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Résumé

Ce travail vise a étudier in silico l'activité inhibitrice de douze métabolites secondaires,
identifiées dans la plante Atractylis humilis L , sur les enzymes SRMS et PARP qui sont
impliquées respectivement dans la prolifération des cellules cancéreuses du sein et de I’ovaire.
Ces métabolites ont été soumis a des études d'amarrage moléculaire afin d'analyser leur
potentiel inhibiteur par rapport aux protéines, comparativement a la PLX4720, un inhibiteur
standard pour le SRMS, et au 78P, un inhibiteur standard pour I’enzyme PARP. Les études
d'amarrage moléculaire ont été réalisées a l'aide du serveur Autodock Tools. Il a été démontré
que plusieurs composés interagissent avec les protéines ; cependant, 1’acide vanillique s'est
révélé d’étre le meilleur inhibiteur du PARP, tandis que la swertisine s'est avérée étre le
meilleur inhibiteur pour le SRMS. L’acide vanillique et la swertisine, appartenant
respectivement a la classe de I’acide phénolique et des flavonoides, posseédent un effet
anticancéreux, et peuvent donc étre utilisés comme inhibiteurs puissants dans la formulation

de médicaments contre les troubles du cancer.

Mots clés : Atractylis humilis L, métabolites secondaires, flavonoides, acide phénolique,

enzyme SRMS, enzyme PARP, amarrage moléculaire, cancer.



Abstract

This work aims to study in silico the inhibitory activity of twelve secondary metabolites
identified in the plant Atractylis humilis L on SRMS and PARP enzymes, which are involved
respectively in the proliferation of breast and ovarian cancer cells. These metabolites were
subjected to molecular docking studies to analyze their inhibitory potential compared to the
proteins, compared to PLX4720, a standard SRMS inhibitor, and 78P, a standard PARP
inhibitor. Molecular docking studies were performed using the Autodock Tools server. It was
demonstrated that several compounds interact with the proteins; however, vanillic acid was
found to be the best PARP inhibitor, while swertisin was found to be the best SRMS inhibitor.
Vanillic acid and swertisin, belonging to the phenolic acid and flavonoid classes, respectively,
have an anticancer effect, and can therefore be used as powerful inhibitors in the formulation

of drugs against cancer disorders

Keywords: Atractylis humilis L, secondary metabolites, flavonoids, phenolic acid, SRMS

enzyme, PARP enzyme, molecular docking, cancer
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Introduction

Le cancer c’est une maladie génétique, résulte de modifications affectant les
régulateurs clés de la croissance cellulaire et du renouvellement. Une caractéristique
fondamentale de la tumorigenése est la prolifération d'une population clonale de cellules
sensibles a des signaux apoptotiques spécifiques (Rath&Kozielski,2012). Etant donné que les
défauts dans 1’apoptose permettent aux cellules néoplasiques de survivre a leur durée de vie
normale, celles-ci peuvent accumuler des mutations génétiques. Elles peuvent se développer
dans des conditions d’hypoxie et de stress oxydatif, et promouvoir I’angiogené¢se tumorale

(Yu&Zhang,2004).

Les médicaments anticancéreux utilisés jusqu’a présent présentent une toxicité élevée
non seulement pour les cellules tumorales, mais aussi pour les cellules normales des parties du
corps affecté par le cancer. De nouveaux médicaments anticancéreux sont actuellement

recherchés dans les plantes médicinales (Lichota&Gwozdzinski,2018).

Pendant des siécles, les plantes médicinales ont été utilisées comme premiére forme de
médecine, intégrées aux pratiques traditionnelles de guérison a travers le monde. Leur poten-
tiel thérapeutique, transmis de génération en génération, reste précieux, les substances natu-
relles jouent un réle crucial en tant que source de composés médicinaux, et de nombreux mé-
dicaments modernes ont leurs origines dans ces remedes traditionnels, bénéficiant ainsi des
avancées de la pharmacothérapie contemporaine (Marrelli,2021). La recherche sur l'activité
anticancéreuse des plantes médicinales est en plein essor, étudiant les propriétés thérapeu-
tiques des composés naturels pour lutter contre le cancer. Ces plantes sont riches en molécules
bioactives qui ciblent différents processus tumorigéniques ce qui ouvre la voie a de nouvelles

possibilités thérapeutiques dans la lutte contre le cancer (Boukhatem et al.,2022).

L’espéce Atractylis humilis L utilisée en médecine thérapeutiques, recele un potentiel
thérapeutique considérable. Les métabolites secondaires de cette plante ont attiré I’attention
en raison de leur diversité chimique et de leurs activités biologiques potentiellement béné-
fiques. Ces métabolites présentent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-

bactériennes, notamment des flavonoides et des phénols (Sifouane, 2021).

Dans le secteur pharmaceutique, I’amarrage moléculaire constitue une méthode in
silico puissante pour préedire les interactions médicament-cible et développer de nouveaux
traitements pour des besoins médicaux non satisfaits. Cela permet non seulement d'analyser

I'affinité de liaison au niveau atomique entre les médicaments et les cibles, mais aussi de
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Introduction

clarifier les caractéristiques pharmacologiques essentielles de médicaments particuliers
(Cava&Castiglioni, 2020).

Dans ce travail, nous proposons une analyse de I’effet anticancéreux des métabolites
secondaires de la plante Atractylis humilis L par une approche de 1’amarrage moléculaire.
Cette étude in situ permet de simuler I’interaction entre les molécules et de prédire leur
affinité pour des cibles thérapeutiques spécifiques, telles que les protéines impliquées dans la
croissance et la prolifération des cellules cancéreuses comme I'enzyme PARP (poly ADP-
ribose polymérase) pour le cancer de l'ovaire et I'enzymes SRMS qui s'implique dans le
cancer de sein. Nous espérons que cette étude contribuera a une meilleure compréhension de
I’interaction des 12 métabolites secondaires (ligands) de la plante Atractylis humilis L avec
les enzymes étudiées et permettra de proposer et développer de nouvelles thérapies

anticancéreuses plus efficaces et moins toxiques.

Pour la présentation de notre travail, nous avons opté pour le plan suivant: en
commencant par une introduction générale, suivie par rappels bibliographiques. Ensuite, nous
avons présenté le matériel et les méthodes ainsi que la discussion des résultats obtenus et en

fin nous cl6turons ce manuscrit par une conclusion générale et perspectives.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

1. Etude botanique de la plante étudiée

1.1 Présentation de la plante Atractylis humilis

Le genre Atractylis appartient a la famille des Astéracées (Chabani et al., 2016). Il
comprend une trentaine d'espéces, il existe au moins seize especes en Algérie (Hammiche et
al., 2013).

A. humilis L. est une espece du genre Atractylis, communément appelée Atractyle
humble, Chardon-fuseau (Sifouane, 2021), « Degaa » (Sifouane et al., 2020) Et dans notre
région Elbarka. A. humilis L est une plante herbacée annuelle a fleurs violettes épineuse d’une

hauteur de 5 a 35 cm. La tige simple et courte généralement non ramifiée qui pousse dans les

paturages rocheux (Sifouane, 2021).

Figure 1: Images de la plante Atractylis humilis (Sifouane, 2021).
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Chapitre | Synthése bibliographique

1.2 Taxonomie de la plante

L’espéce Atractylis humilis L est classée comme suit selon (Sifouane, 2020) :

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Classe Asterales
Famille Asteraceae
Genre Atractylis
Espéce Atractylis humilis L

1.3 Localisation géographique

La plante Atractylis humilis L est principalement localisée dans des lieux pierreux
dans I'Aude et I'Hérault en France, ainsi qu'en Espagne (Andres-Abellan et al., 2006). Au
niveau local, dans la région des Aures de I'Algérie (haute montagne de Bellezma, Batna)
(Sifouane et al., 2020).

1.4 Utilisation traditionnelle reconnues du I’espéce Atractylis humilis

Les plantes Atractylis sont réputées pour leurs qualités médicinales, utilisées contre la
lithiase biliaire, les troubles tumoraux, circulatoires, parasites intestinaux, ulceres,
intoxications par morsures de serpent et I'népatite, ainsi que pour leurs effets diurétiques
(Sifouane et al., 2020).

Traditionnellement, cette plante a été employée afin de coaguler le lait. En outre, dans
la région des Aurés en Algérie, on utilise la poudre de cette plante comme pommade pour
traiter I'acné chez les jeunes. De plus, ils ont démontré que I'extrait de la plante du genre
Atractylis pourrait étre utilisé pour traiter les brdlures en raison de ses aptitudes (Sifouane et
al., 2020).
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Chapitre |

1.5 Les métabolites secondaires de la plante Atractylis humilis L

Synthése bibliographique

Les plantes produisent des métabolites secondaires qui ne sont pas directement issus

de la photosynthese, mais qui sont le résultat de réactions chimiques ultérieures. La répartition

de ces composés dans l'organisme de la plante est restreinte et ils ont différents réles, dont

celui de la défense contre les agressions externes (Elhouiti, 2018).

Atractylis humilis L présente 12 métabolites secondaires identifiés lors de I'analyse

phytochimique de la plante entiere (Sifouane et al., 2020), La figure 2 ci-dessous présente ces

métabolites secondaires.

HO HO
HO A AT~ H300©0 OH  Hico A0~
{:(\AO oy (M HO© Oy"oH
OCH, ‘OH H OH
H OH
7 8 9 10

0 oM . CH,OH
choijcoori H3CO¢OCH3 \,o;gﬂoﬁ* \,Oﬁgﬂéﬁ"

HO 0 13 14

1 12

1= Lyoniside, 2= lyoniresindl, 3=3'7-diméthyl isconenting, 4=Swerisine, 5=Fagarastércl, 6= Acde cléanolque, 7=Beta stostétol
&= Ethyicaffeate, 9= Koaburasida, 10= Tachi oside, 11=acde vanilique, 12=2 6-dimethaxy 1 4-benzoquinone, 13=1-0-gthyl-?-D-xylose,
14=1-0-éthyl-?-D-glucopyranoside

Figure 2: Les métabolites secondaires de la plante Atractylis humilis, (Sifouane et al.,
2020).

5|Page



Chapitre | Synthése bibliographique

2 Les metabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » contrairement aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides (Michalowicz& Duda,
2007). lls ne sont pas essentiels a la croissance cellulaire de I'organisme. De plus, certaines
plantes utilisent les métabolites secondaires comme signaux de communication entre les
plantes et les micro-organismes symbiotiques (Yang et al., 2018). Les métabolites
secondaires a usage defensif sont produits par la plante en réponse aux stress biotiques et
abiotiques tels que les attaques des pollinisateurs et les disperseurs de graines ainsi que les
conditions environnementales défavorables (Kliebenstein&Erb, 2020). On peut classer les
métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés
phénoliques, les terpénes et stéroides et les composes azotés tels que les alcaloides. Chacune
de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres large

gamme d'activités biologiques (Michalowicz& Duda, 2007).

> Les alcaloides sont souvent utilisés comme des agents de défense chimique
chez les plantes en tant que composés organiques azotés. lls ont différents effets biologiques,

tels que des effets toxiques ou psychoactifs (Krief, 2003).

> Les flavonoides sont des substances phénoliques couramment présents dans le
monde végétal et sont connues pour leurs propriétés antioxydantes et leurs effets sur la
coloration des fleurs. Ils ont aussi la capacité de protéger contre les herbivores et les

pathogenes. (Serafini et al., 2010).

> Les tannins sont des polyphénols qui peuvent entrainer la précipitation des
protéines. lls participent fréquemment a la lutte contre les herbivores en diminuant la

digestibilité des feuilles et en modifient le gout des plantes (Krief, 2003).

> Les acides phénoliques qui sont composés d’un ou plusieurs groupes
phénoliques,  possédent des  propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires.
(Michalowicz&Duda, 2007).

3 Lecancer
3.1 Définition

Le domaine de la biologie du cancer se concentre sur l'analyse des processus

cellulaires et moléculaires qui contribuent a la création, au développement, a la propagation et
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a la résistance des cellules tumorales. Des mutations génétiques sont présentes dans les
cellules cancéreuses, transformant la cellule normale en cellule cancéreuse, ce qui entraine
une prolifération et une division cellulaires non réguliéres. Un ou plusieurs clones de cellules
dont la prolifération au sein d'un organe ou d'un tissu defie les regles du développement

normal des tissus sont appelés cancer (Bekhouche & Khiter, 2020).

Une des particularités de la maladie cancéreuse est qu'elle peut s'étendre a I'ensemble
de l'organisme & partir d'un organe ou d'un tissu spécifique. Si une tumeur est localisée et ne
présente aucune anomalie ou métastase, elle est considérée comme bénigne, sinon, elle est

considérée comme une tumeur maligne ou un cancer (Ayache et al., 2012).

3.2 Symptémes du cancer

Les manifestations du cancer peuvent différer selon le type de cancer et son stade.
Toutefois, certains signes fréquents peuvent témoigner de la présence d'un cancer. En cas de
traitement tardif, ces symptdmes peuvent rapidement représenter une menace pour la vie.
(Nichol et al., 2016).

Les symptémes les plus courants signalés par les patients en oncologie dans le
sondage étaient la fatigue, la douleur, la nausée, la constipation et I’anxiété (Macartney et al.,

2012), perte de poids, faiblesse, problemes de sommeil (Krech et al., 1991).

3.3 Evolution du cancer

Les tumeurs se forment a partir d’une cellule qui peut se multiplier de maniere
indéfinie et incontrolée, échappant ainsi a la programmation normale des cellules en ce qui
concerne leur multiplication et leur différenciation. Les cellules cancéreuses, contrairement
aux cellules normales qui se divisent pour produire des cellules matures incapables de se
diviser, se multiplient de maniere anarchique et ont un fort potentiel de prolifération. La
prolifération normale des cellules est perturbee par le processus cancéreux, ce qui entraine
une multiplication désordonnée de cellules différenciées de maniére variable. On peut
schématiquement diviser la genése d’un cancer en quatre étapes: initiation, promotion,

évolution et métastase (figure 03) (Khelfallah et al., 2007).
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Cellules normales
soumises a un agent
mutagéne

cellules immunitaires

et anticorps ») METASTASE :
/// . &g GENERALISATION DU
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Figure 3: Les étapes de la cancérisation (Mongis, 2017).
1.4  Les facteurs de risques du cancer

3.3.1 Les facteurs endogenes
L’hérédité ne concerne que les maladies @ mode de transmission mendélienne, qui ne
représentent que 5 a 10% des cas de cancer. Cette hypothese est le plus souvent émise dans

les familles ou plusieurs patients sont atteint d’un cancer (Scotte et al, 2008).

3.3.2 Les facteurs exogénes

Les radiations ionisantes sont reconnues depuis longtemps que les rayonnements

ionisants peuvent provoquer le cancer (Ainouz et al., 2009).

Les radiations ultraviolettes combinées a I’appauvrissement de la couche d’ozone dans
I’atmosphere constituent un risque (le danger li¢ a la pratique répandue de I’exposition au

soleil). (Ainouz et al., 2009).

L’alimentation aussi certains aliments peuvent provoque et favoriser la croissance

tumorale (Bekhouche& Khiter, 2020).

4 Larelation entre les métabolites secondaires des plantes et I’effets anticancéreux

Le potentiel anticancéreux des metabolites secondaires des plantes est souvent
examiné en raison de leurs différentes activités biologiques, telles que leur impact sur la
croissance cellulaire, I'apoptose (mort cellulaire programmée) et la suppression de la

prolifération tumorale. De nombreuses recherches scientifiques soutiennent cette corrélation
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entre les métabolites secondaires et leurs propriétés anticancéreuses (Newman& Cragg,
2016).

Certains métabolites secondaires sont étudiés pour leur capacité a provoquer l'apoptose
des cellules cancéreuses, a bloquer lI'angiogenése (formation de nouveaux vaisseaux sanguins
qui alimentent les tumeurs), a éliminer I'inflammation liée au cancer ou a perturber des voies
de signalisation cellulaires spécifiques impliquées dans la progression tumorale (Newman&
Cragg, 2016).

5 R@les cruciaux des enzymes PARP et SRMS dans la carcinogenése

5.1 SRMS (Src-related kinase lacking C-terminal regulatory tyrosine and N-terminal
myristylation sites)
L'enzyme SRMS est devenue cruciale dans la progression du cancer du sein, avec une
forte expression observée dans la plupart des tumeurs mammaires. En tant que tyrosine kinase
non réceptrice, elle agit en collaboration avec d'autres kinases comme Src et Fyn pour

favoriser le développement de la tumeur. (Goel et al., 2013).

De plus, les analyses bio-informatiques ont mis en évidence les interactions protéine-
protéine potentielles de SRMS, suggérant des liens avec diverses voies de signalisation,
notamment les kinases sérine/thréonine et les protéines de la famille SHC et Src.
(McClendon & Miller, 2020). Ces découvertes ouvrent des perspectives prometteuses pour
une meilleure compréhension et un ciblage plus efficace du cancer du sein en explorant le réle

de SRMS dans la progression tumorale.

5.2 La poly(ADP-ribose) polymérase (PARP)

La poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) est une enzyme essentielle a la réparation de
I'ADN, notamment en réponse aux dommages de I'ADN tels que les cassures simple brin.
Lorsque I’ADN est endommagé, PARP détecte ces cassures et se lie a I’ADN endommagé.
Une fois lie, le PARP subit une modification appelée auto-poly-ADP-ribosylation, qui s'ajoute
des chaines de polyméres ADP ribose. Cette modification agit comme un signal de
recrutement pour d’autres enzymes de réparation de I’ADN, permettant ainsi d’établir et

d’achever la réparation de I’ADN endommagé (Morales et al., 2014).

Les inhibiteurs de PARP ont une classe de thérapie ciblée, ont été approuvés pour le

traitement du cancer de I'ovaire en 2014 en Amérique du Nord (Sauriol, 2022). Ces molécules
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agissent en bloquant I'activité de I'enzyme PARP, ce qui maintient les lésions simple brin de

I'ADN et induit la mort des cellules cancéreuses (Beck et al., 2014).

6 Docking moléculaire

La technique du Docking moléculaire est une approche in silico fondée sur la
structure, couramment employée dans la recherche de médicaments. Le Docking permet de
repérer de nouvelles substances thérapeutiques d'intérét, de prédire les interactions entre les
ligands et les cibles au niveau moléculaire ou de déterminer les relations structure-activité
(SAR). Malgré son développement initial dans le but d'aider a comprendre les mécanismes de
reconnaissance moléculaire entre les petites et les grandes molécules, les utilisations et les
applications du Docking dans la recherche de médicaments ont considérablement évolué ces
derniéres années (Daoudi et al., 2022), car elle peut augmenter considérablement 1’efficacité
et réduire les colts de recherche tout en prédisant I’affinité de liaison et interaction avec la
cible réceptrice. Le but de L’amarrage moléculaire a simulé la conformation optimale du
ligand et le récepteur en fonction de la complémentarité et de la pré-organisation, ce qui

pourrait prédire et obtenir I’affinité de liaison (Fan et al., 2019).

6.1 Les outils de Docking moléculaire

6.1.1 Reécepteur

Les récepteurs sont des protéines cibles ou des substances biochimiques qui ont la
capacitée de reconnaitre et de lier des molécules d'information de maniére spécifique en
biologie.
Les récepteurs sont attachés a la membrane ou a l'intérieur des cellules (Bellamma et al.,
2023).

6.1.2 Ligand

Les ligands peuvent étre moléculaires ou anioniques, minéraux ou organiques,
simples ou complexes, et peuvent se combiner avec des cations ou des métaux par
I'intermédiaire de liaisons de coordination (liaisons fortes), créant ainsi une ou plusieurs

paires d'électrons (Bellamma et al., 2023).

6.2 Applications de ’amarrage moléculaire

Dans certains secteurs, l'utilisation de l'amarrage moléculaire a bouleversé les

résultats. Plus précisement, les études sur les interactions entre les petites molécules (ligand)
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et la cible protéique (qui peut étre une enzyme) peuvent anticiper l'activation ou I'inhibition de
I'enzyme. Ce genre d'informations peut servir de base a la création rationnelle de
médicaments.

. (Agarwal & Mehrotra, 2016).

6.3 Approches de I'amarrage moléculaire

Pour effectuer l'amarrage moléculaire, on utilise principalement deux types
d'approches. Une des méthodes utilisees est basée sur des simulations informatiques, ou le
profil énergétique est calculé pour le conformeére ligand-cible ajusté. Dans la deuxiéme
méthode, une méthode est employée pour évaluer la complémentarité des surfaces entre le
ligand et la cible (Agarwal & Mehrotra, 2016).

6.4 Les étapes de la Docking moléculaire

La procédure typique & mettre en place pour prédire les interactions entre un ligand et
son récepteur est présenté dans la figure 04. La premiére étape consiste a obtenir une structure
pour le récepteur, par cristallographie aux rayons X, par RMN ou par modélisation. Une fois
identifi¢, il faut passer a 1’étape de préparation des ligands et des protéines, il faut veiller a
résoudre les problémes de conflit stérique, ainsi que les états protoniques, La conformation
initiale du ligand est généralement modifiée et optimisée durant le Docking, Une fois les deux
structures préparées, le programme d'amarrage démarre, ce dernier présentant un ou plusieurs
modes d'interaction possibles qui peuvent ensuite étre utilisés de nombreuses maniéres
différentes. (Grosdidier, 2007).
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Cristallographie 3 A
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des structures de structure

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure 4: Etapes typiques d’un Docking. (Grosdidier, 2007).

Selon (Tripathi & Misra, 2017), le Docking moléculaire se déroule en deux étapes
distinctes et complémentaire (voir la figure.05 ci-dessous). La premiére, appelée « Docking »,
consiste a prédire et a déterminer avec précision quel mode de liaison, au niveau du site actif
ou d’une protéine donnée, pour trouver des conformations de ligands. La deuxi¢me étape,
appelée « Scoring consiste a attribuer avec précision a une ligands un rang basé sur les
affinités de liaison associées. Et I'évaluation de la pose énergétique dans le but d'identifier la

meilleure position de score qui ressemble plus a la liaison protéine-ligand native.

12|Page



Chapitre | Synthése bibliographique

Proteine

Figure 5: Les deux étapes de Docking moléculaire « Docking » et « Scoring ». (Tripathi
& Misra, 2017).

6.5 Les types de Docking moléculaires

L'amarrage peut étre classé en deux formes distinctes I'amarrage rigide et I'amarrage
flexible (figure06) :

L'amarrage rigide fait référence au processus d'amarrage de deux objets ensemble sans
aucune flexibilité ni mouvement. Afin d'obtenir la correspondance la plus proche possible
avec les autres composeés sur la base d'un systéme de notation, nous cherchons a réorganiser
I'un des composés dans un espace tridimensionnel, en supposant que les composés sont
rigides. La position du ligand est cruciale dans ce processus. La confirmation peut étre
obtenue avec ou sans activité de liaison aux récepteurs. Pour évaluer la flexibilité moléculaire,
nous utilisons I'amarrage flexible en combinaison avec la transformation, ce qui nous permet
d'identifier les conformations des molécules du récepteur et du ligand au sein du complexe

représente dans la figure ci-dessus. (Bellamma et al., 2023).
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A
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Figure 6: Les types de Docking moléculaires (Taha&Benlounissi, 2020).
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La section « matériel et méthode » présente les outils et les protocoles utilisés pour
mener a bien 1’étude bio-informatique décrite dans ce document. Cette étude s’attache a com-
prendre les interactions moléculaires entre les protéines cibles et les ligands, en utilisant une
approche de Docking moléculaire. Les logiciels et les bases de données mentionnés ci-
dessous ont été sélectionnés pour leur capacité a manipuler et a analyser les structures molé-
culaires de maniere efficace, permettant ainsi une exploration approfondie des interactions

protéines-ligand.
1. Matériel

1.1 Microordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateurs de marque ASUS
ZenBook sous le systéme d’exploitation Windows 11 ; processeur : Intel(R) Core (TM) i5-
1035G1 CPU @ 1.00GHz 1.19 GHz, et de marque ACER sous le systéme d’exploitation
Windows 7 ; processeur : Intel® Pentium(R) CPU B960 @ 2.20GHz 2.20 GHz.

1.2 La base des données PDB RCSB

La Protein Data Bank (PDB) est la base de données majeure pour les structures des
molécules biologiques, notamment les protéines. La PDB posséde un identifiant unique
composé de 4 caracteres alphanumériques, connu sous le nom d'identifiant pdb. Les
informations présentes dans la PDB sont organisées en se basant sur les formats de
fichiers.pdb (Tikah Marrakchi, 2007).
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Figure 7: Interface de la plateforme de PDB.
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1.3 Pubchem

Pubchem est un site d'information sur les produits chimiques. 1l a été introduit pour la
premiere fois en 2004, et est depuis devenu une ressource de connaissances vitale qui aide la
communauté de la recherche biomédicale dans de nombreux domaines tels que la découverte
de medicaments, la chimie médicinale, la biologie chimique et la chimie d'informatique (Kim
et al., 2019). Nous recueillons des donnés sur un large éventail de sujets, notamment les
identifiants, les caractéristiques chimiques et physiques, 1’activité biologique, les brevets, la

santé, la sécurité et la toxicité.

NlH"‘ Nagonal Library of Medione

Pub[@hem

Explore Chemistry

Figure 8: Capture d'écran de base de données Pubchem.

1.4 Chemfaces

Dans ce site web On peut trouver des informations sur les composés chimiques, telles
que leur poids moléculaire, leur classe et leur famille. En réalité, Chemfaces est une entreprise

qui propose des produits chimiques et des services pour la recherche en chimie et en biologie.
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Figure 9: Interface de la plateforme de Chem Faces.
1.5 Chem Draw

Il est I'un des principaux logiciels d'édition moléculaire, c'est un programme utilisé
pour dessiner des structures chimiques et biologiques bidimensionnelles(2D) et qui peuvent

étre converties en structures chimiques tridimensionnelles(3D).
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Figure 10: L'interface de logiciel Chemdraw Professional 16.
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1.6 Open Babel

Open Babel est un logiciel qui facilite la conversion du format de fichier, par exemple
la format sdf en format pdb, ainsi que la génération de structure 3D ou 2D (O'boyle et al.,
2011).

WIUT ST CUTT RO

o - ML ML At st R e L

Figure 11: Interface de logiciel open Babel.

1.7 Auto-Dock Tools

Auto-dock est un outil automatisé d’accueil protéine-ligand, abrégés ADT, dans le but
de prédire les interactions protéiques avec des petites molécules appelées ligands, telles que
des molecules médicamenteuses et des substrats. 1l sert & concevoir des médicaments bases
sur la structure a ’optimiser les molécules principales pour 1’amarrage protéine-ligand, a
effectuer du Docking protéine-protéine, ainsi qu’a analyser et valider le mécanisme d’action
des molécules médicamenteuses, etc... Il existe deux versions d’Auto-dock : AutoDock4 et
Autodok vina (Ravi & Kannabiran, 2016).
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Figure 12: Interface du logiciel ADT (version 1.5.7).

1.8 Discovery Studio Visualiser (Biovia version 2020)

C'est une suite logicielle compléte pour la modélisation moléculaire ou 1’analyse des
structures pertinentes pour les chercheurs scientifiques.

Le programme est livré avec des outils pour l'analyse des données de base ainsi que
des fonctionnalités pour visualiser et modifier les données.

Les données créées par des sources externes peuvent étre consultées gratuitement a
l'aide du Discovery Studio visualiser, il est destiné a fournir un cadre interactif pour la
visualisation et I'édition de scripts, de données de réflexion des rayons X, de séquences et
d'autres types de données. De plus, il offre une large gamme de visionneuses pour le tracé et
d'autres représentations graphiques de données. Le programme est un environnement de

bureau entiérement intégré qui fonctionne sous Linux et Windows (O'Boyle et al., 2011).
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Figure 13: Interface du logiciel Biovia (version 2020).
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1.9 ADMET

Les cinq facteurs qui composent le programme d’ADMET c'est : I'absorption, la
distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité. Ces paramétres sont importants car ils
montrent la probabilité qu’une molécule réussisse en tant que médicament (Tung et al.,

2023).

Il décrit I'évaluation des caractéristiques pharmacocinétiques et de la toxicité
éventuelle d'un médicament. Tout au long du processus de découverte et de développement
d'un médicament, ces variables sont essentielles pour établir I'innocuité et l'efficacité du
médicament (Dong et al., 2018).

@9 ADMUETab 2.0 + it eacrcor @ Feplonation @ Putaconone

Figure 14: Interface de la plateforme de ADMETLAB 2.0.
1.10 SwissADME

Le serveur rapide connu sous le nom d'outil SwissADME, créé par le groupe de
modélisation moléculaire de I'Institut suisse de bio-informatique (SIB), permet d'évaluer le
potentiel d'une molécule a atteindre sa cible protéique prévue dans l'organisme. Cette
évaluation prend en compte des facteurs tels que lI'absorption, la distribution, le métabolisme
et I'excrétion (ADME). Grace a ce serveur efficace, les parametres pharmacocinétiques et les
propriétés physicochimiques des inhibiteurs suggérés ont été prédits (Mahanthesh et al.,
2020).
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Figure 15: Interface de la plate plateforme de SwissADME.

1.11  Molinspiration

Le calcul de Molinspiration est une méthode de calcul chimique contemporaine qui permet
de prédire la toxicité et la bio activité des composes, ainsi que de les comparer a une base de
données de médicaments. C'est un outil qui réduit le temps et les ressources nécessaires pour
obtenir le médicament désiré (Mkhayar et al., 2023).
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Figure 16: Interface de la plate plateforme de Molinspiration.
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2 Meéthodes

Dans cette partie, nous examinons les différentes méthodes employées pour lancer le
Docking moléculaire.

2.1 Préparation des protéines

Pour le Docking moléculaire, nous avons préparé les enzymes PARP et SRMS,
choisies dans cette étude, en raison de leur réle crucial dans la propagation du cancer du sein
et de l'ovaire.

En premier, nous avons téléchargé les structures correspondantes de ces enzymes a
partir de la base de données PDB en fonction de leur faible résolution, de leur date de sortie

récente et de leur origine chez I'organisme homo sapiens.
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Figure 17: Interface moléculaire de PARP et SRMS : capture d’écran depuis PDB

Les codes des structures correspondantes des enzymes téléchargées a partir de la base
de données PDB sont présenté dans le tableau 1 :

Tableau 1: Les références des structure PARP et SRMS sur la base des données PDB.

L’enzyme Code Site web
PARP 5LX6 https://www.rcsb.org/structure/5LX6
SRMS AF_AFQ9H3Y6F1 https://www.rcsb.org/structure/AF_AFQ9H3Y6F1
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Par la suite, ces enzymes ont été préparées a l'aide du logiciel Biovia version 2020.
Nous avons supprimé les ligands standards liés aux protéines et les molécules d'eau, ne

laissant que les chaines protéiques pour une analyse ultérieure.

Figure 18: Préparation des protéines sur le logiciel BIOVIA.

Enfin, les structures préparées ont été sauvegardées afin d'étre utilisées lors des

prochaines étapes.

2.2 Préparation des ligands :

Nous décrivons le processus de préparation des 12 meétabolites secondaires (les
ligands) de la plante Atractylis humilis L, en mettant I’accent sur les ligands 1/2/3/4/5/8/9/10
et 11, pertinentes pour notre étude.

Premierement, nous avons utilisé le logiciel ChemDraw pour représenter les structures

moléculaires de chaque métabolite.
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Figure 19: Ligands dessinés avec chemdraw.

Apreés avoir dessiné les molécules, nous avons consulté le site PubChem pour obtenir
les noms et les poids moléculaires correspondants.

Ensuite, nous avons téléchargé les structures au format SDF afin de garantir la
précision des noms. Nous avons également vérifié les informations obtenues a partir de
PubChem en les comparant avec la thése de Sifouane, qui fournit une référence sur le sujet.

Le site ChemFace a €té utilisé pour identifier la classe a laquelle chague métabolite
appartient en se basant sur leur structure et leurs caractéristiques chimiques. Les informations

obtenues ont été résumées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 2: Les caractéristiques des métabolites secondaires majoritaires de I’Atractylis
humilis et les deux ligands de référence (a partir du pubchem /chemfaces/ chemdraw et

(Sifouane, 2021).

C28 H38 O13_Lyoniside_582g/mol

C28 H38 O13_Lyoniresinol_582

Ethylcaffeate_C11 H12

g/mol 04_208.21g/mol
O
HO NN
o
ot
OH
Acide vanilique_ C8 H8 O4_168.15 Tachi oside_ C13 H18 3',7-diméthyl isoorientine _C23 H25
H;CO COOH 08_302.28g/mol 011 _476.4g/mol
z OH
HO H;CO o)
O~ "OH
HO
H OH

Swertisine_C22 H22 010_446 g/mol

2,6-dimethoxy 1,4-benzoquinone_
C8 H8 O4_168.15g/mol
o]

HsCO OCH,

Lupéol_ C30 H50 O_426.7g/mol

A,

PLX4720 C17H14CIF2N303S

413.8 g/mol
o —
- My S
. 0
0, )
f S F
N~ N

78P C13H16N40

244.29 g/mol
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Par la suite, les molécules enregistrées au format SDF 3D structure ont été converties
en format PDB en utilisant le logiciel Open Babel. Cette étape a joué un réle essentiel dans la
préparation des ligands. Par la suite, les molécules enregistrées au format SDF 2D structure
ont été converties en format PDB en utilisant le logiciel Open Babel. Cette étape a joué un

réle essentiel dans la préparation des ligands.

& Oy
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Figure 20: Conversion du format SDF au format PDB par Open Babel.
2.3 Docking moleculaire

Nous avons utilisé Auto-dock Tools version 1.5.7 pour préparer les structures
moléculaires nécessaires. Tout d’abord, nous avons converti les ligands et les protéines au
format PDB en PDBQT en utilisant les fonctionnalités disponibles dans Auto-dock Tools.
Ensuite, nous avons procédé a I’amarrage moléculaire en effectuant une méthode aléatoire des

configurations spatiales possibles entre le ligand et la protéine cible.

26|Page



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

o n Eat

9

Compuis GnID Help

fAETY v LR IG_ENmH ok T

»

Ligand  Powdie Resiues  Gnd  Dogling  Fun  Arabyae

snuc

L | #IAJLylil | 2L B8 Bus

(
.
Al Molocules 5
wnt Select
= pmigant -
U AAE_Ctt_model! -

Figure 21: La préparations de ligand et I’enzyme par I’Autodock version 1.5.7.

Pour définir les zones d’intérét dans les enzymes, nous avons établi une boite de grille.
Pour la suite nous avons défini les coordonnées de la boite de grille pour I’enzyme SRMS et
I’enzyme PARP. Cette étape de sélection nous permet d’encadrer et de spécifier au logiciel la

zone d’amarrage sur les régions les plus pertinentes entre le ligand et la protéine.

Gt e = T gl ot o Papeme w2 W Sl
o pooty N+ G

Figure 22: La méthode aléatoire de I’amarrage moléculaire a I’aide de la boite de grille.
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Nous présentons les centres (X, Y, z) ainsi que les sizes (X, Yy, z) des enzymes SRMS et
5Ix6, obtenus a partir de la méthode de I’amarrage moléculaire aléatoire réalisé dans
1’ Autodok Tools avec la boite de grille

Enzyme Center X Center Y Center Z Size X Size Z Size Y
SRMS -16.492 1.119 5.103 116 64 98

PARP 41.428 49.964 73.13 126 114 116

Cette représentation offre une vue détaillée de la localisation et de la taille des sites
actifs de ces enzymes

Une fois la boite de grille définie, nous avons accéder a la fenétre : invite commande
pour calculer le score d’énergie d’interaction entre la protéine et les ligands sélectionnés. Les
résultats obtenus sont, enfin, enregistres et visualisés sous format 2D et 3D avec le logiciel
BIOVIA.

Figure 23: Visualisations des interactions sous forme 2D par BIOVIA version 2020.

2.4 Analyse intégrée des propriétés pharmacologiques des composés

Dans cette partie, nous avons utilisé les sites ADMET et molinspiration pour évaluer
plusieurs paramétres clés tels que la solubilité, la lipophilie, la toxicité et la perméabilité.

Ensuite, nous avons appliqué les regles de Veber et de Lipinski pour évaluer leur
conformité aux critéres pharmacocinétiques et de développement de médicaments. Cette
approche exhaustive nous a permis de selectionner les composes les plus prometteurs pour la

poursuite de notre étude.
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Figure 24: Evaluation des propriétés pharmacologiques des composes.

2.5 Larégle de Lipnski :

La regle de Lipinski, aussi appelée « régle de 5 », (L’Exact, 2023) est un concept
couramment employé dans le domaine de la découverte de médicaments. Elle permet de

déterminer si une molécule biologiquement active peut présenter les caractéristiques
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chimiques et physiques requises pour étre biodisponible par voie orale. Les principes de
Lipinski reposent sur des caractéristiques physico-chimiques particuliéres qui sont résumeées
dans la figure ci-dessous.

Regles de Lipinski

Poids Moins de 5 Moins de 10

moléculaire groupes groupes HPSE
<ab500 donneurs accepteurs g
daltons d’hydrogéne d’hydrogéne

Figure 25: Les principes de la régle du LipinskKi.

2.6 La regle de Veber :

Deux autres critéres ont été ajoutés par Veber afin d'identifier les composés qui ne
présentent pas de problémes avec la biodisponibilité orale. Ces criteres incluent un nombre de

liaisons rotatives inférieur a 10 et une surface polaire inférieure a 140 A (Soubai, 2022).
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Dans cette partie, nous présentons les résultats de notre étude in silico sur I’identification
des métabolites secondaires de la plante Atractylis humilis ayant une affinité pour deux
enzymes cibles: PARP et SRMS, a travers des méthodes de Docking moléculaire, nous
discutons également de la corrélation entre les acides aminés du site actif de ces enzymes et
les ligands identifiés, en comparaison avec leurs inhibiteur standard, aussi nous avons mené

une partie des tests de propriétés pharmacologiques selon les régles de veber et lipinski.

3 Les résultats et discussion de ’enzyme SRMS

3.1 Analyse de ’interaction des deux ligands avec I’enzymes SRMS

Dans cette étude, nous présentons les résultats du Docking moléculaire in silico.
L'énergie de référence a été sélectionnée pour I'énergie de ligand PLX 4720 afin de la
comparer avec celles des composants d'Atractylis humilis.

Il a été démontré dans une étude antérieure que le PLX4720 est un inhibiteur de
SRMS (Jiang et al., 2023). Une affinité élevée entre un ligand et une enzyme indique une
forte capacité du ligand & se lier étroitement son efficacité en tant qu’inhibiteur. Dans cette
analyse, nous avons essentiellement exploité les valeurs des dockings scores, notamment
celles qui affichent les énergies les plus négatifs qui suggerent une interaction plus intense
entre le ligand et la protéine SRMS. Les valeurs de Docking score ainsi que les acides aminés

impliqués, le type d’interaction et la distance sont répertoriés dans le tableau 01 ci-dessous :
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Tableau 3:Les valeurs de Docking score des ligands avec ’enzyme SRMS.

Ligand Energie Acides aminés | Type interaction | La distance A

TYR121,
PHE122,
PLX 4720 -6.8 ALA217, Hydrophobe 3.75
GLN129, LEU

133, PRO 218

LEU133,
PRO218,
Ligand 4 ' ALA21T,
VAL125, Hydrophobe

SER123, SER116

Swertisine

SER123,
PHE122,

Ligand 8 -5.3 LEU133, Hydrophobe 4.23
Ethylcaffeate VAL125,
PRO218,

Sur I’ensemble des 12 ligands testés sur l'enzyme Af afq9h3y6fl, nous avons choisi
de nous concentrer spécifiqguement sur la swertisine (ligand 4) et I'ethylcaffeate (ligand 8) qui
ont affiché des résultats importants. Ces deux ligands ont été sélectionnés en raison de leur
énergie de liaison proche de celle du ligand standard PLX 4720, ainsi que de leur interaction
significative avec les acides aminés du site actif de ’'SRMS, notamment ’ALA217, LEU133
et PRO218. A signaler que I’AL217 est impliqué uniquement dans le mode d’action de ligand
4 et PLX 4720 ; les meilleurs en termes d’énergie ; ce qui fait de lui un éléments clés dans
leurs affinités.

Dans le tableau ci-dessus, il est montré que I'énergie de la swertisine (-7.9) est
supérieure, tandis que celle de I'ethylcaffeate (-5.3) est proche a celle du PLX4720 (-6.8).

Ces résultats suggérent que les ligands étudies, notamment le ligand 4, ont une affinité
importante pour I’enzyme SRMS, avec des interactions potentiellement plus fortes dans le site

actif proches de celles de I’inhibiteur standard. Un tel résultat montre que les ligands, choisis,
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pourraient bloquer les voies de signalisation cellulaire associées a 1’enzyme SRMS et inhiber

la croissance tumorale.

3.2 Analyse du mode d’action des ligands sur I’enzyme SRMS

L’analyse visuelle du mode d’action de swertisine et I’ethylcaffeate sur 1’enzyme
SRMS a été réalisée a I’aide de représentations graphiques illustrant les interactions

spécifiques entre les ligands et les acides aminés de 1’enzyme. Les figures ci-dessous
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Figure 26: L’analyse visuelle du site de liaison de swertisine sur I’enzyme SRMS
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Figure 27: L’analyse visuelle du site de liaison de PL.X4720 sur I’enzyme SRMS.
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Figure 28: L’analyse visuelle du site de liaison d’ethylcaffeate sur ’enzyme SRMS.
Dans les figures ci-dessus, on observe que les deux molécules et le PLX4720
établissent des interactions hydrophobes avec les acides aminés ALA217, LEU133, PRO218
de I’enzyme Af afq9h3y6fl, ces interactions hydrophobes sont caractérisées par la mise en
place de contacts non polaires entre les parties hydrophobes des ligands et les résidus

hydrophobes des acides aminés de I’enzyme.

McClendon et Miller (2020) ont rapporté que les acides aminés (LEU133, PRO218 et
ALA217) sont parmi les constituants potentiels du site actif de I'enzyme SRMS. Ces acides
aminés, en plus d'autres résidus clés, peuvent jouer un réle crucial dans la reconnaissance et la
liaison des substrats ainsi que dans la catalyse des réactions de phosphorylation.

Cette analyse visuelle confirme les observations issues du Docking moléculaire et
suggere que l’ethylcaffeate et la swertisine peuvent potentiellement étre des inhibiteurs

efficaces de ’enzyme SRMS, en raison de leur interaction étroite avec les résidus du site actif.
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3.3 L’analyse des propriétés pharmacologiques des ligands de I’enzyme SRMS a I’aide
du serveur Mol inspiration :
3.3.1 Application de la régle de cinq (régle de lipinski) de I’enzyme SRMS
La capacité des ligands a interagir avec leurs cibles biologiques et a évaluer leurs

effets thérapeutiques est grandement influencée par leurs propriétés pharmacocinétiques.

Pour mieux appréhender leur influence sur 1’activité biologique des ligands analysés,
nous étudierons de maniére approfondie ces caractéristiques pharmacocinétiques extraites par

Mol inspiration, les résultats sont exprimés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4: Résultats d’application de la Régle de Lipinski pour les ligands étudiés.

Ligands Masse NON N'OHNH Log P Nombre de
(MW) la violation
Swertisin 446 9 6 0.16 1
82,5- 208.21 4 2 2.16 0
dihydroxyethyl
cinnamate,
Ethylcaffeate
> Les ligands Swertisine et 1’ethylcaffeate ont des valeurs de LogP inférieures a

5, indiquant une forte liposolubilité et une bonne perméabilité a travers la membrane

biologique.

> Les deux molécules ont des poids moléculaires inférieurs a 500 g/mol, ce qui

suggere une absorption facilitée et une capacité a pénetrer la membrane plasmique.

> Le nombre d’accepteurs d’hydrogene est inférieur a 10 pour tous les ligands, ce
qui peut influencer la solubilité, la biodisponibilit¢ et d’autres aspects de la

pharmacocinétique des ligands.

> L'Ethylcaffeate a un nombre de donneurs d’hydrogéne inférieur a 5, tandis que

la Swertisine a un nombre supérieur a 5. Cela indique que ces composés sont moins polaires
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et donc plus faciles a pénétrer dans la membrane en raison de leur caractere lipophile,

favorisant la perméabilité.

> Le ligand 4 a un nombre de violations supérieur a 0, tandis que le ligand 8 a un
nombre égal a 0, ce qui prédit une biodisponibilité orale pour ces composeés.

3.3.2 Application de la régle de Veber

En pharmacocinétique, la régle de Veber est un moyen de prédire la biodisponibilité
orale des composés médicamenteux. L'objectif de cette étude est d'évaluer la taille et la sou-
plesse des molécules. Les résultats des molécules du I’enzyme SRMS sont présentés dans le
tableau suivant :

Tableau 5: Résultats de I’application de la Régle VVeber pour les ligands étudie.

Ligands TPSA (A2 N° rotb
Swertisine 156.91 4
82,5- 66.76 4
dihydroxyethyl
cinnamate
(Ethylcaffeatea)
> Les deux molécules possedent des valeurs d’angles de rotation inférieures a 5,

suggérant que leur conformation ne change que légérement lorsqu'elles se lient a une protéine.

> L’ethylcaffeate a une valeur de TPSA inférieures a 140 A2, indiquant une
bonne prédiction de la biodisponibilité orale et du transport a travers les membranes biolo-

giques.
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4 Reésultats des propriétés pharmacocinétiques et toxicité (Admetlab et Swissadme) des
inhibiteurs de I’enzyme SRMS :

Le tableau ci-dessous présente les résultats des propriétés pharmacocinétiques et de la
toxicité des inhibiteurs de I'enzyme PARP, évalués a l'aide des outils Admetlab et swis-
SADME. Ces résultats permettent d'avoir une vision approfondie de leur profil d'absorption,

de distribution, de métabolisme et d'élimination.

Tableau 6: Les propriétes pharmacocinétiques et toxicité des ligands.

Propriétés Swertisin Ethyl2,5-dihydroxycinnamate
(Ethylcaffeate)
Gl (Gastrointestinal) Faible Forte
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absorption
BBB (Blood Brain Barrier) Non Non
perméabilité
CYP1AZ2 inhibition Non Oui
CYP2C19 inhibition Non Oui
CYP2C9 inhibition Non Oui
CYP2D6 inhibition Non Oui
CYP3A4 inhibition Non Non
Test d’Ames Negative Negative
Cancérogénicité Negative Negative
hERG_inhibition Negative Positive
T1/2 0.421 courte demi-vie 0.919 courte demi-vie
Clairance 2.52 14.129
> Swertisine  montre une faible absorption gastro-intestinale, tandis que

I’ethylcaffeate présente une absorption gastro-intestinale forte.

> Aucun des deux ligands ne traverse la barriere hémato-encéphalique, ce qui

peut limiter leur efficacité dans le systéme nerveux central.

> Swertisine n’inhibe pas les enzymes du cytochrome P450 (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19), tandis que le ligand 8 inhibe le CYP2C19 mais
pas le CYP3A4.

> Les deux molécules ont des résultats negatifs pour ces tests, ce qui est positif

en termes de sécurité.
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> Cependant, le ligand 8 a un résultat positif pour 1’inhibition de hERG, ce qui

peut indiquer un risque pour la fonction cardiaque.

En considérant ces résultats, le meilleur ligand dépend de I’objectif thérapeutique. La
swertisine semble avoir une demi-vie Iégerement plus courte mais une absorption gastro-
intestinale plus faible, tandis que 1’ethylcaffeate présente une absorption gastro-intestinale

forte mais une inhibition de hERG.

Les flavonoides ont été largement étudiés pour leur potentiel effet anticancéreux.
Plusieurs études ont suggéeré que les flavonoides peuvent exercer des effets antitumoraux
grace a leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, et leur capacité a induire

I'apoptose (mort cellulaire programmeée) dans les cellules cancéreuses. (Yang et al., 2024).

La swertisine, extraite de la plante Atractylis humilis, a été mise au jour I'année passée
avec des propriétés antioxydantes. De plus, elle peut inhiber I’enzyme télomérase, suggérant
ainsi un effet anticancéreux potentiel en ciblant cette voie (Belmecheri&Belarif, 2023). Dans
notre étude, nous avons également découvert que la swertisine peut inhiber I’enzyme SRMS,
renforgant ainsi son potentiel dans la lutte contr le cancer en ciblant une autre voie importante
de la progression tumorale. Cette évolution de point de vue revét une importance capitale car
elle démontre que cette molécule peut avoir des effets positifs a divers niveaux dans le corps.
Les antioxydants jouent un réle crucial en résistant aux dégats causés par les radicaux libres,
ces substances susceptibles de poser des problémes de santé (Belmecheri&Belarif, 2023).

En raison de I'accumulation de ces radicaux libres, le stress oxydatif peut encourager
la prolifération des cellules cancéreuses. Donc, la présence d'antioxydants peut contribuer a
diminuer ce risque (EI Banna, 2019). Des lors, avec la swertisine démontrant également des
propriétés anticancéreuses, cela laisse entendre qu'elle pourrait agir contre le cancer de di-
verses facons, en protégeant contre les effets néfastes des radicaux libres et en limitant la

croissance tumorale

5 Les résultats et discussion de I’enzyme PARP

2. Analyse des interactions des ligands avec I’enzyme PARP

Dans cette recherche, nous exposons les résultats de I'étude in silico du Docking
moléculaire. Le ligand 78P a été choisi comme énergie de référence pour comparer ses
énergies d'affinité avec celles des composants d’Atractylis humilis. Une étude précédente a
prouvé que le 78P est un inhibiteur de PARP (Thorsell et al., 2017). Lors du Docking
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moléculaire des molécules, les scores d'affinité les plus bas obtenus indiquent une interaction

plus intense entre le ligand et la protéine PARP. Le tableau 04 ci-dessous présente les valeurs

de Docking score, I'énergie, les acides aminés impliqués, le type d'interaction et la distance :

Tableau 7: Les valeurs de Docking score des ligands avec ’enzyme PARP.

Ligand Energie Acides aminées | Type interaction | La distance A
TYR919, TYR932,
78P -7.8 ALA921, LEU926 Hydrophobe 4.07
ARG931, TYR932,
TYR919, ALA911,
Ligand 1 SER927, HIS887,
Lyoniside -8.2 GLY917, VALI1S, Hydrogéne 2.62
THR890, THR889 Hydrophobe
PHE906, VAL918,
Ligand 2 GLY917, TYR919,
Lyoniresinol 7.9 GL Y888, T¥932 Hydrogéne 2.40
TYR932, ILE987,
TYR919, HIS887,
Ligand 3 9.4 ASNS03, PHES02, | Hydrogéne 2.63
3°7-diméthyl CYS907, GLYO17, | Hydrophobe
isoorientine
TYR932, ALA911,
Ligand 4 TYR919, ARG931,
Swertisine -8.5 HIS887, ALA893, | Hydrophobe 4.67
GLY888
Ligand 5 TYR932, THR890,
Fagarastérol -10.0 THR889 Hydrophobe 5.30
Ligand 9 TYR919, TYR932,
Koaburaside -6.8 TYR886, CYS907 Hydrophobe 3.77
Hydrogene
Ligand 10 -6.2 PHE906, CYS907,
Tachi oside TYR 932, HIS887, Hydrophobe 2.96
PHE902, THR889,
ILE897, VALI1S,
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ALA893
Ligand 11 TYR889, ALA921,
Acide vanilique -6.2 ILE987, HIS887, Hydrogéne 224
TYR932 Hydrophobe

Basé sur les résultats du Docking moléculaire, nous constatons que les énergies des
ligand 1, 2, 3, 4 et 5 sont supeérieures a celle du ligand standard 78P, avec des valeurs
respectives d’énergie de ligand de (-8.2), (-7.9), (-9.4), (-8.5), (-10.0), En revanche, les
ligands 9, 10 et 11 ont démontré des énergies proches de celle du (-6.8), (-6.2) et (-6.2),
comparativement a 1’énergiec de 78P (-7.8), bien que notre étude ait porté sur 12 ligands
potentiels avec 5Ix6, nous avons choisi ces ligands en raison de leurs scores énergétiques
élevés et de la similarité de leurs acides aminés avec ceux du ligand standard, ainsi que ceux
du site actif de I'enzyme. Cette sélection précise a été effectuée pour maximiser les chances de
découverte de ligands efficaces et spécifiques pour l'inhibition de PARP.

De plus, une similarité significative dans les acides aminés impliqués est observée
entre les ligands et le ligand standard. Cependant, des différences notables sont observées
dans les distances et les types d’interaction. Par exemple, I’interaction avec les résidus
TYR919 et TYR932 est plus favorable pour le lyoniside avec une distance de liaison de (2.62
angstroms), le 3’7 diméthyles isoorientine (2.63 A°), swertisine (4.67 A®), fagarastérol (5.30
A°), koaburaside (3.77 A°), le Tachi oside (2.96 A°) tandis que 1’acide vanilique montre une
distance de (2.24 A°). Une affinité élevée entre un ligand et une enzyme indique une forte

capacité du ligand a se lier étroitement, améliorant ainsi son efficacité en tant qu’inhibiteur.

Ces résultats suggerent que les ligands ont une affinité accrue pour ’enzyme PARP,
avec des interactions potentiellement plus fortes dans le site actif par rapport a I’inhibiteur

standard 78P, ce qui peut potentiellement inhiber les réparation de ’ADN endommagg.

5.1 Analyse du mode d’action des ligands sur I’enzyme PARP
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Le mode d'action des ligands sur I'enzyme PARP a été étudié visuellement en utilisant des

représentations graphiques qui illustrent les interactions particuliéres entre les ligands et les

acides aminés de I'enzyme. Les figures ci-dessous présente ces interactions.
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Figure 29: L’analyse visuelle du site de liaison de 78P sur I’enzyme PARP.
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Figure 30: L’analyse visuelle du site de liaison de lyoniside sur I’enzyme PARP.
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Figure 31: L’analyse visuelle du site de liaison de lyoniresinol sur I’enzyme PARP.
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Figure 32: L’analyse visuelle du site de liaison de swertisine sur I’enzyme PARP.
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Figure 33: L’analyse visuelle du site de liaison de Fagarastérol sur I’enzyme PARP.
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Figure 34: L’analyse visuelle du site de liaison de koaburaside sur I’enzyme PARP.
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Complexe PARP_Tachiosides

Figure 35: L’analyse visuelle du site de liaison de Tachi oside sur ’enzyme PARP.
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Figure 36: L’analyse visuelle du site de liaison de I’acide vanillique sur ’enzyme PARP.
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Figure 37: L’analyse visuelle du site de liaison de 3°,7diméthyl isoorientine sur I’enzyme
PARP.

Dans les figures présentées ci-dessus, une observation détaillée révele que les ligands
(1,3,4,5 et 9) et I’acide vanilique ainsi que le ligand standard 78P établissent des interactions
hydrophobes avec les acides aminés de 1’enzyme PARP. Ces interactions hydrophobes sont
caractérisées par la formation de contacts non polaires entre les résidus hydrophobes des

acides aminés de I’enzyme, notamment TYR919 et TYR932.

De plus, une analyse révele que les ligands (1,3,9 et 11) présentent également des
interactions hydrogene avec certains résidus de I’enzyme 51x6, ce qui peut contribuer a

stabiliser la liaison ligand-enzyme.

Cette observation suggére que les ligands (lyoniside, 3°,7- diméthyl isoorientine,
swertisine, fagarastérol, koaburaside) et 1’acide vanilique ainsi que le 78P adoptent une
conformation bien adaptée dans le site actif de 1’enzyme PARP, formant des interactions
hydrophobes stabilisatrices avec plusieurs acides aminés clés. Cette interaction étroite avec
les résidus du site actif peut potentiellement augmenter 1’efficacité de ces ligands en tant

qu’inhibiteur de I’enzyme PARP.

Une étude antérieure a confirmé que les acides aminés TYR919 et TYR932 font partie
du site actif de I’enzyme PARP (Korn et al., 2021). Cette confirmation renforce davantage
I’importance des interactions hydrophobes et hydrogene observées entre ces acides aminés et

les ligands étudiée.
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En conclusion, ces résultats confirment visuellement les observations issues du
Docking moléculaire et suggerent que les ligands, pourraient étre des inhibiteurs efficaces de

I’enzyme PARP en raison de leur interaction étroite et spécifique avec les résidus du site actif.

5.2 L’analyse des propriétés pharmacologiques des ligands de I’enzyme PARP a ’aide
du serveur Mol inspiration

Pour évaluer les qualités medicamenteuses et le potentiel de développement d'un métabolite
secondaire, la regle de cing de Lipinski est utilisée. Cette régle fournit un cadre pour évaluer
la viabilité orale des composes actifs naturels et synthétiques. Dans cette étude, les ligands ont
été classés en cing catégories: masse, accepteur d’hydrogene, donneur d’hydrogéne,

lipophilie et réfractivité molaire (Ranjani & Hemalatha, 2021).

5.2.1 Application de la régle de cinq (régle de lipinski) de I’enzyme PARP

Les propriétés pharmacocinétiques des ligands jouent un réle important dans leur
capacité a interagir avec leurs cibles biologiques et a exprimer leurs effets thérapeutiques. Ces
propriétés qui comprennent des parametres tels que la masse moléculaire (MW), le coefficient
de partition octanol-eau (LogP), nombre d’accepteurs de liaisons Hydrogéne (nON), le
nombre de violations de la regle de veber (nVio), nombre donneurs de liaisons Hydrogene
(NOHN), nombre d’angles de rotation (NRot) et la surface de I’aire polaire (PSA), sont
cruciales pour comprendre la biodisponibilité, la distribution, le métabolisme et 1’¢limination
des ligands dans 1’organisme, nous examinerons en détail ces propriétés pharmacocinétiques
extraites par Mol inspiration sur le tableau ci-dessous afin de mieux comprendre leur impacts

sur I’activité biologique des ligands étudiés.
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Tableau 8: Résultats d’application de la Reégle de Lipinski pour les ligands étudiée.

Ligands Masse (MW) NON N‘OHNH LogP Nombre de la
violation
Lyoniside 552.57 13 7 0.15 3
Nudiposide 583.61 13 7 -3.46 3

(lyoniresinol)

Isoorientin 476.43 11 6 0.41 2
7,3-dimetyl
ether
Swertisine 446 9 6 0.16
Lupeol 426.73 1 1 8.29

(fagarasteérol)

Koaburaside 332.30 9 2 -0.70 0

Tachi oside 302.28 8 4 -0.99 0

Acide 168.15 4 2 1.19 0
vanilique

> Les ligands 1, 2, 3, 4, 9, 10 et 11 présentent des valeurs de LogP inférieures a
5, conformes a la régle de Lipinski, en revanche, le fagarastérol (ligand 5) présente une valeur
de LogP supérieure a 5, indiquant une liposolubilité plus faible.

> Le Iyoniside et lyoniresinol ont une masse moléculaire supérieure a 500 g/mol,
pouvant entrainer des difficultés d'absorption. Les autres ligands ont une masse moléculaire

inférieure a 500 g/mol, favorisant une meilleure absorption.

> Les ligands 1, 2 et 3 ont un nombre d’accepteurs d’hydrogeéne supérieur a 10,

tandis que les autres ligands ont un nombre inférieur a 10.
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> Fagarastérol, koaburaside, Tachi oside et acide vanilique ont un nombre de

donneurs d’hydrogéne inférieur a 5, tandis que les autres ligands en ont un supérieur a 5.

> Les ligands 1, 2, 3, 4 et 5 présentent un nombre de violations supérieur a 0. Le
Tachi oside, acide vanilique et koaburaside ont un nombre de violations égal a 0.

2.3.2 Application de la régle Veber

La regle de veber est un outil utilisé en pharmacocinétique pour prédire la
biodisponibilité orale des composés medicamenteux. Elle vise a évaluer la taille et la
flexibilité des molécules, les résultats des molécules de PARP sont présentés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 9: Résultats de I’application de la Reégle Veber pour les ligands étudie.

Ligands TPSA (A2 N° rotb
Lyoniside 197.00 10
Nudiposide 193.05 10
Isoorientin 7,3-dimetyl ether 179.28 5
Swertisin 156.91 4
Lupeol 20.23 1
Koaburaside 127.08 6
Tachi oside 128.84 4
Acide vanilique 66.76 2
> En général, un nombre d’angles de rotation inférieur a 5 est préférable, les

ligands présentent des valeurs d’angles de rotation inférieures a 5, a I'exception de lyoniside,
lyoniserinol et koaburaside. Un faible nombre d'angles de rotation suggere une flexibilité
réduite, ce qui indique que ces ligands peuvent conserver leur conformation lorsqu'ils se lient

a une protéine.
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> En général, une surface polaire inférieure a 5 est favorable, les ligands 5, 9, 10
et 11 ont des valeurs de TPSA inférieures & 140 A, suggérant une bonne prédiction de la
biodisponibilité orale et du transport a travers les membranes biologiques. En revanche, les
ligands 1, 2, 3 et 4 ont une valeur de PSA supérieure a 140 A, ce qui peut entrainer un

mauvais transport a travers les membranes.

6 Résultats des propriétes pharmacocinétiques et toxicité (Admetlab et Swissadme) des
inhibiteurs de I’enzyme PARP :

Les résultats des propriétés pharmacocinétiques et de la toxicité des inhibiteurs de
I’enzyme PARP qui sont présentés dans le tableau ci-dessous, évalués a travers les outils
Admetlab et swissADME, offrent un apercu crucial de leur profil d’absorption, de distribution

de métabolisme et d’élimination
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Tableau 10: Les propriétés pharmacocinétiques et toxicité des ligands.
Proprieties Swertisin Lupeol Koaburaside Acide vanilique
GI (Gastrointestinal) Faible Faible Faible Forte
absorption
BBB (Blood Brain Non Oui Oui Oui
Barrier) perméabilité
CYP1AZ2 inhibition Non Non Non Non
CYP2C19 inhibition Non Non Non Non
CYP2C9 inhibition Non Non Non Non
CYP2D6 inhibition Non Non Non Non
CYP3A4 inhibition Non Non Non Non
Test d’Ames Negative Negative Negative Negative
Cancérogenicité Negative Negative Negative Negative
hERG _inhibition Negative Negative Negative Negative
T 0.421 0.010 0.764 0.907
Courte demi-vie Courte demi-vie Courte demi-vie Courte demi-vie
Clairance 2.52 17.92 4.0 5.584
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> Swertisine, Lupéol et koaburaside montrent une faible absorption gastro-
intestinale, ce qui peut limiter leur efficacité thérapeutique. En revanche, I’acide vanillique
présente une absorption gastro-intestinale forte, indiquant une meilleure capacité a étre

absorbé par le tractus gastro-intestinal.

> Le ligand 4 a un résultat négatif pour la pénétration a travers la BBB, tandis
que les ligands 5, 9 et 11 ont un résultat positif, suggérant une meilleure capacité a traverser la

barriére hémato-encéphalique.

> Aucune des molécules n’inhibe les enzymes du cytochrome P450 (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4), ce qui indique un faible potentiel d’interaction

médicamenteuse.

> Toutes les molécules ont des résultats négatifs pour ces tests, ce qui est

encourageant en termes de sécuriteé.

> Toutes les molécules ont une courte demi-vie et des valeurs de clairance

relativement élevées.

En fonction de ces résultats, I’acide vanilique semble étre le meilleur ligand en raison
de sa forte absorption gastro-intestinale, de sa capacité a traverser la barriere hémato-
encéphalique, de son absence d’inhibition des enzymes du cytochrome P450, de sa sécurité

dans les tests de toxicité, et de sa demi-vie relativement longue.

L'acide vanillique, en tant qu'acide phénolique, a été étudié pour son potentiel effet
anticancéreux. Des recherches antérieures suggerent que les acides phénoliques, en raison de
leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, pourraient jouer un réle dans la
prévention et le traitement du cancer. Plus spécifiqguement, lI'acide vanillique a démontré des
activités antiprolifératives et apoptotiques dans certaines lignées cellulaires cancéreuses, ce

qui suggere son potentiel en tant qu'agent anticancéreux (Seidel et al., 2014).
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Notre étude approfondie des métabolites secondaires de la plante Atractylis humilis, a
travers des méthodes in silico, a ouvert la voie a des découvertes prometteuses dans le
domaine de la recherche anticancéreux. En explorant I’activité inhibitrice de ces métabolites
secondaires sur les enzymes PARP et SRMS, impliquées dans la progression et la survie
tumorale, nous avons identifié plusieurs ligands avec un potentiel therapeutique significatif.
Parmi eux, I’acide vanillique de la classe des composés phénoliques et la swertisine de la
classe des flavonoides ont émergé comme des candidats particulierement intéressants,
démontrant une affinité pour leurs cibles respectives et présentent des caractéristiques

pharmacocinétiques favorables selon les critéres de Lipinski.

En outre, notre étude souligne I’importance croissante de la recherche sur les plantes
médicinales en tant que source d’agents thérapeutiques potentiels. Dans un contexte ou la
résistance aux traitements traditionnels devient un défi majeur dans la lutte contre le cancer,
I’exploration de nouvelles voies thérapeutiques, telles que les métabolites secondaires des
plantes, offre un potentiel d’innovation et d’amélioration des options thérapeutiques

disponibles.

En conclusion, bien que notre étude représente une avancée significative dans la
compréhension de ’activité anticancéreux des métabolites secondaires de la plante Atractylis
humilis, elle ne constitue qu’une étape préliminaire dans un processus de recherche plus vaste.
Des efforts continus sont nécessaires pour caractériser davantage ces composes, évaluer leur
efficacité dans des modeles précliniques et finalement traduire ces découvertes en application

cliniques bénefiques pour les patients atteints de cancer.
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Annexe 1. Image d’interaction entre I’enzyme SRMS avec PLX4720

Pro218

Sy

Annexe 2. Image d’interaction entre I’enzyme SRMS avec la swertisine.



Annexe 3. Image d’interaction entre I’enzyme SRMS avec I’ethylcaffeate.
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Annexe 4. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec 78P.
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Annexe 6. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec Lyoniresinol.
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Annexe 6. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec 3',7-diméthyl isoorientine.
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Annexe 6. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec La swertisine.
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Annexe 7. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec Koaburaside.
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Annexe 8. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec Tachi oside.
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Annexe 9. Image d’interaction entre I’enzyme PARP avec L’acide vanillique.



