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RESUME

Le présent travail a pour objectif, de mettre en évidence l'effet inhibiteur in vitro et in silico de
quatorze molécules pures sur I’activité enzymatique de la lipase de Candida rugosa (LCR). Les
molécules utilisées sont trois terpenes : alpha pinéne, linalool, myrcéne, un composé phénolique
I’hispidine, quatre alcaloides: harmalin, harmin, harmalol et harmol, six acides organiques tels que :
I’acide ascorbique, 1’acide benzoique, 1’acide citrique, 1’acide galique, 1’acide oxalique et 1’acide
salicylique. Le linalool représente le meilleur effet d’inhibition avec une valeur d’IC50 de 0,581
mg/ml tandis que I’acide citrique a enregistré I’effet d’inhibition le plus faible avec une valeur d’IC50
de 4,642 mg/ml. Les résultats obtenus montrent que les molécules ont un pouvoir inhibiteur contre la
LCR avec un type compétitif pour huit molécules, incompétitif pour trois et non compétitif pour deux
et une molécule n’a prouvé aucune inhibition. La modélisation par Docking moléculaire est effectuée
afin d’étudier les interactions chimiques des inhibiteurs avec la lipase de Candida rugosa et de
confirmer le type d’inhibition. Ces expériences ont montré que ces molécules peuvent étre utilisées
pour traiter quelques maladies comme 1’obésité.

Mots clés : lipase de Candida rugosa (LCR), inhibition, IC50, acides organiques, alcaloides, les
terpénes, Docking moléculaire.

ABSTRACT
This work aims to demonstrate the inhibitory effect in vitro and in silico of fourteen pure molecules on
the enzymatic activity of Candida rugosa lipase (CRL). The used molecules are: three terpenes:
pinene, linalool, myrcene, one Phenolic compound hispidin, four Alkaloids: harmalin, harmin,
harmalol and harmol, six organic acids such as: ascorbic acid, benzoic acid, citric acid, galic acid,
oxalic acid and salycelic acid. Linalool represents the best effect of inhibition with an IC50 of 0,581
mg/ml while the citric acid recorded the lowest inhibitory effect with a value of 4,642 mg/ml. The
results obtained show that the molecules have an inhibitory capacity against CRL with a competitive-
type for eight molecules, incompetitive for three and non competitive for two molecules, and one
molecule didn’t prove any inhibition. Molecular Docking is carried out to study the chemical
interactions of inhibitors with Candida rugosa lipase and to confirm the type of inhibition. These
experiments showed that these molecules could be used to treat some diseases as obesity.
Keywords: Candida rugosa Lipase (CRL), inhibition, IC50, acids, alkaloids, terpenes, Molecular
docking.
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INTRODUCTION GENERALE

Les lipases sont des enzymes ubiquitaires jouent un réle centrale dans tous les aspects de
métabolisme des graisses (Desnuelle, 1986). Elles sont des esters glycérol hydrolases, qui
catalysent 1’hydrolyse des triglycérides pour libérer les acides gras (Ruiz et al., 2006 ; Stolley
et al., 2008 ; Benarous, 2014)

Les triacylglycérollacyl-hydrolases, ou lipases (E.C.3.1.1.3), sont des enzymes appartiennent
a la famille des hydrolases d’ester carboxylique. Leur réle physiologique est d’hydrolyser les
triglycérides en diglycérides, monoglycérides, acides gras et glycérol. L’hydrolyse des
liaisons esters des substrats lipidiques, insolubles dans 1’eau, se produit a I’interface entre

lipide et eau (Bataiche, 2014) (Uyanik et al., 2010).

Les lipases sont largement répondues dans la nature, elles peuvent étre confinées dans une
organelle c'est-a-dire lysosome, ou elles peuvent étre trouvés dans les espaces extracellulaires
pour jouer leur role dans le métabolisme, 1’absorption et le transport des lipides. Les lipases
peuvent étre intracellulaire a fin de catalyser la dégradation des substrats lipidiques présent
dans I’environnement cellulaire (Benarous, 2010). On les trouve aussi bien dans le regne
végétal, chez les invertébrés mais également chez nombreux microorganismes principalement
sous forme des protéines extracellulaires (Patrik et al., 2008). Elles sont également largement
répondus chez les champignons filamenteux tels que Rhizopus ou Thermomyces ainsi que
chez les levures du genre Geotrichum ou Candida. (Beisson et al ., 2001).

La lipase de Candida rugosa (connues aussi sous le nom de Candida cylindracea) (LCR) est
un biocatalyseur souple qui catalyse I'hydrolyse, [’alcoolyse, [D’estérification et la
transestérification des triacylglycérols et d'autres esters hydrophobes. Elle est largement

appliquée dans une série d'applications biotechnologiques diverses comme la production des



esters de carbohydrates des acides gras, la synthése des produits pharmaceutiques et d'une

multitude d'applications dans la production alimentaire (Pandey et al. 1999).

La LCR est une protéine de 534 acides aminés, dont trois d’eux constituent la triade
catalytique (SER 209, HIS 449, GLU341) forment le trou d’oxyanion avec deux autres acides
aminés ALA 210 et GLY 124, le site actif est recouvert dans 1’état inactif par le volet
peptidique de GLU 66 a CYS 97, la cavité interne du site actif pour la fixation de la chaine
aliphatique de substrat est sous forme d’un tunnel hydrophobe constitué de LEU304 , LEU
410, SER 300, LEU 365, LEU 413 et PRO 246 (Grochulski et al., 1994 ;Schmitt et al.,2009,
Benarous, 2010 et 2014).

L'application d'un inhibiteur de lipase a été examinée plus t6t comme traitement pour I'obésité
car il y a un lien de causalité entre 1’0bésité et de nombreuse complication celles-ci peuvent
étre : soit a risque vital (risque cardiovasculaire, coronaropathies, diabéte et certains cancer)
soit source de handicaps importants (risque respiratoire, pathologies osteorticulaire,

problemes dermatologiques et de fertilité) (Merroucheet et al., 2005).

La candidose est une maladie causée par les levures du genre Candida représente un vrai
souci pour la santé humaine d’ou I’importance attribuée aux recherches dans ce domaine
encore aujourd’hui Candida est 1’agent principal impliqué dans la candidose de la sphére
oropharyngée et cesophagienne. C. albicans est également responsable de la grande majorité

des cas pres de 90%, des candidoses digestives (Gales, 2009).

L’acné est la maladie la plus commune associée a la bactérie Propioni bacteriumacnes, est
une pathologie inflammatoire chronique du follicule pilosébacé évoluant par poussée. Elle
touche 70 & 80% des adolescents et peut étre a I’origine de cicatrices, Elle apparait a la

puberté et disparait plus souvent a I’age adulte (Derno, 2010, Benarous, 2010).

D’autre part 1’Helicobacter pylori est un gram négatif, a forme spirale, flagellé (unipolaire ou
bipolaire). Cette bactérie a été principalement trouvée chez I’homme et d’autres animaux, elle
vit dans les segments antrale et fundique de I’estomac (entre la couche de la muqueuse et la
surface des cellules épithéliales et dans le duodénum. Le mode de la transmission de
I’infection de H. pylori n’est pas encore bien identifié. Les segments antrale et fundique de
I’estomac a plupart des individus infectés développent des gastrites asymptomatiques mais
pour environ 1 personne sur 10, I’infection a H. pylori est associés au developpement de

gastrite chronique, I’ulcére gastroduodénaux (Nagrorni, 2000).
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Durant ces trois derniéres décennies, il a été montré que de nombreux métabolites secondaires
jouaient un role écologique important. Des fonctions aussi importantes que la préservation
contre les infections microbiennes et les herbivores, ou que I’attraction exercée contre les
polinisateurs et les agents qui permettent la dispersion des fruits, sont devenues des thémes
qui sont au centre de la recherche sur ces métabolites secondaires. Parmi eux, les terpénes
sont de substances généralement lipophiles dérivent d’une entité simple a cinq atomes de
carbone. Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de base qui

composent la chaine ainsi que dans le divers mode d’assemblage (Hapokins., 2003).

A la différence des composés terpéniques, un alcaloide est un composé organique naturel (le
plus souvent d’origine végeétal), hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure
moléculaire complexe plus ou moins basique (Juenger .,2007). Les alcaloides provoquant
chez ’homme diverses réponses physiologiques et psychologiques parce qu’ils interferent
avec les neurotransmetteurs. A forte dose la pluparts des alcaloides sont toxique, par contre a

faible dose, ils peuvent avoir une valeur thérapeutique (Hapokins., 2003).

Il'y a 10 ans et nos travaux sont continus, sur I’inhibition de la lipase de Candida rugosa afin
de traiter 1’obésité, la candidose, 1’acné et I’ulcére par des extraits naturels et 1’isolement des
molécules bioactives. De cette approche, Nous avons pu mettre en évidence pour la premiere
fois in vitro et in silico, I'effet inhibiteur des terpenes et les alcaloides isolés a partir de

I’espece Peganum harmala et les acides sur la lipase de Candida rugosa.

L'objectif principal de ce travail est d'évaluer I'effet inhibiteur de quelques terpénes, alcaloides
et acides organiques sur la lipase de Candida rugosa et d'utiliser ces molécules comme une

cure de certaines maladies comme 1’obésité, candidose, acné, ulcere...etc.

Dans ce cadre, nous avons définit une stratégie de recherche commencera par une
introduction générale. Second, nous avons décrit tous le matériel et les méthodes utilisés ainsi
que I’outil bioinformatique et nous avons étudié le pouvoir inhibiteur de quelques terpénes,
alcaloides et acides organiques contre la lipase par la suite, nous procédons a 1’étude in silico
de la fixation de I’inhibiteur dans le site actif de la lipase de Candida rugosa par le
DOCKING moléculaire de ces molécules pures, suivies des resultats et leur discussion et se

terminera par une conclusion générale.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Les maladies causées par les lipases

1. 1L’obésité par la lipase pancréatique humaine
L’obésité est une maladie chronique et qui peut étre définie comme un état d’accumulation
excédentaire de masse graisseuse, en tenant compte des normes en fonction de I'age et du sexe

(Formiguera et Canton, 2004 in benarous, 2010).

L’obésité résulte d'un déséquilibre entre la prise d'énergie et la dépense énergétique ; c'est-a-
dire, quand un individu ingére plus que le corps dépense, la prise d'énergie excessive est
stockée en cellules de graisse du corps qui agrandissent ou augmentent en nombre (Marcus, et
Wildes, 2009 in benarous, 2010).

La mesure directe du taux de masse graisseuse est difficile et n’est pas toujours fiable. Mais
I’obésité peut étre mesuré par 1’indice de masse corporelle (IMC) «Body Mass Index (BMI)»,
(Formiguera et Canton, 2004 in benarous, 2010), c’est un rapport de poids en Kg divisé par le
carré de la taille en métre (Kg/m?) (Marcus et Wildes, 2009 in benarous, 2010). C’est
I’indicateur le plus couramment utilis¢, chez I’adulte il existe une valeur seuil unique de
I’IMC pour : le poids insuffisant (IMC inferieur a 18.5 Kg/m?), le poids normal (IMC entre
18,5-24,9 Kg/m?), le surpoids (IMC supérieur a 25 kg/m?) et I’obésité (supérieur a 30 kg/m?),
chez I’enfant les seuils évoluent avec 1’age et le sexe du fait des variations de la corpulence

survenant au cours de la croissance (Mantey et al., 2003 in benarous, 2010).

L’obésité augmente le risque d’atteinte d’un certain nombre maladies, y compris
I’hypertension, le diabete de type 2, la dyslipidémie, 1’arteére coronaire, I’arthrose et le cancer
de sein post-ménopausique. La prédominance de I’obésité a été significativement augmentée
au cours des 30 derniéres annees, et environ 32 % des adultes dans les états unis sont

actuellement obéses (Stolley et al., 2008 in benarous, 2010).
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La lipase pancréatique est le principal enzyme responsable de la digestion des lipides
alimentaires. Elle agit principalement sur les diglycerides libérés par la lipase gastrique. Elle
est secrétée dans le duodénum et fonctionne a des pH légerement alcalins, contrairement a la
lipase gastrique. Les produits de la lipolyse sont, suite a son action, véhiculés a 1’aide des
agents tensioactifs naturels que sont les sels biliaires. L’activité de la lipase pancréatique peut
s’exercer en présence ou en absence des sels biliaires. En leur absence, la lipase s’adsorbe
d’abord a I’interface lipide / eau avant d’hydrolyser les esters carboxyliques. Par contre, en
présence de ces sels biliaires, la lipase pancréatique est inactive, mais son activité est
restaurée par un cofacteur protéique appelé colipase (figure 38) (Borgstrom et al., 1973 in
benarous, 2010).

L’orlistat est un inhibiteur compétitif de la lipase qui appartient a une nouvelle classe des
médicaments anti-obeésité. Il empéche la lipolyse des triglycérides diététiques (TG), et réduit
ainsi lI'absorption intestinale suivante de la graisse. La lipase pancréatique humaine (LPH) a
été la cible principale dans le développement d'Orlistat™ (figure 39). L'inhibition de la lipase
gastrique humaine (LGH) par Orlistat™ a été également étudiée in vitro mais n'avait pas été
encore étudiée au cours des repas d'essai. Dans les études les plus cliniques, les effets
d'Orlistat™ ont été estimés indirectement a partir des gros niveaux fécaux d'excrétion, mais
I'inhibition exercée sur les lipases digestives et les niveaux de la lipolyse n'ont pas été mesurés

simultanément in vivo (Carriere et al., 2001 in benarous, 2010).

1. 2 L’Acné par la lipase de Propionibacterium acnes
L'acné, est la maladie la plus commune associée a la bactérie Propionibacterium acnes
(connue aussi sous le nom de Corynebacterium acnes/parvum, figure 40). Cette maladie
affecte 80% de la population totale au moins une fois pendant la vie, et c'est la cause
principale de la consultation dermatologique, elle se développe principalement chez les
patients d'age de 10-30 ans (Toyoda et Morohashi, 2001 ; Jappe, 2003 in benarous, 2010).

L’acné est une éruption folliculaire qui commence comme un comédon, prospere alors une
inflammation qui entraine a la formation de papules et pustules rouges. Plusieurs patients
souffrant d'acné subir une résolution compléte de leur lésions ne présentent aucun symptéme
restants, alors que d'autres patients ont l'acné continue ou de longue dureée et comme

consequences, ils auront des cicatrices et des chéloides (figure 41).

Les lésions initiales non inflammatoires ont été vérifiées par la microscopie optique et par

microscopie électronique (Toyoda et Morohashi, 2001 in benarous, 2010). Ceci conduit a un
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microcomédon, qui va progresser vers un comédon fermé ou ouvert. Les lésions
inflammatoires sans doute commencent lorsque la prolifération de Propionibacterium acnes
attire les neutrophiles aux follicules sébacés. Le contenu diffuse dans le derme qui déclenche
I'inflammation. Dans la plupart des cas, I'inflammation disparait progressivement, subsistent
sur quelques jours a 2 semaines. Comme il a été largement connu, organisme prédominant est
P. acnes (Puhvel et al., 1975 in Higaki, 2003 in benarous, 2010).

La multiplication de P. acnes, la surproduction de sébum, et I’hyperkératinisation folliculaires
sont trois facteurs consécutifs physiologiques dans la pathogenese de I'acné. 1l est bien établi
que I'abondance des acides gras libres dans les lésions détectées en tant que formes d'acné par
I'effet de la lipase de P. acnes sur les triglycérides sébacées. Les acides gras libres stimulent
I’épithélium folliculaire suffisamment pour aboutir a sa rupture, qui permet alors d'obtenir
ceux a travers le derme et pour induire I'inflammation (Higaki, 2003). Marples et al. (1971 in
Higaki, 2003) a signalé qu'une diminution des acides gras libres précede une baisse dans le
nombre de P. acnes. L’injection intradermique des acides gras libres dans les sujets sains
provoque de graves l'inflammation (Strauss et Pochi, 1965 in Higaki, 2003 in benarous,
2010). La lipase de P. acnes elle-méme peut agir comme un facteur chimiotactique (Lee et al.,
1982 in Higaki, 2003 in benarous, 2010), et il est probable que d'autres facteurs contribuent et
qui ont éte traités légérement jusqu'a ce jour (Puhvel et Sakamoto, 1978 in Higaki, 2003 in
benarous, 2010). De ce fait, I'importance de la lipase de P. acnes dans I'acné a également été
fortement confirmée (Kellum, 1968 in Higaki, 2003 in benarous, 2010).

La lipase de P. acnes a quelques propriétés intéressantes. Elle clive aux positions a et B des
triglycérides simultanément, en libérant des acides gras libres et de glycérol. La lipase de P.
acnes est stable et active au pH compris entre 5 et 8; si le pH est inférieur a 5, l'activité de P.
acnes lipase est plus faible. Bien que d'autres facteurs aient été récemment discutés avec
I'égard de la pathogenese de I'acné, la lipase de P. acnes a toujours été considérée comme un
élément important dans la pathogenése de I'acné. En outre, nous ne devrions pas ignorer
I'existence de phosphatase acide et la protéase, qui sont des enzymes extracellulaires produites
par P. acnes (Ingham et Cunliffe, 1981 in Shuichi Higaki, 2003 in benarous, 2010) Ces

enzymes peuvent également étre d'importance dans I'acné inflammatoire.

La thérapie d'acné consiste a la réduction de la production de sébum, réduction de
I’hypercornification, inhibition de la croissance de P. acnes (et la réduction de la synthése

et/ou l'activité des enzymes de P. acnes et des antigénes pro-inflammatoires), et réduction de
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I’inflammation. L'acné douce est traitée en utilisant des composés comme : les rétinoides
(tretionine, tazarotene, adapalene), qui sont sebostatiques, kératolytiques, et les médicaments
anti-inflammatoires, ou le peroxyde de benzoyle, qui sont kératolytiques et anti-P. acnes. Ces
composés ont une efficacité limitée, ainsi I'acné douce modérée exige la combinaison des
traitements précédents avec des antibiotiques tels que les tétracyclines (tétracycline,

clindamycine, minocycline, etc.) ou les macrolides (érythromycine ouroxithromycine).
1. 3L’Ulcére par la lipase de Helicobacter pylori

L’Helicobacter pylori (appelée aussi des Campylobacter pylori/pyloridis) est a Gram négatif,
a forme spirale, flagellé (unipolaire ou bipolaire) (figure 42). Cette bactérie a été
principalement trouvée chez I'nomme et d'autres animaux (primats, chats, etc.), elle vit dans
les segments antrale et fundique de I'estomac (entre la couche de la muqueuse et la surface des
cellules épithéliales figure 43), et dans le duodénum. Le mode de la transmission de I'infection
de H. pylori n'est pas encore bien identifié (Nagorni, 2000; http://www.helicobacterspain.com
in Ruiz, 2005 in benarous, 2010)

H. pylori a suscité un grand intérét car elle a été isolée par Warren et Marshall en 1983
(Nagorni, 2000 in benarous, 2010) a partir de biopsies gastriques, car elle provogue lI'une des
plus infections répondues dans le monde entier. H. pylori colonise environ 60% de la
population mondiale, mais une prévalence plus élevée est associée au statut socio-économique
faible, surpeuplement et d'age plus élevé, étant aussi élevé que 90% chez les adultes des pays
en developpement. La plupart des individus infectés développent des gastrites
asymptomatiques, mais pour environ 1 personne sur 10, I’infection a H. pylori est associée au
développement de gastrite chronique, ulcéres gastro-duodénaux (ulceres sur la paroi de
I'estomac ou du duodénum; Figure 43), ou systémiques, les maladies cardiovasculaires,

respiratoires, neurologiques, auto-immunes, et la croissance troubles, entre autres maladies

(Nagorni, 2000; http://www.helicobacterspain.com in Ruiz, 2005 in benarous, 2010).

L’approche thérapeutique la plus acceptée recommande un inhibiteur de la sécrétion acide par
les cellules pariétales (Inhibiteurs de la pompe a protons: comme I'oméprazole, Pantoprazol,
etc; ou antagonistes des récepteurs Ho: ranitidine, famotidine, etc) et deux antibiotiques
(clarithromycine ou le métronidazole en association avec I'amoxicilline), ou amoxicilline en
association avec le métronidazole ou la tétracycline (Perna et al., 2003 in benarous, 2010).
Toutefois, des études récentes ont montré des résultats deécevants avec ces regimes,

principalement en raison de la situation d'urgence rapide de la résistance bactérienne aux
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antibiotiques utilisés (Nagorni, 2000 in benarous, 2010). Ainsi, la recherche sur les thérapies
alternatives est en cours, y compris l'utilisation de composés antiulcéreux obtenus a partir de
médicaments a base de plantes qui, généralement, ils ont un large éventail d'activités
bénéfiques tels que les anti-H. pylori, anti-inflammatoires, et effets antioxydants, I'inhibition

de la sécrétion acide... (Borrelli et 1zzo, 2000 in benarous, 2010).

Plusieurs bactéries et champignons lipolytiques sont impliqués dans les maladies infectieuses
(tableau 9), les lipases jouent un réle important pour certains d’eux comme Staphylococcus
spp., Pseudomonas spp. (Jaeger et al., 1994 in benarous, 2010), Propionibacterium acnes
(Higaki, 2003) et Helicobacter pylori (Smoot, 1997 in benarous, 2010). Pendant la derniere
décennie, les deux bactéries Propionibacterium acnes et Helicobacter pylori ont généré un
grand intérét grace a ses implications sociales et cliniques (Ruiz, 2005 in benarous, 2010).
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MATERIELS ET METHODES

1. Les molécules pures

1. 1. Lesterpénes et les composés phénoliques
Nous avons utilisé les terpenes synthétisés de [I’Institut National de la Recherche
Agronomique, INRA, UR1264, MycSA, Bordeaux, France qui sont : sont a pinene, linalool et
mycéne et le composé phénolique hispidine isolé a partir d’Inonotus hispidus selon la

méthode publié dans Benarous et al., 2015 dont les structures 2D sont montrées dans la

figurel.
HO
\ /
linalool, C44 Hyg O, MM=154,235 g/mol pinene, C4oH4g, MM=136,238 g/mol
PubChem CID:6549 PubChem CID:6654
HO
\ /
HO
myrcene, C49 Hqg, MM136,238 g/mol hispidin,C43H,,05 MM=246,218g/mol
PubChem CID:31253 PubChem CID:5468592

Figure 1. Représentation des structures des terpenes et le composé phénoligue.
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1. 2 Les alcaloides

Nous avons pris cinqg alcaloides a partir de I’institut de recherche ICTAN- Madrid, Sigma
Aldrich, ces alcaloides sont: harmine, harmol et harmalol et harmaline est isolée a partir de la

plante médicinale Peganum harmala. Les structures 2D sont montrées dans la figure 2.

H
" o \

harmalin, C43H;4N;0, MM=214,268 g/mol  harmin, C43H,, N,O, MM= 212,252g/mol
PubChem CID: 5280951 PubChem CID:5280953

H H
N N

harmalol, C4,H{2N,O, MM 200,241 g/mol

harmol, C;,H4(N,0, MM=198,225 g/mol
PubChem CID: 5353656

PubChem CID: 68094

Figure 2. Représentation des structures des alcaloides
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1. 3 Les acides organiques

Nous avons obtenu les six acides organiques du laboratoire de département de la biologie

université Amar Telidji Laghouat, ces acides sont 1’acide gallique, I’acide oxalique, 1’acide

salicylique, 1’acide ascorbique, 1’acide benzoique et ’acide citrique. Les structures 2D sont

montrées dans la figure3.

HO
OH

OH
ascorbic, CgHgOg, MM=176,124 g/mol
PubChem CID:54670067

HO OH
OH
citric, CgHgO7, MM=192,123 g/mol
PubChem CID:311

HO
OH

o
oxalic, C,H,04, MM=90,034 g/mol
PubChem CID:971

OH

benzoic, C;HgO,, MM=122,123 g/mol

PubChem CID:243

HO

HO

OH
galic, CTH605, MM= 170,12 g/mol
PubChem CID:370

OH
salicylic, C;HgO; MM=138,122 g/mol
PubChem CID:338

Figure 3. Représentation des structures des acides organiques.




2. Activité enzymatique de la lipase

2.1. Principe de P’activité enzymatique de la lipase
La technique physico-chimique utilisée pour étudier la cinétique de 1’hydrolyse de 1’ester par
la lipase microbienne est la spectrophotométrie UV-Visible. Dans cette étude, nous
s’intéressons a 1’apparition du produit d’une coloration jaune (p-nitrophénol) en suivant
I’évolution de sa densité optique. Le p-nitrophénol se produit de 1’hydrolyse de p-nitrophényl-

laurate en présence de la lipase microbienne selon I’équation de la réaction suivante :

)
0) (CHz)1CHy OH
Lipas Ji
T H)0 e T HT T (CHH
NGO, NG,
Para-nitrophényl [aurate Para-nitrophénol Acide lawrique

Figure 4. Le schéma réactionnel de I’hydrolyse de p-NPL par la lipase microbienne
(Benarous, 2010 et 2014)
3. Protocole expérimental

3.1. Courbe d’étalonnage réalisée avec le p—nitrophénol
A partir d’une solution préparée du solvant p-nitrophénol de concentration 1mM, des
solutions diluées ont été préparée avec des concentrations croissantes. Nous avons introduit
20 pL de I’enzyme solubilisée dans un tampon de pH égale a 7, avec 20 uL. de méthanol ; et
180 pL du p-NP des différentes concentrations.

3.2. Etude de I’inhibition de I’activité de la lipase
Le milieu réactionnel contient 20 ul de la solution des molécules diluées et 20 ul de la LCR
de 0,5 mg/ml a été pré-incubé dans une étuve a 37°C pendant 15 min, la réaction a été
déclenchée par I’ajout de 180 ul de p-NPL de concentrations différentes pendant 15 min.
La lecture de 1’absorbance de chaque solution a été effectuée a 1’aide d’un lecteur de
microplaques Biotek ELX 800 UV a une longueur d’onde de 405 nm contre un blanc.
Les calculs des IC 50 se fait a partir de la représentation graphique 1% = f(C) tel que | % est

déterminée suivant cette relation :
1% = (1— (MD *100
A:ontrol
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Avec : - | % : le pourcentage d’inhibition.
- A moiecule : I’absorbance de I’activité lipolytique en présence de 1’extrait chimique.

- A control : I’absorbance de 1’activité lipolytique en absence de 1’extrait chimique.

Dans le but d’étudier I’effet de nos molécules sur la LCR et de determiner le parameétre
d’inhibition IC50: la concentration nécessaire de I’inhibiteur pour inhiber 50 % de 1’enzyme
ou diminuer 50 % de P’activité enzymatique (IC50) nous avons procédé a la méthode décrite
par Benarous, 2010, Benarous et al., 2013 ; 2015) avec modification. Apres avoir testé
I’activité inhibitrice des molécules pures pour deux concentrations (1 mg/ml et 2 mg/ml). On
s’est intéressé par les molécules pures qui ont donné une inhibition importante (> 50%) et
pour lesquels nous avons procédé a la détermination du paramétre 1C50.

Nous avons utilisé un lecteur de microplaque Biotek de 96 puits par laquelle nous avons
profité I’avantage d’utilisation des micro-volumes.

L’activité inhibitrice de nos molécules a été confirmée par le test précédent, nous avons
ensuite procédé a 1’étude de I’activité de la lipase de candida rugosa en vue de déterminer le
type d’inhibition et les constantes d’inhibition. A partir de la représentation graphique 1/V=
f(1) tel que I est la concentration de molécules, nous avons déterminé la constante d’inhibition
Ki. En plus, des représentations graphiques et pour comparer nos résultats, nous avons aussi

calculé les constantes d’inhibition Ki en utilisant 1’équation suivante (Cer et al, 2009).

I1C50

~Km
< t1

ki

Pour cela, il faut varier la concentration en molécules et en substrat. A partir de la courbe de
la cinétique enzymatique, nous avons pu choisir trois concentrations du substrat (0,1mM,
0,06mM, 0,08mM).
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3.3. Analyse statistique
Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel statistique Microsoft office Excel
2013. Toutes les expériences ont été faites en triple, les résultats ont été présentés par la

moyenne avec son écart type (n=3) pour chaque cas.
3.4. Docking moléculaire

Toutes les molécules proviennent de base de données pubchem , ils ont été assemblés avec
Discovery Studio visualizer v4.0. La structure 3D de la lipase de C. rugosa (PDB ID :
1CRL) a été pris a partir de la base de données des protéines (PDB). Pour étudier le docking,
initialement il faut préparer la protéine en éliminant toutes les molécules d’eau, hétéroatomes,
n’importe quel ligands et solvant Co-cristallisé. 1l est bien connu que les fichiers pdb sont
dépourvus des atomes d’hydrogéne. Par conséquent, les hydrogénes polaires et les charges
partielles ont ¢té ajoutés a la structure a 1’aide de logiciel Autodock tools (ADT) (version
1.5.4). Le docking moléculaire était performé par le programme AutoDock Vina dans une
station de 12 CPU [40]. Puisque celogiciel utilise des boites rectangulaires pour le site de

liaison, le centre de la boite a été défini et la zone d’accueil est affichée a I’aide d’ADT.

Le docking était aveugle avec une grille de boite de 68 * 68 * 68 avec points de grille séparés
de 1 A a été positionné au milieu de la protéine (x = 72,33 ; y = 55.391 ; z = 20.425). Les
parametres par défaut ont été utilisés, sauf que le nombre des conformations de sortie a été
réglé a 40. Le nombre de tour de docking s’est fixé sur 50 tours. Le nombre des solutions
obtenus est égal a 1000 conformations. Toutes ces solutions sont tres bien traitées. Le
« random seed » est aléatoire. Les conformations privilégiées étaient celles de plus faible
énergie de liaison au sein du site actif. Enfin, les résultats de docking générés étaient

directement chargés dans Discovery Studio visualizer , v 4.0.
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RESULTATS ET DISCUSSION
1. La courbe d’étalonnage de p-NP

La courbe d’étalonnage réalisée par le p-NP est montrée dans la figure 2.

0.16 T

R%=0.9993

0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04

Absorbance a405 nm

0.02
0

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Concentration de p-NP[(mDM)

Figure 5. La courbe d’étalonnage réalisée par le p-nitrophénol

2. Parameétres cinétiques déterminés pour la lipase de Candida rugosa

A I’aide des mesures spectrophotométriques réalisées sur I’activité enzymatique de la lipase
décrite par Benarous et al (2013), on apercoit que cet enzyme présente une cinétique
michaelienne.

Les parametres cinétiques de 1’enzyme (Kcat, Km) sont déterminés selon 1’hypothése d’une
cinétique Michaelienne a 1’aide de 1’équation en double inverse de Lineweaver Burk
[1/v=£(1/S)]. D’apres la représentation graphique de Lineweaver Burk, on peut alors
déterminer la vitesse maximale Vmax, la constante catalytigue Kcat et la constante
michaelienne Km, et par conséquent on déduit I’efficacité de 1’enzyme a partir du rapport
Kcat/Km. Le tableau suivant résume les valeurs obtenues de ces paramétres déterminés par
Benarous, 2010 ; 2014.

Tableau 1. Les parametres cinétiques de la lipase de Candida rugosa
(Benarous, 2010 ; 2014).
Vmax (mM/min) Km (mM) Kcat (Min-1) Kcat/Km (Minl.mM-1)

0,08+0,01 0,50+0,26 13400+0,03 26800+0,05

Sachant que : Vmax : vitesse maximal ; Km : la constante michaelienne ; Kcat : la constante

catalytique ; Kcat/Km : la spécificité de I’enzyme
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3. Inhibition de la réaction catalysee par la lipase

A partir de 1’étude bibliographique sur la fonction physiologique de la lipase et le role de ses
inhibiteurs dans le traitement de plusieurs maladies. Nous avons évalué le pouvoir inhibiteur
de nos molécules sur I’activité de cette enzyme dans le but de trouver des inhibiteurs de cet
enzyme.

Les résultats obtenus montrent que les treize molécules présentent un pouvoir d’inhibition vis-
a-vis de la lipase avec des pourcentages d’inhibition supérieurs & 50% la concentration de
substrat (0,1 mM).

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition I % en
fonction des concentrations des molécules exprimées en mg/ml pour une seule concentration
de substrat (0,1 mM), nous avons déterminé la concentration inhibitrice a 50 % (IC50) de
chaque échantillon (les courbes sont présentés dans la figure 3). Ces représentations
graphiques nous permettent de déterminer les valeurs des 1C50. Ainsi, hous avons calculé les
Ki selon I’équation citée précédemment et a partir des représentations graphiques 1/V=f(I)

(figure 3). Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 2.
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Harmaline
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Acide citrique
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Acide salicylique
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Figure 6. Représentation graphique de I’inhibition des molécules de la réaction

Catalysée par lipase de Candida rugosa

Tableau 2. Les valeurs d’IC50, Ki et type inhibition des terpénes, les composes phénoliques,
les alcaloides et les acides organiques.

. Molécules . Type
Famille oures IC50 (mg/ml) 1IC 50 (mM)  Ki (mg/ml) d’inhibition
Alpha pinéne 0,61+0.01 5+0.01 ND Incompétitive
Terpénes : -
Linalool 0,58+0.02 3,77+0.02 0,10 Compétitive
COmposes —enidine 1,2140.007  4,91+0.00 0,22 Compétitive
phénoliques
Harmaline 1,45+0.01 6,8+0.01 ND incompétitive
Alcaloides Harmine 1,05+0.00 4,96+0.00 ND incompétitive
Harmalol 1,31+0.01 6,6+0.01 0,99 compétitive
Harmol 1,16+0.01 6,58+0.01 1 compétitive
Acide 3414006  19,38+0.06 4.4 Compétitive
ascorbique
. Acide 303001  24,81+001 0.8 compétitive
enzoique
. Acide 4,64+000  24,16+0.00 0,42 Non
Acides citrique compétitive
organiques Acide 1,26+0.06 7,41+0.06 0,6 Compétitive
gallique
Acide 4,15:001  46,17+0.01 16 Non
oxalique Compétitive
/_\cm!e 1,51+0.01 10,99+0.01 1,4 Compétitive
salicylique
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Dans ce travail, nous avons testé pour la premiere fois I’inhibition de la lipase de Candida
rugosa par des acides organiques qui sont 1’acide ascorbique, ’acide benzoique, ’acide
citrique, 1’acide gallique, I’acide oxalique et 1’acide salicylique. Ainsi, aucune étude n’a été
trouvé pour les terpénes que nous avons utilisé : linalool, alpha pinéne et myrcéne, un
compose phénolique isolé a partir de ’espéce: Inonotus hispidus et des alcaloides de
synthese a savoir harmaline, hamine, harmalol et harmol.

D’une maniére générale, ces molécules sont des inhibiteurs d’activité intermédiaires de la
lipase de Candida rugosa par rapport aux autres molécules pures, les valeurs des IC50 et Ki
varient selon la nature et la structure chimique de chaque molécule, leurs degré de complexité
et les groupements fonctionnels que les constituent.

Les résultats obtenus montrent que les terpénes ont un pouvoir inhibiteur important de
’activité enzymatique de la lipase a I’exception de myrcene. Alors que les alcaloides ont un
pouvoir inhibiteur moins important que les terpenes par contre les acides possédent la plus
faible activité.

Le linalool est le plus puissant inhibiteur parmi les molécules étudiées dans ce travail
(IC50=0,441 mg/ml) tandis que le plus faible se présente dans 1’acide citrique (IC50=4,642
mg/ml), les autres valeurs varient dans cet intervalle, mais nous n’avons pas enregistré une
activité inhibitrice sur la lipase de Candida rugosa pour le myrcéne peut étre a raison de sa
structure linéaire.

Le plus puissant inhibiteur parmi les terpenes est le linalool et le plus puissant inhibiteur
parmi les alcaloides est I’harmine tandis que 1’acide gallique est le plus puissant parmi les
acides étudiés.

Si nous comparons ces valeurs avec celle de 1’orlistat (IC50=0,068+ 0,02 mg/ml), (Benarous
et al., 2015) , qui est un medicament anti-obésité, nous pouvons dire que nos molécules sont
huit fois moins efficace que I’orlistat.

Beaucoup de recherches scientifiques ont été réalisées pour évaluer les effets anti-obésité,
anti-acné et anti-candidose des extraits et des molécules isolées des plantes médicinales sur
I’activité de la lipase, dans le but de trouver une nouvelle molécule naturelle traitant ces
maladies sans effets secondaires. Dans cette étude, nous avons fait la méme chose et nous
voulons comparer nos molécules pures par ces molécules isolées des extraits naturels par ces
travaux antérieurs qui sont regroupés dans le tableau 6.

Par comparaison du Thymol pur (IC50=10,6 + 0,1 mg/ml) et I’huile essentielle (HE) de

O. syriacum isolé a partir de la plante Origaum syriacum (IC50=1,1 + 0,2mg/ml) (Afifi et al,
2017) et le kaempferol : 1C50=2.1800+0.00 mg/ml (Ruiz et al. 2006) avec nos terpénes qui
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sont linalool et alpha pinéne avec une valeur de 1C50=0,581 mg/mL, 1C50=0,681 mg/mL
respectivement, nous pouvons dire que nos terpenes sont plus efficaces et présentent des

effets inhibiteurs meilleurs que le thymol et le HE &’O. syriacum et le kaempferol.

Mais si nous comparons les trois composés terpéniques alismol (1C50=0,014 mg/ml) alisol F
avec (IC50=0,088 mg/ml) et ligucyperonol (IC50=0,025 mg/ml) qui ont été isolés a partir de
I’espece Alisma orientalis (Cang et al. 2017) par nos terpénes, nous pouvons dire que ces
composés terpéniques sont plus efficaces et présentent des effets inhibiteurs meilleurs que le

linalool et alpha pinene.

Les alcaloides déja connus comme des inhibiteurs de la lipase parmi eux Stephalagine qui a
été isolé a partir de la plante Annona crassiflora (IC50= 0,00835 mg/ml) (Pereira et al, 2017)
et Bis-indole qui a été isolé a partir Tabernaemontana divaricata avec une valeur de (IC 50=
0,01273 mg/ml) (Sridhar et al., 2017) aussi que le koenigicine (IC50 = 0,138 mg/ml) et
koenimbin (IC50 = 0,049 mg/ml) qui ont été isolés a partir Murraya koenigii (Birari et al.,
2009).

Si nous comparons ces valeurs des IC50 des alcaloides précédents avec celle de nos
alcaloides, nous observons que nos alcaloides présente une inhibition moins importante avec
une valeur d’1C50 varient dans cet intervalle [1,053-1,457] mg/ml.

Par contre tous nos alcaloides présentent une inhibition plus importante a celle que
trigonelline, (IC50 = 2,74 mg/ml), (les valeurs d’IC50 ont été déterminées pour la lipase de
Candida rugosa et le p-nitrophényllaurate comme substrat) (Ruiz et al., 2006).

Plusieurs molécules isolées mais a partir des autres sources que les plantes et ont présenté leur
pouvoir inhibiteur de la lipase a savoir : (+)-ganodilactone, (—)-ganodilactone, (x)-ganodilactone
qui sont des meroterpenoides isolés a partir la macromycete Ganoderma leucocontextum et
présentent des valeurs d’IC50 respectivement, IC50 =0,004 mM, 1C50 = 0,0025 mM et 1C50
=0,0273mM (Chen et al. 2016) et methyl 22-bromo-(17E,21E)-docosa-17,21-diene-9,11,19
triynoate isolés a partir des éponges marine Xestospongia testudinaria 1C50 = 0,0007 mM
(Yang et al. 2017) sont des molécules présentent une inhibition plus importante par

comparaison a toutes nos molécules.

Aucun travail récent n’est trouvé sur 1’inhibition de la lipase pancréatique humaine ou la
lipase de Candida rugosa par les acides, donc ce travail mettre en évidence pour la premiére

fois in vitro et in silico I’inhibition par les acides organiques.
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Les résultats obtenus montrent que I’acide gallique (IC50 =1,262 mg/ml) est le meilleur
inhibiteur par comparaison des autres acides par contre 1’acide citrique (IC50 =4,642mg/ml)
est le plus faible inhibiteur parmi les acides spécialement et toutes les molécules étudiées

généralement.

Par comparaison générale, des valeurs d’IC50 des molécules qui sont décrits dans le tableau
6 et les valeurs d’IC50 de nos acides qui varient dans cet intervalle [1,262-4,642 mg/ml]
(Tableau 4), nous observons que la plupart des molécules décrits dans le tableau 6 sont plus
efficaces que nos acides a I’exception des deux terpénes Thymol (IC50 = 10,6 mg/ml), qui
est moins efficaces et présentent des effets inhibiteurs faibles a celle que tous nos acides et le
Kaempferol (IC50 =2.18 mg/ml), et 1’alcaloide trigonelline (IC50 =2,74 mg/ml) qui sont
moins efficaces et présentent des effets inhibiteurs faibles a celle que I’acide gallique et

I’acide salicylique.

Le type d’inhibition et les constantes d’inhibition Ki ont été déterminés a partir de la
représentation graphique 1/V= f(l) "Représentation de Dixon " tel que | est la concentration
de molécules. Sachant que les constantes d’inhibition Ki sont calculées a partir de ce graphe,
par la projection du point d’intersection des droites sur I’axe des abscisses. Tandis que le type
est déduit a partir du point de rencontre de ces traces. Et ensuite confirmé par la représentation

graphique 1/V= f (1/S) "Représentation de Lineweaver Burk"(mentionnée dans 1’annexe).

Ces résultats montrent que parmi les treize molécules étudiées, il y a huit molécules qui ont
un pouvoir inhibiteur pour la lipase de Candida rugosa de type compétitif telles que linalool,
hispidine, harmalol, harmol, acide ascorbique, acide benzoique, acide gallique, et 1’acide
salicylique et trois molécules de type incompétitif telles que alpha pinéne et harmine et
harmaline et deux molécules de type non compétitif qui est 1’acide citrique et oxalique

comme il est motionné dans le tableau 3.
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Tableau 3. Valeurs d’IC50 pour quelques molécules selon la littérature.

Molécule Plante IC50 Référence
famille Espece (mg/ml-mM*)
O. syriacum (HE) Lamiaceae Origaum syriacum 11 Afifi et al., 2017
Thymol (terpéne) Lamiaceae Origaum syriacum 10,6 Afifi et al., 2017
Alismol (terpéne) Alismataceae Alisma orientalis 0,014 Cang et al. 2017
alisol F (terpéne) Alismataceae Alisma orientalis 0,088 Cang etal. 2017
Ligucyperonol (terpéne) Alismataceae Alisma orientalis 0,025 Cang etal. 2017
Stephalagine (alcaloide) Annonaceae Annona crassiflora 0,0083 Pereira et al, 2017
Bis-indole (alcaloide) / Tebernacmontana 00127 Sridhar et al, 2017
ivaricata
Koenimbin (alcaloide) Rutaceae Murraya koenigii 0,138 Birari et al. 2009
Koenigicine(alcaloide) Rutaceae Murraya koenigii 0,049 Birari et al. 2009
Kaempferol (terpéne) / / 2,18 Ruiz et al. 2006
trigonelline (alcaloide) / / 2,74 Ruiz et al., 2006
Theaflawn-3,37-d|gallate Theaceae Camellia sinensis 0,0019* Glisan et al. 2017
(coumarine)
theaflavin-3_-gallate Theaceae Camellia sinensis 0,0042* Glisan et al .2017
(coumarine)
theaflavin-3-gallate Theaceae Camellia sinensis 0,003* Glisan et al .2017
(coumarine)
Theaflavin (coumarine) Theaceae Camellia sinensis >0,01* Glisan et al .2017
b-Mangostin(Xanthone) Guttiferaceae Garcinia mangostana 0,0275* Chae et al. 2016
1-1somangosti( Xanthone) Guttiferaceae Garcinia mangostana 0,0345* Chae et al. 2016
Garcinone D(Xanthone) Guttiferaceae Garcinia mangostana 0,0225* Chae et al. 2016
Smeathxanthone Gulttiferaceae Garcinia mangostana 0,0195* Chae et al. 2016
A(Xanthone)
. . . . Acanthopanax .
silphioside (triterpenoides) Araliaceae senticosus 0,22 Li Fang, 2007
copterosideB (triterpenoides) Araliaceae Acanthopanax 0,25 Li Fang, 2007
senticosus
hederagenin3-O-b-D
glucuronopyranoside6- Araliaceae Acanthopanax 0,26 Li Fang, 2007
Omethyl ester senticosus
(triterpenoides)
gypsogenin3-O-
bDglucuronopyranoside- Araliaceae Acantr_]opanax 0,29 Li Fang, 2007
X . senticosus
(triterpenoides)
Autres inhibiteurs
(+)-ganodilactone Ganoderma leucocontextum (micromycete) 0,004 Chen et al. 2016

Ganoderma leucocontextum) (micromyceéte)

(-)-ganodilactone 0,0025* Chen et al. 2016

(+)-ganodilactone Ganoderma leucocontextum (micromycéte) 0,0273* Chen et al. 2016

methyl 22-bromo-(17€ 21E)- Xestospongia testudinaria

docosa-17,21-diene-9,11,19- . 0,0007* Yang et al. 2017
i (marine sponge)
triynoate
Orlistat Médicament synthétique d’anti-obésité 0,068 Benarous et al.2015
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Dans le but de confirmer le type d’inhibition de chaque molécule et d’étudier les interactions
chimiques dans le complexe inhibiteur —enzyme, nous avons procédé au Docking moléculaire.
La modélisation moléculaire est un ensemble de techniques pour modéliser ou simuler le
comportement de molécule. Elle est utilisé pour recombine la structure tridimensionnelle de

molécules en particulier en biologie structurelle.

Me¢éthode qui calcule I’orientation préférée d’une molécule vers une seconde lorsqu’elles sont

liées pour former un complexe stable.

Il est frequemment utilisé sur 1’é¢tude de la cible moléculaire des médicaments et réduire les

essais experimentarité.
Basée sur la complémentarité des surfaces basée sur le calcul de 1’énergie de complexe

Les distances interatomiques entre les acides aminées de lI’enzyme et 1’inhibiteur sont
affichées dans les images obtenues par le logiciel LigPlot qui mesure les distances entre les
acides aminés de I’enzyme qui interagissent avec le ligand, ce logiciel n’affiche que les

interactions hydrogene alors que discovery studio montre celles hydrophobes.

D’aprés le Docking moléculaire, nous pouvons dire qu’un inhibiteur est compétitif seulement
s’il interagit directement avec deux acides aminés catalytique du site actif, incompétitif s’il
interagit avec un ou deux acides aminés catalytiques du site actif mais I’interaction est avec
des liaisons non covalentes (hydrogénes et hydrophobes), alors que pour le non compétitif,
s’il interagit avec un seul acide aminé catalytique du site actif et un seul type d’interaction

(soit hydrogene ou hydrophobe), ce qui nous avons confirmé a travers cette analyse.

A partir de 1000 résultats obtenus de 50 tours, nous avons sélectionnés les meilleures
solutions en se basant selon leurs répétitions et leurs énergies. Nous avons trouvé que 8
molécules présentent une inhibition compétitive sur la lipase de Candida rugosa parce qu’ils
interagissent directement avec les deux acides aminés SER 209 et HIS 449 de la triade
catalytique dont le type d’interaction se présente par des liaisons hydrogenes, et 3 molécules
présentent une inhibition incompétitive sur la lipase de Candida rugosa parce qu’ils
interagissent soit avec un seul ou les deux acides aminés SER 209 et HIS 449 de la triade
catalytique mais le type d’interaction est avec des liaisons non covalente. Ainsi, 2 molécules
dont le type de d’inhibition est non compétitif car ils interagissent avec un seul acide aminé

catalytique du site actif que ce soit le type d’interaction.
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Afin d’assurer la fiabilité de notre travail, il faut trouver le méme type d’inhibition a partir des
résultats de 1’étude in vitro et les résultats de 1’étude in silico, pour cette raison on doit
discuter les résultats de chaque inhibiteur tout seul et les interpréter commencant par les
terpénes et le composé phénolique passant par les alcaloides et par la suite les acides

organiques.

Tout d’abord le terpéne alpha pinene montre qu’il présente un pouvoir inhibiteur pour la
lipase de Candida rugosa de type incompétitif, ce que nous avons trouvé a partir 1’étude in
vitro. L’étude in silico aussi donne le méme résultat ou seulement I’HIS 449, I’acide aminé
de site actif catalytique interagit avec 1’alpha pinéne 151 fois avec quelques types
d’interactions, les interactions les plus répétées sont Pi-alkyl se répéte 79 fois (52,31%),
I’interaction Alkyl se répéte 45 fois (29,80 %) avec HIS 449 et Van Der Waals se répete 27
fois (17,88%). Ainsi avec I’HIS 449, les autres acides aminés de site actif tels que GLU 341 et
SER 209 n’ont prouvés aucune interaction avec I’alpha pinéne. Mais toutes les interactions
enregistrées sont de nature non covalentes ce qui preuve le type d’inhibition incompétitif.

Il 'y a d’autres interactions de type Pi-alkyl existent entre ’alpha pinéne et d’autres acides
aminés hors le site actif tels que PHE 296, PHE344 et PHE 345. Les interactions sont
figurées dans la figure 20.

Aucune distance n’est enregistrée dans 1’image de LigPlot entre 1’alpha pinéne et les acides
aminés de la lipase de Candida rugosa, car ce logiciel mesure que les distances des
interactions hydrogénes, mais dés que I’alpha pinéne a un pouvoir d’inhibition incompétitif,
tous les interactions marquées qui sont Vander Waals, pi-alkyl et alkyl-alky sont hydrophobes
(figure 7).

L’alpha pinéne possede une structure bicycliqgue complexe, ces deux cycles lui permet
d’interagir pour former les interactions de type alkyl et pi-alkyl et ces atomes de carbones C2,
C4, C5, C6, C7, C8, C9 et C10 et les atomes d’hydrogeénes libres pour former des interactions
de Vander Waals.

L’étude in vitro montre que le linalool présente un pouvoir inhibiteur pour la lipase de
Candida rugosa de type compétitif, le méme résultat est montré par 1’étude in silico ou le
HIS 449 et SER 209 qui sont deux acides aminés de site catalytique interagissent avec le
linalool 169 fois avec 3 types d’interactions différents, nous avons choisis ces 3 interactions
les plus répeétees telle que : I’interaction Pi-alkyl se repéte 104 fois (61,53%), ’interaction
Carbone hydrogéne se répete 32 fois(18,93 %) avec HIS 449 et I’interaction hydrogéne se
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répéte 15 fois (8,87%) avec SER 209 ainsi que le troisieme acide aminé de site actif GLU
341 n’a prouvé aucune interaction avec le linalool, méme si qu’on a marqué autres
interactions de type alkyl et Pi-alkyl qui existent entre linalool et autres acides aminés que les
acides aminés de site actif tel que PHE 296, LEU 297 et PHE 344. Les interactions sont
figurées dans la figure 21.

La distance entre I’hydrogéne de groupement hydroxyle OH de linalool et 1’oxygéne de
radical OH de SER 209 est 3,07 A d’aprés I’image de LigPlot, ce qui confirme la bonne

insertion de linalool dans le site actif de la Lipase de Candida rugosa (figure 8).

Ces types d’interactions résultent de la structure chimique de linalool et les groupements
fonctionnels que les constituent. D’une part, son groupement hydroxyle OH interagit avec les
acides aminés de site actif pour former des interactions de type Carbone hydrogene et des
interactions hydrogenes et d’autre part les atomes hydrogenes libres de carbone 9 et 10 du
squelette carbonée de linalool interagissent pour former des interactions alkyl et Pi-alkyl avec
HIS449 ou bien n’importe quel acide aminé de la poche catalytique de 1I’enzyme qui posséde

un cycle aromatique.

Le composé phénolique I’hispidine aussi montre un type d’inhibition compétitif pour la
lipase de Candida rugosa a partir des résultats obtenus de représentation graphique 1/V= f(l)
"Représentation de Dixon " tel que I est la concentration des molécules. Si nous comparons ce
résultat avec celui de Docking ou il montre que cet inhibiteur interagit 105 fois avec HIS 449
et SER 209 divisées sur plusieurs types d’interaction parmi eux : Pi-pi shaped a 31 fois
(29,52%) avec HIS 449, Vander waals a 21 fois (20%) avec HIS 449 et une interaction de
type hydrogéne 26 fois (24,76%) avec SER 209. Nous pouvons dire que le type d’inhibition
compétitif d’aprés 1’étude in vitro et in silico parce que dans cette inhibition il y a
I’intervention de deux acides aminés de site actif ce qui demande le type d’inhibition

compétitif.

Pas seulement I’HIS 449 et le SER 209 qui forment des liaisons avec 1’inhibiteur hispidine,
mais il y a autres acides aminés comme GLY 128, GLY129, GLY123 et GLY 124 avec des
interactions Carbone hydrogene, hydrogene, Pi-sigma et vander waals, respectivement. Les

interactions sont figurées dans la figure 22.

Concernant les distances interatomiques, elle présente une valeur de 2,97 A entre I’hydrogéne
de groupement hydroxyle numero 3 de I’hispidine et 1’atome d’azote hétérocyclique du
HIS449. Une mesure est enregistrée de 3,11 A entre 1’hydrogéne de groupement hydroxyle
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numéro 2 de I’hispidine et I’atome d’oxygeéne de SER 209. Ainsi, il y a d’autres distances
mesurées dans I’image du logiciel LigPlot (figure 9) dans cette position telles que : 3,11 A
entre le ’hydrogéne de groupement NHz de GLY 129 et I’oxygene de la fonction cétone de
’hispidine et 2,76 A entre 1’oxygéne de groupement hydroxyle OH de SER 450 et

I’hydrogene de groupement hydroxyle numéro 3 del’hispidine.

Toutes ces distances importantes et les interactions et ces répetitions montrent la tres bonne
insertion de I’inhibiteur hispidine dans le site actif de I’enzyme de la lipase de Candida

rugosa LCR, donc I’inhibition est de type compétitif.

L’hispidine posseéde une structure chimique complexe et des groupements fonctionnels variés
qui sont les trois groupements hydroxyles OH, 1’hétéroatome 1’oxygene et la fonction cétone
ce qui facilite la formation des interactions de type Vander waals, hydrogenes, et ses deux
cycles pour former I’interaction de type Pi-pi shaped avec les acides aminés du site actif de
I’enzyme lipase de Candida rugosa.

Passant aux alcaloides ou les résultats obtenus de 1’étude in vitro montrent que le Harmaline
et Harmine ont un pouvoir d’inhibition de type incompétitif et le harmalol et harmol ont un

pouvoir d’inhibition de type compétitif.

L’Harmaline : par comparaison de ses résultats in vitro avec les résultats de Docking
moléculaire ou nous avons trouve que cet inhibiteur interagit 50 fois distribuées sur quatre
types d’interaction parmi eux, Vander waals 12 fois (20%) avec HIS 449, la méme
interaction avec SER 209 répétée 10 fois (22 %) et une interaction de type hydrogéne
répétée 11 fois (22%), nous pouvons dire que le type d’inhibition est incompétitif d’apres
I’étude in vitro et in silico parce que malgré I’intervention des deux acides aminés du site
actif SER 209 et HIS 449 mais la plupart de ces interactions sont de type Vander waals ce

qui preuve le type d’inhibition incompétitif.

L’harmaline n’interagit pas seulement avec les acides aminés de site actif de I’enzyme mais
aussi avec d’autres tel que GLU 208 et GLY 124 qui forment des liaisons de type Vander
Waals et hydrogeéne, respectivement avec cet inhibiteur. Les interactions sont figurées dans la

figure 23.

Dé¢s que I’harmaline a un type d’inhibition incompétitif donc la plupart des interactions entre
I’harmaline et les acides aminés de LCR sont non hydrogenes, pour cette raison, il y a une

seule distance mesurée par le logiciel Lig Plot entre I’hydrogéne de groupement hydroxyle
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numeéro 1 du harmaline et I’atome d’azote de I’acide aminé GLY 124, cette distance est de

3,09A (Figure 10).

L’harmaline possede une structure chimique complexe et des groupements fonctionnels variés
qui sont les deux hétérocycles, le cycle aromatiques et un groupement COOH, ce qui facilite
son interaction avec les différents groupements des acides aminés de site actif et les autres

acides aminés de 1’enzyme pour former les différentes interactions.

L’harmine aussi posseéde un type d’inhibition incompétitif pour la lipase de Candida rugosa,
nous avons trouvé ce résultat a partir I’étude in vitro, si nous comparons ces resultats avec les
résultats de traitement de Docking moléculaire qui se présente comme suit : 1’harmine
interagit 139 fois distribuées sur six types d’interaction, les plus répétées sont Pi-pi shaped
38 fois (27,3%) avec HIS 449, Vander waals 27 fois (19,4%) aussi avec HIS 449 et Une
interaction de type Carbone hydrogene répété 9 fois (6,47%) avec SER 209, nous pouvons
dire que le type d’inhibition est incompétitif d’aprés 1’é¢tude in vitro et in silico parce que
malgré ’intervention des deux acides aminés de site actif Ser 209 et His 449 mais 1’acide
aminé HIS449 qui enregistre le nombre le plus grand des répétitions, interagit de facon non

covalente ce qui preuve le type d’inhibition incompétitif.

L’harmine n’interagit pas seulement avec les acides aminés de site actif de I’enzyme mais
aussi avec d’autres tels que GLY 123, THR 132 ou forment des liaisons de type hydrogéne et
avec lle 453 par une liaison de type Pi-sigma et 2 liaisons de type Pi-alkyle aussi avec Val
454 par une liaison de type Alkyle et avec ’acide aminé PHE 133 par une liaison de type Pi-
pi shaped. Les interactions sont figurées dans la figure 24.

Aucune distance n’est enregistrée dans cette position d’aprés 1’image de LigPlot parce que la
plupart des liaisons formées entre I’harmine et les acides aminés de LCR sont de nature
hydrophobe et non covalente et ce logiciel ne mesure que les distances des interactions de

type hydrogene, cela n’affirme qu’il n’y a pas des interactions de type hydrogéne (Figure 11).

L’harmalol interagit avec deux acides aminés de site actif, HIS 449 et SER 209 avec un total
de 60 fois et forme des interactions de type Pi-pi shaped 13 fois (21,66%) et Carbone
hydrogéne bond 9 fois (15%) avec HIS 449 et avec SER 209 par interaction hydrogéne 35
fois (58,33%) et les autres interactions sont minoritaires. Ce qui confirme son type
d’inhibition compétitif qui a été déja confirmé par 1’étude in vitro, mais pas seulement le HIS

449 et SER 209 mais il y a des acides aminés hors le site actif qui interagissent avec le
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harmalol a cause de sa structure et ces groupements fonctionnels comme le GLU 208 par
interaction de type « attractive charge » et SER 450 par une interaction de type hydrogene et

le PHE 344 avec une interaction Pi-Pi Stacked comme il est illustré dans la figure 25.

Deux distances sont enregistrées entre 1’harmalol et les acides aminés de la lipase de Candida
rugosa dans I’image obtenue par le logiciel LigPlot. L’un des deux est 2,93 A entre
I’hydrogéne du radical OH de SER 209 et ’atome d’azote N1 hétérocyclique de harmalol,
I’autre est 3,16A entre I’hydrogéne de groupement OH et I’atome d’hydrogéne de groupement
fonctionnel NH hétérocyclique de harmalol (figure 12), c'est-a-dire le harmalol est trés bien

inséré dans le site actif de ’enzyme LCR.

Les différents radicaux de I’alcaloide harmalol sont responsables aux interactions enregistrés
lors de traitement des résultats de Docking en s’avoir : les groupements NH hétérocycliques,

les cycles aromatiques, le groupement hydroxyles OH ainsi les atomes d’hydrogéenes libres.

L’étude in vitro de harmol montre qu’il présente un pouvoir inhibiteur pour la lipase de
Candida rugosa de type compétitif, ce qui est obtenue de la représentation graphique 1/V=
f(1) "Représentation de Dixon " et la représentation graphique 1/V= f(1/S) "Représentation de
Lineweaver Burk ", le méme résultat est montré par 1’étude in silico ou il interagit avec deux
acides aminés de site actif, HIS 449 et SER 209 avec un total de 148 fois devisé en 05 types
d’interactions différentes, nous avons choisis les interactions les plus répétées telles que :
L’interaction Carbone hydrogéne qui se répéte 14 fois (9,45%) avec HIS 449, une interaction
de méme type avec HIS 449 répétée 13 fois avec SER 209, I’interaction hydrogene répétée
34 fois (22,9%) avec SER 209, I’interaction Carbone hydrogene se répéte 14 fois (9,45%)
avec SER 209.

L’ harmol n’interagit pas seulement avec les acides aminés de site actif de I’enzyme mais aussi
avec d’autres tels que SER 450 qui forme une liaison de type hydrogéne, et avec 1’acide
aminé PHE 344 par une liaison de type Pi-pi shaped. Les interactions sont figurées dans la

figure 26.

Concernant les distances indiquées par le logiciel Lig Plot, il y a une distance de 3,04 A entre
I’atome d’hydrogene de NH numéro 3 de I’hétérocycle du harmol et 1’oxygéne de 1’acide
aminé SER 450 et 3,11 A entre ’atome d’hydrogéne de NH numéro 2 de I’hétérocycle et
I’oxygéne de I’acide aminé SER 209 (Figure 13).
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L’harmol est parmi les alcaloides qui présentent une structure chimique complexe et des
groupements fonctionnels variés qui sont les deux hétérocycles, un cycle aromatiques et un
groupement cétone, ce qui facilite son interaction avec les différents groupements des acides
aminés de site actif et les autres acides aminés de 1’enzyme pour assurer des différentes

interactions.

Tous les acides étudiés dans ce travail ont un pouvoir inhibiteur pour la lipase de Candida
rugosa de type compétitif a 1’exception de 1’acide citrique et oxalique qui ont un pouvoir
d’inhibition de type non compétitif.

Commencant par I’acide ascorbique, qui est un inhibiteur pour la lipase de Candida rugosa
d’apres la représentation graphique 1/V= f(l) "Représentation de Dixon " tel que | est la
concentration des molécules. Le résultat de Docking moléculaire est comme suit : le total de
toutes les interactions entre 1’acide ascorbique et les acides aminés HIS 449 et SER 209 est 46
interactions tel que I’interaction hydrogéne est répétée 21 fois (45,65%) avec HIS 449, la
méme interaction se répete 8 fois (17,39%) avec SER 209 et I’interaction carbone hydrogene
se répéte 17 fois (36,95%) avec HIS 449. L’acide ascorbique peut interagir avec d’autres
acides aminés comme le GLY 123 et il effectue une interaction de type carbone hydrogene.

Les interactions sont figurées dans la figure 27.

Cinq distances sont mesurées par LigPlot la premiére est 3,03 A entre I’atome d’hydrogéne de
groupement hydroxylique OH numéro 4 de I’acide ascorbique et I’atome d’oxygene de I’acide
aminé HIS 449, la deuxiéme est 2,93A entre ’atome d’hydrogéne de groupement
hydroxylique OH numéro 4 aussi de I’acide ascorbique et 1’oxygeéne du radical OH de SER
450, l’autre distance entre 1’atome d’oxygeéne de GLY 122 et I’atome d’hydrogéne du
cinquiéme groupement hydroxylique OH de I’acide ascorbique est 2,71A, ainsi, 3,12A entre
I’oxygeéne de GLY 122 et I’atome d’hydrogéne du troisiéme groupement hydroxylique OH de
’acide ascorbique et la derniére distance 3,19 A entre ’atome d’hydrogeéne du troisiéme
groupement hydroxylique OH de 1’acide ascorbique et I’atome d’oxygéne de radical OH de
SER 209(Figure 14).

Donc la structure complexe de 1’acide ascorbique qui constitue quatre groupements
hydroxyliques OH, une fonction cétone ainsi que son cycle responsable de la formation de
différentes interactions avec les acides aminés de site actif et les autres acides aminés et
I’insertion dans le site actif catalytigue de LCR ce qui le laisse posséder un pouvoir

d’inhibition de type compétitif.
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L’acide benzoique aussi a un pouvoir d’inhibition compétitif d’aprés 1’étude in vitro et le
Docking qui donne 150 interactions entre 1’acide benzoique et les acides aminés de site actif
catalytiques, les interactions majoritaires a partir ces 150 interactions sont : Van der waals
répétée 54 fois (36%) avec HIS 449, Pi-sigma répétée 45 fois (30%) avec HIS 449 et
hydrogéne avec le SER 209 répétée 15 fois (10%).

La structure de I’acide benzoique le permettant d’interagir avec plusieurs acides aminés de
I’enzyme LCR comme le GLY 124 qui forme avec ’acide benzoique une liaison de type
hydrogene, le PHE 344 forme liaison de type Pi-Shaped et autres interactions, mais le
troisieme acide aminé de site actif n’enregistre aucune interaction avec 1’acide benzoique. Les

interactions sont figurées dans la figure 28.

La distance entre ’hydrogene de groupement carboxylique COOH de ’acide benzoique et
I’atome d’azote hétérocyclique de HIS449 est 3,22 A et la distance entre 1’hydrogéne de
groupement carboxylique COOH de I’acide benzoique et I’oxygene du groupement hydroxyle
OH de SER 209 est 3,01 A, ainsi, que la distance entre 1’oxygeéne de groupement
carboxylique COOH d’acide benzoique et I’atome d’hydrogeéne de groupement NH de GLY
124 est 2,99A. C’est tous ce que nous avons obtenu a partir le logiciel Lig Plot et ce qui
confirme D’interaction directe avec le site actif, donc, I’acide benzoique est un inhibiteur

compétitif. (Figure 15).

Nous pouvons dire que I’acide benzoique ne peut interagir donc inhiber qu’avec les atomes de
groupement carboxylique COOH et les atomes d’hydrogenes libre pour former des
interactions VVander Waals et hydrogéne et son cycle benzénique pour former une interaction

Pi-sigma car sa structure est plus au moins simple.

Au contraire de 1’acide ascorbique et benzoique, 1’acide citrique posséde un type d’inhibition
non compétitif pour la lipase de Candida rugosa d’aprés les résultats de 1’étude in vitro, si
nous comparons ce résultat avec les résultats de Docking, nous pouvons dire qu’il est logique
et conforme. Parce que 1’acide citrique n’interagit qu’avec un seul acide aminé de site actif
qui est le HIS 449 et seulement 11 fois ou I’interaction carbone hydrogeéne se répete 6 fois
(54,54%) et I’interaction hydrogéne se répéte 5 fois (45,45%), mais il peut interagir avec
autres acides aminés comme le GLY 124, GLY 122 et SER 450 et forme une interaction de

type hydrogene. Les interactions sont figurées dans la figure 29.
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La distance interatomique entre 1’atome d’oxygéne de HIS 449 et I’atome d’hydrogéne de la
fonction carboxylique COOH de ’acide citrique est 3,01A, la distance entre I’hydrogéne de la
fonction carboxylique COOH de I’acide citrique et 1’oxygene de la fonction alcool de SER
450 est 2,88A et la distance entre ’atome d’oxygéne de groupement COOH de I’acide
citrique et I’atome d’hydrogéne de NH2 de GLY 124 est 3,15A. Une distance mesurée de
2,91A entre I’hydrogéne de la fonction COOH de I’acide citrique et I’oxygéne de GLY 122
(Figure 16).

La structure de I’acide citrique est linéaire avec 3 groupements carboxylique COOH, il
participe avec les atomes de ces fonctions et forme des interactions que de type hydrogene et
carbone hydrogéne avec les acides aminés de site catalytique, il se fixe aussi dans un site hors
le site actif, ce que nous avons remarqué lors de traitement des résultats de Docking par le

logiciel Discovery studio. CE qui confirme le type d’inhibition non compétitif.

Le type d’inhibition de I’acide gallique sur la lipase de Candida rugosa est compétitif, ce
résultat et aussi confirmé par le Docking ou les interactions entre ’acide gallique et les deux
acides aminés de site actif HIS449 et SER209 sont répetées 117 fois distribuées sur 3 types
d’interactions différentes qui sont : des interactions de type Pi-pi shaped, 96 fois (82,05%) et
des interactions de type hydrogenes, 9 fois (7,6%) avec HIS 449 et 12 fois (10,25%) avec
SER 209, nous avons enregistré des interactions de I’acide gallique avec d’autres acides
aminés que HIS 449 et SER 209 comme GLY 124 de type hydrogéne. Les interactions sont

figurées dans la figure 30.

Concernant les distances mesurées par le logiciel Lig Plot, unz distance mesurée de 2,94 A
entre [’hydrogene du troisieme groupement hydroxyle de 1’acide gallique et 1’oxygéne de
groupement hydroxyle OH de SER 209. Une autre distance est égale a 3,05A entre I’atome
d’hydrogene du groupement NH2 de GLY 124 et ’atome d’oxygene du troisiéme groupement
hydroxyle de I’acide gallique. A partir de ces informations, nous pouvons dire que ce dernier
a un pouvoir d’inhibition de type compétitif car il est bien inséré dans le site actif de la LCR

(Figure 17).

La structure de I’acide gallique est constituée par 3 groupements hydroxyles OH, une fonction
carboxyligue COOH et des atomes d’hydrogenes libres H qui lui aident pour former
I’interaction de type hydrogene et un cycle benzénique pour former I’interaction de type Pi-pi

shaped.
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Au contraire de 1’acide gallique, I’acide oxalique posseéde un type d’inhibition non compétitif
pour la lipase de Candida rugosa d’apres les résultats de 1’étude in vitro, si nous comparons

ce résultat avec les résultats de Docking, nous pouvons dire qu’il est logique.

Parce que I’acide oxalique n’interagit qu’avec un seul acide aminé de site actif qui est le
SER209 et seulement 35 fois distribué sur quelques types d’interactions différentes, nous
avons choisis les interactions les plus répétées telles que : I’interaction de type hydrogéne
qui se répéte 26 fois (74,2%), I’interaction de type Van der Waals qui se répéte 12 fois
(34,28%).

L’acide oxalique n’interagit pas seulement avec les acides aminés de site actif de 1’enzyme
mais aussi avec d’autres tels que GLY 12, GLY124 et GLY 123 qui forment des liaisons de
type hydrogéne et carbone hydrogene, respectivement avec 1’acide oxalique. Les interactions

sont figurées dans la figure 31.

Concernant les distances, il y a une distance de 3,13 A entre I’hydrogéne de groupement
hydroxyle numéro 1 de I’acide oxalique et I’atome d’oxygéne de I’acide aminé GLU 208 et
une autre de 3,05 A entre I’hydrogéne de groupement hydroxyle numéro 2 de I’acide oxalique

et ’atome d’oxygene de I’acide aminé GLY 122 (Figure 18).

L’acide oxalique est parmi les acides organique qui présentent une structure chimique simple
linéaire avec des groupements fonctionnels variés qui sont les deux groupements
carboxyliqgues COOH, et les deux groupements hydroxyles OH ce qui facilite son interaction
avec les différents groupements des acides aminés de site actif et les autres acides aminés de

I’enzyme pour assurer des différentes interactions.

La derniére molécule étudiée, dans ce travail, est I’acide salicylique, qui posséde un type
d’inhibition compétitif, ce que nous avons confirmé a partir 1’étude in vitro et in silico parce
que nous avons trouvé d’apres le Docking que cet acide interagit avec les deux acides aminés
de site actif catalytique le HIS 449 et SER 209 avec un total de 136 fois divisées sur quelques
types d’interaction, nous avons choisis ces 3 interactions les plus répétées telles que:
I’interaction hydrogéne se répéte 45 fois (33,08%) avec HIS 449, la méme interaction se
répete 11 fois (8,08 %) avec SER 209 et I’interaction carbone hydrogene se répete 38 fois
(27,79 %) avec HIS 449. L’acide salicylique fais des interactions de type hydrogéne avec
GLU 208 et autres interaction de type Pi sigma et Pi-pi shaped avec plusieurs acides aminés

de ’enzyme LCR comme ce que nous avons montré dans la figure 32.
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Seulement deux distances sont enregistrées dans cette position la premiére est de 3,25A entre
I’atome d’oxygéne de la fonction carboxylique COOH de I’acide salicylique et 1’atome
d’hydrogéne liée avec I’atome d’azote N hétérocyclique de HIS449 et la deuxiéme est de
2,96A entre I’hydrogeéne de groupement COOH du GLU 208 et ’un des deux oxygenes de la
fonction carboxylique COOH de I’acide salicylique(Figure 19).

Cet acide participe avec les atomes de sa fonction carboxylique COOH et son groupement
hydroxyle OH avec les acides aminés de I’enzyme LCR et donne naissance a la formation des
interactions de type hydrogéne et carbone hydrogene et participe aussi avec son cycle

benzénique et forme des interactions de types Pi-sigma et Pi-pi shaped.

En conclusion, les valeurs des IC50 et le type d’inhibition des molécules étudiées varient
selon la nature et la structure chimique de chaque molécule et les groupements fonctionnels

que les constituent.
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Tableau 4. Résultats de traitement de Docking et nombre de la répétition.

L’inhibiteur Type d’interaction L AA,I_'espons?ble de N(’)m,b?(? de
I'interaction répétition
Pi-Alkyl HIS 449 79 fois
Alpha pinéne Alkyl HIS 449 45 fois
Van der waals HIS 449 27 fois
Pi-alkyl HIS 449 104 fois
Carbon hydrogen bond HIS 449 32 fois
Linalool Conventional hydrogen bond SER 209 15 fois
Pi-pi shaped HIS 449 31 fois
Conventional hydrogen bond SER 209 26 fois
Hispidine Vander waals HIS 449 21 fois
Conventional hydrogen bon SER 209 11 fois
Van der waals SER 209 10 fois
Harmaline Van der waals SER 209 12 fois
Pi-pi shaped HIS 449 38 fois
Carbon hydrogen bond SER 209 9 fois
Harmine Van der waals HIS 449 27 fois
Conventional hydrogen bond SER 209 35 fois
Pi-pi shaped HIS 449 13 fois
Harmalol Carbon hydrogen bond HIS 449 9 fois
Conventional hydrogen bond SER 209 34 fois
Pi-pi shaped HIS 449 32 fois
Pi-Pi T- shaped
Harmol HIS 449 26 fois
Conventional hydrogen bond HIS 449 21 fois
Carbon hydrogen bond HIS 449 17 fois
Acide ascorbique Conventional hydrogen bond SER 209 8 fois
Van der waals HIS 449 54 fois
Pi-sigma HIS 449 45 fois
Acide benzoique Carbon hydrogen bond SER 209 10 fois
Carbon hydrogen bond HIS 449 6 fois
Acide citrique Conventional hydrogen bond HIS 449 5 fois
Pi-pi shaped HIS 449 96 fois
. . Conventional hydrogen bond SER 209 12 fois
Acide gallique Conventional hydrogen bond
v ydrog HIS 449 9 fois
Conventional hydrogen bond SER209 22 fois
Acide oxalique Van der waals SER209 12fois
Conventional hydrogen bond HIS 449 45 fois
Acide salicvlique Carbon hydrogen bond HIS 449 38 fois
yiq Conventional hydrogen bond SER 209 11 fois
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Figure 7. Représentation des interactions 2D d’alpha pinéne obtenue par le logiciel Discovery studio image a
gauche et par logiciel Ligplot image a droite
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Figure 8. Représentation des interactions 2D de linalool obtenue par le logiciel Discovery studio
image a gauche et par logiciel Ligplot image a droite
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47



Tyrd4ss

PHE w
A133 ValdS4

Thrii2
[k
n151 w209 Cligl, &
Cl1 -
4 Harmin Ser450
IEE Gl
THR A453 A123
Al132 Phel33
Gly123
Interactions Gly122

I:I Carbon Hydrogen Bond I:l Alkyl .

|:| Pi-Sigma |:| Pi-Alkyl

|:| Pi-Pi Stacked
Ser209
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Figure 20. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour I’alpha pinéne.

_ SER209
PHE296

H15449

GLU341

LEU297

PHE344
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Figure 22. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour 1’hispidine.
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Figure 23. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour I’harmaline.
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Figure 25. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour I’harmalole.
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Figure 26. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour 1’harmol.
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Figure 27. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour 1’acide
ascorbique.
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Figure 28. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour 1’acide
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Figure 29. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour I’acide
citrique.
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Figure 31. Représentation de la meilleure position obtenue par Docking pour 1’acide
oxalique.
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Figure 32. Représentation de la meilleure position obtenue par le Docking pour I’acide
salicylique.
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CONCLUSION

L’utilisation des molécules bioactifs qui se trouvent dans les plantes médicinales en
phytothérapie, a recu un trés grand intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét
vient d’une part, du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part, du besoin de la recherche d’une
meilleure médication par la thérapie plus douce, sans effets secondaires. Parmi ces molécules
biologiquement actifs les terpenes, les composés phénoliques les alcaloides et les acides
organiques.

Le présent travail a porté sur 1’étude de I’effet inhibiteur pour la premiere fois les trois
terpénes : alpha pinéne, linalool et myrcéne, le composé phénolique qui est 1’hispidine et
quelque alcaloides tels que : harmaline, harmine harmalol et harmol et aussi quelques acides
organiques qui sont I’acide ascorbique, benzoique, citrique, gallique, oxalique et salicylique,
sur la lipase de Candida rugosa, afin de I’utilisation de ces derniéres contre certaines
maladies.

Nous nous sommes intéressées dans la premiére partie a 1’étude in vitro de ces molécules
contre le LCR par la suite nous avons confirmé nos résultats par 1’étude in silico a I’aide de
Docking moléculaire qui présente actuellement un outil efficace pour déterminer I’interaction
chimique possible entre I’inhibiteur et I’enzyme.

Le linalool représente le meilleur effet d’inhibition avec une valeur d’IC50 de 0,581 mg/ml
tandis que ’acide citrique a enregistré 1’effet d’inhibition le plus faible avec une valeur
d’IC50 de 4,642 mg/ml. Les résultats obtenus montrent que les molécules ont un pouvoir
inhibiteur contre la LCR avec un type compétitif pour huit molécules, incompétitif pour trois
et non compétitif pour deux et une molécule n’a prouvé aucune inhibition. La modélisation
par Docking moléculaire est effectuée afin d’étudier les interactions chimiques des inhibiteurs

avec la lipase de Candida rugosa et de confirmer le type d’inhibition.

A travers ce travail, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées a savoir que ces
molécules présentent des effets inhibiteurs importants. Ce qui est aussi confirmé par 1’étude
bioinformatique.

Ces résultats importants nous ont encourages de sélectionner ces molécules pour les tester sur
les différents autres types de lipases afin de voir leur effet inhibiteur et les utilisés comme un

traitement pour certaines maladies.
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ANNEXE

Les Representations de Lineweaver Burk
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