2-Undecanone est une cétone, ¢galement connue sous le nom de méthyl nonyl
cétone (MNK). Elle est soluble dans 1'éthanol, le benzéne, le chloroforme et 1'acétone, mais sa
large chaine carbonée la rend insoluble dans 1'eau. Comme la plupart des méthylcétones, la 2-
Undecanone subit une réaction halo forme lorsqu'elle est en présence d'une base. Par exemple,
la réaction entre la 2-Undecanone et I'hypochlorite de sodium produit du décanoate de
sodium, du chloroforme et de I'hydroxyde de sodium. La 2-Undecanone, également connue

sous le nom de méthyl-nonylcétone et IBI-246, est un liquide organique huileux fabriqué
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synthétiquement, mais qui peut également étre extrait du pétrole de la rue(Ruta graveolens).
On le trouve a 1'état naturel dans les bananes, les clous de girofle, le gingembre, la goyave, les
fraises et les tomates sauvages. La 2-Undecanone est utilisée dans les industries de la
parfumerie et des ardbmes, mais en raison de sa forte odeur, elle est surtout utilisée comme
insectifuge ou répulsif pour les animaux. En général, on trouve des concentrations de 1 a 2 %
de 2-Undecanone dans les répulsifs pour chiens et chats sous forme de liquide, d'aérosol ou

de gel.(Yannai,2004).
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Conclusion Générale

Dans notre présent travail, I’étude s’est portée sur 1’évaluation de 1’activité anti-

oxydante des huiles essentielles du Pistacia lentiscus.

Nous avons essayé d’étudier, au point de vue énergétique, les interactions et ¢lucider
des mécanismes d’interactions (protéine/ligand), En se basant sur I’étude théorique par le
biais de ’outil informatique, on a essayé d’expliquerquels sont les composés des HE des
galles de P.L les plus actifs, et déterminer le mode d’interaction entre les protéines : Glycolate
oxidase, Sarcosine oxidase, Tyrosine kinase et Peroxiredoxin 5 avec une série de cinq ligands

qui sont : o —terpinolene , Terpinen-4-ol, 2-Undecanone , 3-Cyclohexen-1-olet Caryophylene.

Le calcul des scores des complexes(protéine/ligand). Pour chaque ligand nous a permis
de mettre en évidence le mode d’interaction le plus favorable. Les résultats obtenus montrent
que pour la majorité des ligands les interactions sont du type hydrogeéne ou ionique est les
valeurs des scores calculées montre que lemeilleur ligand est ( 2-Undecanone ) qui présente
une ¢énergie de(-8.2039 Kcal/mol) avec Sarcosine oxidase(1ELS), de (-7.1680 Kcal/mol)
avecGlycolate oxidase(2RDU),de (-5.9316 Kcal/mol) avec Tyrosine kinase(2HCK) et de (-
4.3568 Kcal/mol) avec Peroxiredoxin S(1HD?2).

Par conséquent, la grande affinité du (2-Undecanone) pour les différentes protéines est
justifié par le fait qu’il lui correspondant des scores plus faible comparés avec celui du o —
terpinolene, Terpinen-4-ol, 3-Cyclohexen-1-olet Caryophylene c'est-a-dire la formation la
moins énergétique et la plus facile du complexe (protéine/ligand) et ce qui explique que le (2-

Undecanone) est le responsable de I’activité anti-oxydante .
Enfin, le docking moléculaire vise a prédire la structure d’un complexe moléculaire a

partir desmolécules isolées, ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins

cher et plus rapide que 'utilisation d’une des méthodes expérimentales.
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	Nous avons essayé d’étudier, au point de vue énergétique, les interactions et élucider des mécanismes d’interactions (prtéine/ligand), En se basant sur l’étude théorique par le biais de l’outil informatique, on a essayé d’expliquerquels sont les composés des HE des galles de P.L les plus actifs, et déterminer le mode d’interaction entre les protéines : Glycolate oxidase, Sarcosine oxidase, Tyrosine kinase et Peroxiredoxin 5  avec une série de cinq ligands qui sont : α –terpinolene , Terpinen-4-ol, 2-Undecanone , 3-Cyclohexen-1-olet Caryophylene.

	Le calcul des scores des complexes(protéine/ligand). Pour chaque ligand nous a permis de mettre en évidence le mode d’ineraction le plus favorable. Les résultats obtenus montrent que pour la majorité des ligands les interactions sont du type hydrogène ou ionique est les valeurs des scores calculées montre que lemeilleur ligand est  ( 2-Undecanone ) qui  présente une énergie de(-8.2039 Kcal/mol) avec Sarcosine oxidase(1EL5), de (-7.1680 Kcal/mol) avecGlycolate oxidase(2RDU),de (-5.9316 Kcal/mol) avec Tyrosine kinase(2HCK) et de (-4.3568 Kcal/mol) avec Peroxiredoxin 5(1HD2).


