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Résumé

L’activité inhibitrice sur la COX-2, de flavonoides appartenant a la catégorie des flavanones,
flavones, flavonols et dont la structure comporte des fonctions hydroxyles, a été modélisée par
des méthodes in silico. Ces flavonoides se lient avec les acides aminés du site actif de la
COX-2, via des interactions hydrogene et hydrophobe, et de maniere comparable aux
inhibiteurs synthétiques de cette enzyme.

Mots clé :flavonoides, COX-2,docking moléculaire, inhibition.

Abstract
The COX-2 inhibitory activity of flavonoids belonging to the class of flavanones, flavones,
flavonols and having hydroxyl functions in their structure has been modeled by in silico
methods. These flavonoids bind with amino acids of the COX-2 active site, via hydrogen and

hydrophobic interactions, and in a manner comparable to synthetic inhibitors of this enzyme.

Key words: flavonoids, COX-2, molecular docking, inhibition.
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Introduction générale

La recherche de nouvelles molécules bioactives utilisables en thérapeutique est un enjeu

majeur de santé publique en particulier dans le traitement de certaines maladies.

De tous temps, les produits d’origine naturelle ont été utilisés par I’homme pour le traitement
de maladies. Au début du 20eéme siécle, ils sont encore considérés comme une source
précieuse de substances médicamenteuses et ce malgré les progrés de la biologie moléculaire
et de la chimie organique qui permettent la synthese de molécules médicamenteuses

sophistiquées moins onéreuses et plus efficaces [1].

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le regne végétal et ainsi présents
dans notre alimentation quotidienne sous forme de fruits, légumes et boissons.

Les différentes classes de flavonoides (anthocyanes, chalcones, flavanones, flavones,
flavonols ...) présentent de nombreuses propriétés biologiques dont une activité anti-

inflammatoire via une inhibition de la COX-2[1,2].

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est une enzyme qui catalyse 1’¢tape initiale du métabolisme
d’un acide gras, I’acide arachidonique, présent dans les phospholipides membranaires. Elle
joue un role majeur dans les phénomeénes inflammatoires. La COX-2 représente ainsi la cible
moléculaire d’une classe d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui présentent moins
d’effets indésirables sur la sphére gastro-intestinale que les AINS traditionnels mais pour

lesquels demeure néanmoins une certaine cardio-toxicité.

A la fin des années 1990, le rofécoxib et le célécoxib, les deux premiers inhibiteurs sélectifs
de la COX-2, ont été mis sur le marché [3,4]. Par la suite, d’autres inhibiteurs sélectifs de
cette enzyme, tels que le valdécoxib et 1’étoricoxib, ont été développés. L utilisation de ces
composeés, appartenant a la famille des AINS spécifiques de la COX-2, est associée a une
amélioration de la sécurité gastro-intestinale par comparaison aux AINS traditionnels.
Cependant, les données de pharmacovigilance ont montré une augmentation de la survenue
d’événements cardiovasculaires graves. De ce fait, certains de ces AINS spécifiques de la
COX-2, dont le rofécoxib et le valdécoxib, ont été retirés du marché [5-7].

Des travaux réalisés in vitro réveélent que ces composés peuvent inhiber 1’induction et/ou

I’activité de la COX-2[2].




Des travaux réalisés in vitro révelent que les flavonoides constituent la principale catégorie de

composés d’origine végétale présentant une activité inhibitrice sur la COX-2.

Ils sont reconnus par La grande variété de structures et d’activités biologiques citons par
exemple les activités antiallergiques, antivirales, anti-inflammatoires et [’inhibition
enzymatiques. Donc ces molécules sont capables de moduler ’activité de certaines enzymes

et de modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires.

Dans le présent travail un amarrage moléculaire protéine-ligand a été réalisé a I’aide du
logiciel AutoDock vina, I’'un des programmes de docking moléculaire les plus performants et
les plus utilisés afin de prédire I'activité biologique des flavonoides In-silicone sur la base des

résultats expérimentaux.
Le plan de ce manuscrit est réparti comme suit :

Introduction générale,

Chapitre 1 : Docking Moléculaire,

Chapitre 2 : présente un apercu général sur les cyclooxygenases,

Chapitre 3 : les flavonoides et leurs propriétes biologiques,

Le dernier chapitre est consacré a la méthodologie du travail réalisé dans ce mémoire, aux

résultats obtenus et a leurs discussions.

Enfin une conclusion générale résume 1’ensemble du travail réalisé.

-
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Chapitre I : Docking Moléculaire

I.  Introduction
Le docking moléculaire in silico vise a predire la structure d'un complexe moléculaire a partir
des molécules isolées,ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et

plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro.

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

d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée [1].

Il. Docking Moléeculaire

11.1. Définition

Le docking ou I’amarrage moléculaire décrit un processus dans lequel une molécule (ligand)
est placée dans le site actif d’une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Deux
aspects sont importants : la prédiction de I’affinité du complexe ligand- protéine, et la
prédiction de la position correcte du ligand dans le site actif de la protéine. La prédiction
d’affinité est liée a différents ligands de la collection, certains conviennent mieux que
d’autres. La prédiction de position est liée a la méme molécule de ligand mais dans des

orientations différentes.

L’objectif du docking consiste généralement a déterminer la manieére dont ces molécules
s’arrangent les unes par rapport aux autres tout en prenant compte de I’environnement de

leurs acides aminés [2].

Lipand
Bindire
krain

transmernbran: S
dorin I

EAlecra
demain

Cenformation chanpe and

Curwenstream elfects

Figurel : Représentation schématique du Docking.
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11.2 Les étapes de docking

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires : le

docking et le scoring.

1. Le Docking :Le docking (ancrage ou amarrage) est I’expression donnée aux
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches chimique, physique et
biologique sont combinées pour étudier au niveau atomique les interactions entre deux
molécules est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la
protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus

favorables.

2. Le Scoring : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le ligand
et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase dedocking. Ce

score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposée [3].

ligand N
docking

o————:-: =4
recepteur“

Figure2 : Principe générale d'un programme de docking moléculaire

scoring “
.

structure X
& AG

I11. Les types de docking moléculaire
Il ya trois types de docking moléculaire : (docking corporel rigide, docking de ligand flexible
et docking flexible).
— Docking corporel rigide, ou les récepteurs et les petites molécules sont traités comme
ennuyeux.
— Docking de ligand flexible, ou le récepteur reste rigide mais le ligand est considéré
comme souple (flexible).

— Docking flexible, compte tenu de la flexibilité des récepteurs et des ligands.
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Les algorithmes d'amarrage les plus courants utilisent des modeles de récepteurs rigides et
ligands flexibles, qui sont basée sur le principe de «la clé dans la serrure », lorsque le ligand
est amarré dans la cavité (site de liaison) de la protéine. Ce processus est détaillé dans la
Figurel.

IV. Les outils du docking

Les outils qui sont trés utilisées en docking sont : une petite molécule appelée ligand. Un cible

biologique d’intérét thérapeutique appelée protéine et un programme de docking.

1. Ligand

Un ligand est une molécule qui se lie de maniére non-covalente et spécifigue a une
macromolécule ciblée, une protéine ou acide nucléique, jouant en genéral un réle fonctionnel :
stabilisation structurale, catalyse, modulation d'une activité enzymatique, transmission d'un

signal.

Dans I'amarrage moléculaire, la sélection des ligands est une étape trés importante. Ce choix
doit étre pertinent car la spécificité du site actif d'intérét évite les tests moléculaires inutiles
car le ligand permet d'améliorer ce changement conformationnel. Par conséquent, cette

modification structurelle peut moduler son état fonctionnel et son activité [5].

2. Récepteur
Un récepteur est une macromolécule, généralement une protéine spécialisée qui peut se lier
spécifiqguement et de maniere réversible a une autre molécule appelée ligand.
Les structures 3D que nous utilisons proviennent de la Protein Data Bank (PDB), un
référentiel mondial d'informations sur les structures 3D des macromolécules biologiques :
principalement des protéines et des acides nucléiques (ARN et ADN).
Les structures tridimensionnelles (3D) sont issues principalement de I'analyse par diffraction

des rayons X, par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou par modélisation moléculaire.

Les différentes conformations tridimensionnelles peuvent étre téléchargées sous l'extension
PDB, qui peut étre lue par un logiciel de docking et contient diverses informations sur la

protéine [6,7].

-
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3. Programme
Un logiciel est un ensemble de programmes qui permet & un ordinateur ou a un systeme
informatique d'assurer une tache ou une fonction en particulier, procédés et régles, et
éventuellement de la documentation, relatifs au fonctionnement d'un ensemble de traitement

de données (Par opposition au matériel).

Un programme de docking moléculaire a pour but de prédire correctement le mode
d’interaction entre deux entités chimiques, et de reconnaitre parmi ceux —ci lequel est le

meilleur.

Il existe actuellement plusieurs programmes de docking moléculaire : Auto Dock,
AutoDockVina, GOLD, FlexX, DOCK et ICM...etc)[8,9].

V. Le RMSD (Root Meany Square Deviation)

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes par rapport a ceux de la
molécule d’origine. Le mieux possible signifie que la valeur du RMSD entre la pose du ligand
calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est le plus petit
possible. Le positionnement, c’est-a-dire 1’identification correcte du site de liaison sur la
protéine, 1’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD [10]. Le
RMSD entre deux poses est une mesure géeométrique de la distance entre les positions
atomiques de deux structures. Plus la prédiction du positionnement est précise, plus les

différences entre les deux structures sont faibles, plus la valeur du RMSD est basse.

V1. Les interactions récepteur-ligand

Les interactions protéine-ligand sont assez spécifiques ; méme si de nombreux ligands
potentiels entourent une protéine cellulaire a un moment donné, un seul ligand particulier peut
se lier a cette protéine. De plus, un ligand ne se lie qu'a une zone dédiée a la surface de la
protéine, connue sous le nom de site de liaison du ligand. La spécificité du site de liaison au
ligand d'une protéine est déterminée par la disposition de sa chaine d'acides aminés qui donne
a la zone sa forme et sa réactivité chimique. Par conséquent, un site de liaison au ligand
fournit une forme complémentaire a son ligand et maintient le ligand en place via des
interactions chimiques. Ces interactions chimiques sont souvent non covalentes ; cependant,
étant donné que ces interactions sont réversibles et faibles, bon nombre de ces interactions
doivent se produire simultanément pour maintenir ensemble la protéine et le ligand. La

recherche sur la liaison des ligands est importanté pour comprendre les fonctions des

-
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protéines et la maniére dont elles exécutent des processus cellulaires spécifiques a la fois dans
des conditions physiologiques et pathologiques. En outre, cette recherche permet également
aux scientifiques de concevoir des médicaments avec des interactions spécifiques et des effets
secondaires minimes en ciblant le site de liaison au ligand d'une protéine impliquée. De
nombreux type d’interaction non covalente, ont ét¢ mis en évidence dans les complexes
protéine- ligand. Parmi les interactions qui peuvent exister entre le ligand et la protéine on cite
celles de type polaire (liaisons hydrogene, liaisons ioniques) et celles de type hydrophobe qui

résultent d’un contact entre des groupements hydrophobes [11].

1. Les interactions de Van Der Waals

Elles résultent de I’interaction des nuages ¢lectroniques de deux atomes adjacents conduisant
a la présence d’une force attractive. Le potenticl de Vander Waals contient une composante
attractive lorsque les atomes sont liés, et une composante repulsive si les atomes sont trop
proches Il peut étre utilis¢ pour empécher I'interpénétration de deux protéines durant un

docking interactif, en calculant les forces entre les atomes a I’interface.

o~ O+

v

Les interactions de
Van Der Waals

8- o 8"" 8—

Figure3 : Interactions de Van der Waals.

2. Liaison d’hydrogene
La liaison hydrogéne provient des interactions électrostatiques entre les atomes Hydrogéne
(donneur) et éléments extrémement électronégatifs avec au moins une paire non liée
(Accepteur) par exemple (oxygene, azote ou fluor). Les liaisons hydrogéne sont responsables
de la structure secondaire des protéines car Ce dernier est constitué de chaines (ou séquences)

d'acides aminés liés entre eux par liaison peptidique [12].
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Figure4 : Liaison hydrogene.

3. Les interactions électrostatiques

Les interactions eélectrostatiques, liaisons ioniques résiduelles faibles, proviennent de

I’interaction entre deux atomes de charges opposées conduisant a la création d’une force

attractive.

Certains acides aminés peuvent étre chargés positivement ou négativement, ce qui donne lieu

a des phénomenes ¢lectrostatiques qui favorisent la formation d’un complexe protéique

spécifique.
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Figure 5:Les interactions électrostatiques.




Chapitre I : Docking Moléculaire

4. Les interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont des chaines organiques ou aromatiques saturées. lls ont
tendance a se positionner sur la surface de contact la plus basse avec l'environnement
aquatique. Les molécules non polaires et faiblement polarisées ont tendance a s'agglutiner,
créant une force de liaison hydrophobe. Ce sont des interactions entre molécules ou
groupements qui ont peu d'affinité pour le solvant (I'eau) qui les dissout. Les emplacements de
ces groupes auront le moins de contact avec I'eau. Ainsi, ces groupes vont s‘attirer par la

puissance des types décentralisés [13].

VII. Les propriétées ADME-T

Un médicament efficace doit aussi avoir d’autres caractéristiques. Il doit étre facile a
administrer et doit atteindre sa cible en concentration suffisante pour étre efficace. Une
molécule médicament une fois entrée dans 1’organisme, rencontre une série d’obstacles divers
sur sa route vers la cible, en rapport avec son absorption, sa distribution, son métabolisme, et
son excrétion. Dans 1’ensemble, les propriétés pharmacocinétigue d’un médicament
(concernant son Absorption, sa Distribution, son Metabolisme, et son Excrétion)sont souvent

désignés sous le terme de propriétés ADME (prononcer « admé »).

1. Proprietés Physicochimiques

1.1.La régle de Lipinski (regle des 5)
Les regles de Lipinski [14] prédisent que I’absorption sera probablement faible quand
1. Le poids moléculaire (MW) est plus grand que 500.
2. Le nombre de liaisons hydrogéne donneur (HPA) est plus grand que 5.
3. Le nombre de liaisons hydrogéne accepteur (HPD) est plus grand que 10.
4. Le coefficient de partage [évalué par log (P)] est plus grand que 5.
Le coefficient de partage, est une maniere de mesurer la tendance d’une molécule a se
dissoudre dans les membranes, qui est corrélée a sa tendance a se dissoudre dans un solvant
organique. Il est déterminé en permettant a un composé de s’équilibrer entre ’eau et une
phase organique le n-octanol.
La valeur du log (P) est définie comme le logio du rapport de la concentration du composé
dans le n-octanol a sa concentration dans 1’eau. Une valeur de log(P) trop élevée suggérera

que la molécule puisse étre peu soluble dans un environnement aqueux.
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Les molécules dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins 2 des régles
sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de perméabilité.

1.2.La regle de Veber

De plus, Veber a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui
communément appelé¢ "la régle des 5". D’aprés I’étude de 1100 composés
candidatsmédicaments chez GlaxoSmithKline, la surface polaire (PSA, polar surface area) du
composé doit étre inférieure a 140 A?et le nombre de liaisons de rotation (RB :rotatable bonds
en anglais) doit étre inférieur & 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale chez le rat
[15].

La surface polaire est représentée par la somme des surfaces des atomes polaires de la
molécule (calcul basé sur la topologie de la molécule ou TPSA) et permet de prédire
I’absorption intestinale et le passage de la barriere hématoencéphalique.

Ces criteres peuvent étre adaptes a la cible visée par la molécule. En effet, alors que
I’absorption intestinale devient difficile pour un composé de surface polaire supérieure a 140

A?, 60 A? est le seuil maximal pour le passage de la barriére hématoencéphalique(BBB)[16].

2. Ppropriétés pharmaco cinétique et toxicité

2.1.Absorption
L’absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site
d’administration a la circulation générale. La voie d’administration du médicament influence
cette premiere phase : la voie intraveineuse est la voie de référence puisque par définition, a la
différence des autres voies (orale par exemple) toute la dose administrée atteint la circulation
générale.

2.2.Distribution
La distribution est fonction de la capacité du meédicament a franchir les barrieres qui séparent
les différents compartiments de l'organisme et a s'y accumuler ou a en étre exclu. Ceci
implique le passage de barrieres membranaires qui peuvent étre franchies par diffusion
passive ou par l'action de transporteurs.

2.3.Métabolisme
Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par une réaction enzymatique
d’un médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan

pharmacologique. De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon,
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rein, intestin...). Néanmoins le principal site de biotransformation est situé au niveau
hépatique, dans les enzymes des microsomes.

2.4.Elimination
Elimination se définit comme le volume de plasma contenant la quantité de médicament
éliminée par unité de temps. Si, stricto sensu, la clairance d'un médicament peut étre le
résultat de n'importe quelle voie d'élimination, les éliminations hépatique et rénale sont,

habituellement, les deux principales a prendre en compte dans I'étude des médicaments.

2.5.Toxicité
On peut définir la toxicité comme la mesure du degré a partir duquel un composeé est toxique
pour un organisme vivant. Cette toxicité peut s’appliquer a un organisme entier ou
uniqguement a un groupe cellulaire (cytotoxicite) ou bien encore a un organe particulier
(organotoxicité).
La toxicité peut étre aiglie ou chronique. La toxiciteé aigiie est définie comme celle qui résulte
de I’exposition unique et massive a un agent toxique entrainant des dommages corporels
pouvant conduire a la mort. La toxicité chronique est le résultat de I’exposition prolongée a
plus ou moins faible dose a un xénobiotique toxique dont les effets néfastes ne se font sentir

que quelques mois a quelques années plus tard [17,18].

Schéma général

SPHARMACOmédicale.com

Figure 6 : Schéma général du devenir d’un médicament dans I'organisme.
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I. Introduction

La cyclooxygénase (COX), ou prostaglandine G/H synthase (PGHS) est une enzyme qui joue
un role essentiel dans la cascade de I’acide arachidonique (C20H3202). C’est elle qui est
responsable de la synthese des différents médiateurs chimiques tels que les prostanoides. Ces

métabolites sont a I’origine des processus inflammatoires [1].

La COX existe sous deux isoformes : COX-1, COX-2:

1. La cyclooxygénase de type 1 (COX-1) est exprimée de maniere constitutive dans
I’organisme c'est-a-dire de fagcon permanente. Son inhibition conduit généralement a des
évenements tels que des dérégulations rénales et des dysfonctionnements de la fonction
ulcéro-gastrique.

2. La cyclooxygénase de type 2 (COX-2) est un isoforme exprimé par ’action d’agents
inducteurs. Cette forme de cyclooxygénase est responsable de la production élevée en
prostaglandine lors du processus inflammatoire induisant fievre, douleur et inflammation.
L’intérét majeur dans le traitement des phénomenes inflammatoires est d’inhiber

spécifiquement I’isoforme 2[2 ,3].

Des études ont également montré I’existence d’un troisiéme isoforme, la COX-3. Cependant,
celle-ci ne semble pas étre capable de produire de prostaglandines ayant une activité dans les

tissus humains.

1. L’Acide arachidonique (AA)

L’acide arachidonique (C20H3203) est un acide gras polyinsaturé (AGPI) a longue chaine, de
la famille des oméga-6. Sa désignation biochimique est 20:4, 20 correspond au nombre
d’atomes de carbone et 4 au nombre de liaisons.Il est cependant d’une grande importance en

pathologies inflammatoirescar il est a I’origine des hormones éicosanoides.

I1'y a plusieurs aliments riches en acide arachidoniqguecomme huile de foie de morue ; cceur

de poulet, cuite ect.... [4].
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Figurel : Formule développée d’acide arachidonique.

I1l.  Fonction de la cyclooxygenase

La cyclooxygenase (COX) ou prostaglandine G/H synthése, est une enzyme capable de
convertir l'acide arachidonique (AA), qui participe a la formation des membranes cellulaires,
en prostaglandines H., responsables de nombreuses fonctions physiologiques, notamment au

niveau musculaire.
I11.1. La Cyclo-Oxygénase-1 (COX-1)

La COX-1 humaine, composée de 576 acides aminés (72 Kilo daltons), est codée par un gene
qui se situe sur le chromosome 9. Elle est constitutivement exprimée dans la majorité des
cellules et des tissus, notamment dans I’appareil digestif, les reins et les plaquettes sanguines.
On la retrouve dans I’estomac, les plaquettes, le foie, les poumons, I’intestin, le systéme
nerveux central de I’humain, du rat, et de chien.

La COX-1 est localisée principalement dans le réticulum endoplasmique et dans I’enveloppe

nucléaire des cellules endothéliales [5].
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Figure2 : Structure de la Cyclooxygénase-1.

111.2. La Cyclo-Oxygénase-2 (COX-2)

Elle a été découverte en 1991. La COX-2 humaine est composée de 581 acides aminés
(74Kilo daltons) dont la séquence est homologue a 60% environ a celle de la COX-1. Codeée
par un géne qui se situe sur le chromosome 1, la COX-2 est une enzyme principalement
inductible. Cependant, elle est constitutivement exprimée dans certains tissus tels que le
cerveau et le rein Cette enzyme se retrouve dans la membrane du réticulum endoplasmique et
dans les feuillets internes et externes de I’enveloppe nucléaire des monocytes, des cellules
endotheéliales et des fibroblastes. Cependant, COX-2 préfére se localiser dans 1’enveloppe

nucléaire ou son activité est plus importante [6].
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Figure3 : Structure de la Cyclooxygénase-2.
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111.3. La Cyclo-Oxygénase-3 (COX-3)

La COX-3 est la troisieme et derniére découverte de la cyclooxygénase (COX). L'isoenzyme

COX-3 est codée par le méme gene que COX-1, a la différence que la COX-3 retient un

intron qui n'est pas retenu dans la COX1. Les deux autres isoenzymes de la cyclooxygénase

sont connues pour convertir I’acide dihomo-y-linolénique et I’acide arachidonique en

prostaglandines et sont la cible des AINS [4].

Tableau 1 : Différences entre COX-1, OX-2 et COX-3.

COX-1

COX-2

COX-3

Similitude structurelle

Seulement 60% d'homologie dans la séquence d'acides
amines (COX-1 et COX-2 sont codées par des genes

différents).

Le site actif de COX-2 est plus grand que celui de

COX-1.

Présence Formation induite lors

. . physiologique, D’inflammation (Synthese

Reégulation multiplication possible | multipliée par 10 a 80 en cas

de la concentration par | de stimulation appropriée :

un facteur deux a inflammation, hormones).

quatre.
Expression Constitutive Induite constitutive
Nom du gene PTGS1 PTGS2 PTGS1
Localisation du gene Chr.9 Chr.1 Chr.9
Poids moléculaire 71kDa 72kDa 65kDa
Nombre d’acide aminé | 576 581 576
Localisation tissulaire | Présente dans la Présence : Cerveau

plupart des tissus,
surtout abondante dans
les

thrombocytes, les
cellules endothéliales,
I'estomac, les reins et
les muscles lisses.

-Physiologique dans la
prostate, 1’utérus, les
testicules et les poumons.
-dans tous les tissus apres
induction.

Fonction physiologique

Maintien des fonctions
Homéostatiques Neuro
inflammation

Inflammation, fiévre et
douleur Ovulation,
accouchement, Maintien des
fonctions homéostatiques
(coagulation).

Fievre, douleur




Chapitre II : Les cyclooxygeénases

IV. Notion de site actif
La fonction des enzymes est liée a la présence dans leur structure d'un site particulier appelé
le site actif. Schématiquement, il a la forme d'une cavité ou d'un sillon dans lequel vont se
fixer les substrats grace a plusieurs liaisons chimiques. Une fois fixés, les substrats vont
réagir et se transformer en produit. Le site actif est subdivisé en deux parties :
e le site de liaison: qui reconnait la complémentarité de forme avec un substrat
specifique a I'enzyme.

e e site catalytique : qui est responsable de la fixation de I'enzyme sur le substrat [7].

Le placement des fragments (atomes) dans le site actif est basé sur le principe de

complémentarité stérique et électronique entre ligand et récepteur.

V. Sites actifs des COXS

Le site actif d’une enzyme est schématiquement formé par un petit nombre d’acides aminés
organisés en un arrangement tridimensionnel précis formant une poche ou une crevasse dans
la protéine. Le site a une affinité élevée pour le substrat, parce que la nature chimique des
acides aminés du site et leur arrangement spatial forment une région complémentaire de

certains groupements de la molécule de substrat [8].

V.1. Site actif des COX-1

Le domaine catalytique est constitué d'un long canal hydrophobe relativement étroit
(dimensions : 25 x 8 A?). Divers acides aminés participent au fonctionnement de I'enzyme,

soit par effet électronique, soit par effet stérique :

e L'Arginine 120, située a l'entrée du site actif, posséde une chaine latérale porteuse
d'une fonction guanidine, facilement protonable. La charge cationique joue un role clé
dans l'ancrage du substrat naturel de I'enzyme (interaction électrostatique avec le
groupement carboxylate de I'acide arachidonique).

e La Tyrosine 385, située a lautre extrémité du site, participe a [l'activité
cyclooxygénase en provoguant l'arrachement stéréospécifique de I'atome d'hydrogéne
en position 13 de I'AA.

e La Sérine 530, au niveau de la partie centrale du site actif, intervient par sa chaine
latérale a fonction alcool. Ce résidu polaire impose une certaine courbure a la

molécule d'AA, nécessaire a l'action de I'enzyme sur son substrat.
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e L'lsoleucine 523 est responsable d'un effet stérique en raison de sa chaine latérale
isobutyle. Ce motif ramifié génére une zone d'étranglement dans la partie centrale du
site catalytique de la COX-1[9].
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Figure4 : Représentation du site actif de la COX-1.

V.2. Site actif des COX-2

Les deux isoformes(COX-1 et COX-2) ont une homologie de I’ordre de 61%. Les acides-
aminees essentiels a la fixation du substrat (Arg120) ou a la réaction d'oxygenation (Tyr385)
sont également retrouvés dans la COX-2. Toutefois, des remplacements ponctuels de certains

résidus vont entrainer des modifications d'ordre stérique au niveau du site enzymatique :

e Le site actif COX-2 est dépourvu de I'isoleucine 523 et possede a la place une valine
dont le groupement isopropyle est plus petit par rapport a l'isobutyle. La perte d'un
groupe CH3 permet de diminuer I'encombrement stérique : il se crée un passage vers
une poche latérale qui devient alors accessible a des molécules relativement
volumineuses.

e Cette poche latérale se distingue par certains résidus a caractere polaire : Arginine
(Arg.), Glutamine (GlIn), Histidine (His)[9].
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Figure5 : Représentation schématique du site actif de la COX-2.

VI. Les inhibiteurs des COXS

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant a une enzyme et qui en diminue
I’activité. Un inhibiteur peut empécher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant a sa
place, ou provoquer une déformation de I’enzyme qui rend celle-ci inactive (inhibiteur

allostérique).

L’inhibition des enzymes joue un role important dans le controle des mécanismes biologiques,
et notamment dans la régulation des voies meétaboliques. Puisque I’inhibition d’une enzyme
peut tuer un pathogene ou corriger un déséquilibre métabolique, des applications existent dans
de nombreux autres domaines : beaucoup de médicaments, pesticides ou insecticides sont des

inhibiteurs enzymatiques classes selon les groupes suivants [10] :
VI.1. Les inhibiteurs réversibles

Les inhibiteurs réversibles s'associent aux enzymes par des liaisons non covalentes
comme des liaisons hydrogéne, des interactions hydrophobes et des liaisons ioniques. De
nombreuses liaisons de faible énergie entre inhibiteur et site actif se combinent pour produire

une liaison forte et spécifique [11]. Les inhibiteurs réversibles sont classés en :
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Inhibiteur compétitif

IIs se lient de maniere réversible au site actif de l'enzyme en bloguent Il'acces au
substrat. lls diminuent donc la concentration d'enzyme libre. En général ils ressemblent
chimiquement au substrat. D'ailleurs, si une enzyme a plusieurs substrats possibles, ceux-ci
peuvent aussi agir comme inhibiteurs compétitifs réciproques. Les meilleurs inhibiteurs sont

souvent des analogues de I'état de transition de la réaction [10].

Inhibiteur non-compétif
Peut se fixer sur I’enzyme et sur le complexe Enzyme@Substrat (mais n’est pas en
compétition avec le substrat pour sa fixation a I’enzyme) et il ne peut étre déplacé par

augmentation de la concentration du substrat.

Inhibiteurs incompétitifs

Un inhibiteur incompétitif ne se fixe que sur le complexe Enzyme@Substrat (le site de

fixation de | est induit par celle de S).

VI1.2. Inhibiteurs irréversibles

Ces substances se fixent sur I'enzyme de maniere irréversible, en général par liaison
covalente. Leur effet est de diminuer la quantité totale d'enzyme disponible, leur effet sur la

cinétique ressemble donc a l'inhibition non-compétitive pure [10].
V1.3. Inhibiteurs naturels

De nombreux produits naturels possédent une capacité a inhiber 1’expression de COX-2 au
niveau transcriptionnel, et Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de ces
composants par exemples :

e Labromélaine, un composé présent dans 1’ananas.

e La curcumine, un polyphénol de Curcuma longa.

e La coumarine (1,2-benzopyrone) est un autre produit naturel que I’on retrouve dans

plusieurs plantes et épices.

2]
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V1.4. Les inhibiteurs synthétiques

Plusieurs molécules synthétisées sont maintenant considérées comme principaux agents
thérapeutiques pour le traitement et la prévention des maladies inflammatoires. Les Anti
Inflammatoires Non Stéroidiens regroupent 1’ensemble des médicaments symptomatiques
inhibiteurs de la synthése des prostaglandines.

Ils agissent principalement au niveau de la cascade de ’acide arachidonique et plus

précisément par blocage d’enzymes de cyclooxygénases [10].

VII. Inhibition de la cyclooxygénase-2 par les flavonoides

Les flavonoides constituent la principale catégorie de composés d’origine végétale présentant
une activité inhibitrice sur la COX et certains d’entre eux sont des inhibiteurs spécifiques de
la COX-2. Des travaux réalisés in vitro révelent que ces composés peuvent inhiber 1’induction
et/ou I’activité de la COX-2.

L’apigénine et la quercétine, par exemple, sont capables de moduler I’expression de la COX-
2. Raso et coll. [12,13] ont demontré que ces deux flavonoides réduisent a 0,5, 5 et 50 uM, et
de maniére dépendante de la concentration, 1’expression de la COX-2 ainsi que la production
de PGE2, sur une lignée cellulaire de macrophages de souris J774A.1 stimulés par du

lipopolysaccharide (LPS).

%)
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I. Introduction
Les flavonoides désignent une trés large classe de produits naturels dérivés d'une
extraordinaire diversité de plantes et de 1égumes. Ces molécules aromatiques polysubstituées
appartiennent a la famille des polyphénols a métabolisme secondaire dans le régne végétal et
constituent I'un des groupes de substances les plus courants et les plus répandus chez les
plantes. Ce sont les pigments responsables de la coloration jaune, orange et rouge des

différents organes végétaux.

Les flavonoides se trouvent dans les fruits, les l1égumes et les boissons. Ils sont également
présents dans plusieurs plantes médicinales. Les herbes contenant des flavonoides ont été (et
sont) utilisées en médecine traditionnelle dans le monde [1].

Leur capacité¢ a moduler l'activité de certaines enzymes et a modifier le comportement de
plusieurs systemes cellulaires suggere qu'elles peuvent exercer diverses activités
biologiques,notamment des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices, antihépatotoxiques,

antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales significatives [1,2].

II. Structure Chimique et Classification
Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyréne [3]. Leur structure de base est celle d’un
diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitu¢ de deux noyaux aromatiques
qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C

(Figurel).

Les flavonoides difféerent les uns des autres par leur degré d'insaturation, leur mode

d'hydroxylation ou d'oxydation du cycle C ainsi que par les substitutions du noyau B [4].

Figure 1: Squelette de base des flavonoides.
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III. Les différentes classes des flavonoides

Les flavonoides au sens strict sont des composés dont la substitution par un noyau benzénique
se fait en position 2. Les composés présentant une substitution en position 3 sont désignés par
le terme isoflavonoides [5,6]. Selon la nature de I’hétérocycle (y-pyrone ou son dihydro-
dérivé), on distingue :

- flavones: dérivés du phényl-2-chromone (80% des flavonoides). ils sont de couleur

jaune.

- flavonols : ce sont les hydroxy-3-flavones.Ils varient en couleur du blanc au jaune.
Lesflavones et les flavonolsse caractérisent par la présence d'une double liaison C2-C3. Les
flavonols possedent en plus un groupement hydroxyle en C3 [7].

Ce sont les composés flavonoidiques les plus répandus dont notamment :
I’apigénine,la quercétine, le kaempférol, et la myricétine.

- Flavanones : absence de double liaison C2-C3 dans le cycle pyronique.lls sont

incolores ou jaunes.

- Flavanonols : ce sont des dihydro-flavonol diffeérent des flavanones par 1'existence de

deux groupements hydroxyles en C3 et C'3 [8].
Les flavanones (naringénine) et les flavanols (catéchine) ainsi que les dihydroflavonols
(dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol,
leucocyanidol) sont considérés comme des flavonoides minoritaires en raison de leur
distribution naturelle restreinte [9,10].
- Isoflavonoides : Dérivent aussi des flavonones, mais outre une oxydation centrale, il y
a transposition du cycle latéral du C-2 au C-4 de I'hétérocycle [11].
- Biflavonoides : Ils résultent de la condensation de deux flavonoides par des liaisons
de type carbone — carbone ou de type éther. Les deux unités constitutives de cette
classe peuvent étre de méme type ou de type différent (biflavone, Biflavanone) [12].

- Chalcones et aurones : Les aurones sont caractérisées par la présence de deux atomes
de carbone dans I’hétérocycle. Les chalcones présentent un chainon tricarboné a,
insaturé a la place de I’hétérocycle [12].

- -Les Anthocyanidines : Les anthocyanidines possédent un hétérocycle de type
benzopyronxinium a oxygene tétravalent [13].

- Les flavonoides sulfatés : Ils sont caractérisés par la présence d'un ou de plusieurs

résidus sulfatés. Ces résidus sont liés aux groupements hydroxyles du phénol ou du

sucre [14].
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- Les Hétérosides flavonoidiques : Ces flavonoides existent sous forme de glycosides
dont la partieosidique peut étre mono, di ou tri-saccharidique. Ils sont divisés en
flavonoides O- glycosides et flavonoides C - glycosides.

- Les flavonoides O — glycosides : sont des composés dans lesquels un ou plusieurs
hydroxyles sont liés a un ou plusieurs sucres. Les O-glycosides sont les plus courants.
Ils sont souvent liés aux flavonoides sur la position 3, moins fréquemment sur la
position 7 et rarement sur les positions 4°, 3° et 5. Le sucre constituant la partie
glycosyléeest habituellement un glucose, un galactose ou un rhamnose.

- Les flavonoides C- glycosides : sont principalement des flavonesdans lesquels la

liaison s'établit entre le C1 du sucre et le C6 ou le C8 de la génine[15].

Dans la famille des flavonoides, les classes (Tableaul, Figure 2) se distinguent suivant
les degrés d’oxydation et de saturation du cycle C, alors qu’au sein de chaque classe, les

composés se différencient suivant les substituants présents sur les cycles A et B.

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en position 3, 5, 7, 3, 4> et 5°. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides sont généralement glycosylés. Les O-glycosides

sont les plus courants.
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Tableau 1 : Les différentes classes de flavonoides [16,17].

Ry
R
HO ‘ R1=R2=0H;R3 =H = Catéchine
Flavanols o Ry . _
R = Epicatéchine
CH
OH
OH
A
O * | R4’ =0OCH; ; R7 = OH = Hesperitine
Flavanones Rz O 0 R4’ = OCHj; ; R7 = Rhamnose-glucose
oH = Hesperidine
OH O
Flavones R4’ = OH = Apigenine
R3’=R4’=0H = Luteoline
R3’=R4’=0H = Quercétine
Flavonols R4’=0H = Kaempférol
R3’=R4’= R5'=OH = Myricétine
R3’=0H;R5 =H = Cianydine
R3’=R5’=0H = Delphinidine
Anthocyanidines R3’=R5’ = OCH; = Malvidine
R3’ = OCHj; ; R5’ = OH = Pétunidine

IV. Les sources de flavonoides

Les flavonoides sont présents dans de nombreux organismes (végétaux, fruits et

légumes), que ce soit au niveau de leurs feuilles, de leurs tiges, de leurs fleurs, de leurs fruits

ou du pollen. Il s’agit de pigments colorés qui conférent a ces organismes la large palette de

couleurs qu’ils empruntent. Ils les protégent principalement de 1’oxydation et des rayons

solaires agressifs. Ils participent également a donner du golt aux fruits et aux légumes. Il

semble préférable de manger (autant que possible) les fruits et Iégumes crus, afin de conserver

tout le bénéfice des flavonoides.




Chapitre II1 Les flavonoides

Les flavonoides tels que la quercétine et le kaempférol peuvent étre consommés
quotidiennement puisqu’ils sont présents dans les aliments courants comme les oignons, la

laitue, les endives ou méme 1’huile d’olive. Le Tableau 2 présente quelques sources de

flavonoides les plus courantes.

" Flavonol
(quercetin, kaempferol)

Isoflavones

(daidzein, genistein) 50 Flavonone
: . . )
' (naringenin, hesperitin)
6 - 3 \ gen

5 4 =
e Y L0

8 o
= X @x oH
M Flavan-3-ol

Flavone (oeCHy eperteching
(luteolin, apigenin) .

Anthocyanins
(delphinidin, malvidin)

Figure 2 : Structure des flavonoides et position des principaux substituants[19].
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Tableau 2 : Quelques sources naturelles de flavonoides [2,18].

Flavones

Flavones glycosides

Flavonols

Flavonols glycosides

Flavan3-ols

Flavanones

Flavanonols

Isoflavones

V. Les propriétés

A. Les propriétés physico-chimiques

Chrysine
Apigénine
Baicaline

Quercétine

Kaempférol

Myricétine

Rutine

Catéchine
Naringine
Taxifoline
Naringénine
Taxifoline

Génistéine

Peau de fruits, coniferes

Persil, Céleri

Scutellaire du Baikal (fleur)

Oignon, laitue, brocoli, tomate, canneberge, peau
de pomme, huile d’olive, thé, baies.

Endives, poireaux, brocoli, radis, thé noir, fruit a
grappe

Airelle a gros fruits, thé vert

Sophora du Japon (arbre), Sarrasin (plante),
Eucalyptus,

Stellaire intermédiaire (mauvaise herbe)

Thé vert

Peau d’agrumes, fruits a grappes.

Citron

Eucalyptus

Agrumes

Soja, Stellaire intermédiaire (mauvaise herbe),

puéraire (plante vivace), Sophora du Japon (arbre)

Les flavonoides se caractérisent par une faible acidité (di aux phénols), Ils se

cristallisent en donnant des cristaux de couleur variant du blanc au jaune brillant. Ils sont

légerement photosensibles, mais hautement thermostables. Ils résistent a des températures de

l'ordre de 102°C.

Ils possedent un spectre d'absorption dans 'UV avec deux maximums caractéristiques variant

avec chaque type flavonique [20,21].

50



Chapitre III Les flavonoides

B. Caractérisation
Plusieurs réactions de caractérisations des flavonoides sont utilisées :

> Réaction en milieu alcalin : les flavonoides en milieu alcalin donnent une coloration

jaune fongant a I’air et qui disparait apres addition d’un acide.

» Réaction a la cyanidine : en présence d’hydrogeéne naissant (produit par I’action de
HCl sur le Mg) les flavonoides en solutions alcooliques donnent des colorations
diverses : Orange (flavone) / rouge cerise (flavonol) / rouge violacé (flavanone) /

négatif (chalcone et isoflavone)

» Chromatographie : la caractérisation des flavonoides est dominée par la CCM et les
révélateurs les plus courants sont : vapeur d’ammoniac, potasse alcoolique donnant
des colorations jaunes, chlorure d’aluminium donnant une fluorescence en UV et

chlorure ferrique donnant des colorations vert ou brun.

C. Les propriétés pharmacologiques et biologiques

La principale propriété, initialement attribuée aux flavonoides, est d'étre vasculo protectrices
et vagotoniques, car ils sont capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et
de renforcer leur résistance. Actuellement, les flavonoides sont connus par de remarquables
activités pharmaco biologiques comme entre autres des effets, antivirales, antimicrobiens et
anticancéreux,antiallergiques, anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-tumoraux et
hépato protecteurs. Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces
composés naturels. Ces composés inhibent, in vitro, un grand nombre d’enzymes : histidine

décarboxylase, protéine kinase C, Slipoxygénase, cyclooxygénase....

Les flavonoides sont des molécules pratiquement atoxiques et bien tolérées chez I’homme

mais leur action est lente [22-27].
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I. Introduction
L’objectif abordé dans cette étude est de :

— Mod¢éliser et comprendre les interactions d’une variété de flavonoides naturels avec
les cyclooxygénase type 2 qui sont des enzymes cibles dont le traitement de
I’inflammation.

— Aussi modéliser et comprendre les interactions de certains composés Coxibs
(Célécoxib, Rofecoxib, Valdicoxib) inhibiteurs sélectifs des COXs-2.

— Calculer les propriétés ADME pour les meilleurs ligands.

Pour cela on a suivi le protocole suivant :

II. Matériels
Le docking moléculaire nécessite Iutilisation des outils suivants :
I1.1. Microordinateur

Tous les logiciels utilisés ont été installés sous un systeme d’exploitation Windows 10 (64
bits).
I1.2. Logiciels

- Autodock tools-1.5.7:http://mgltools.scripps.edu/.

- Autodock vina 1 1 2: http://vina.scripps.edu/download.html/.

- BIOVIA Discovery Studio Visualizer: https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer
download/.

- Gaussian09 : utilisé pour optimiser toutes les différentes structures des ligands étudiés.
- ChemDraw Ultra 15.0: pour créer les structures 2D de toutes les moléculesexistantes dans ce

manuscrit.

11.3. Bases des données

11.3.1. Protein Data Bank:https://www.pdb.org/

La PDB est gratuitement accessible par Internet et permet en particulier d’accéder a des
structures 3D de protéines d’intérét pharmaceutique. Ces structures sont principalement
déterminées par la cristallographie a rayons X et la RMN. Les structuralistes du monde entier

sont tenus d'y déposer leurs données expérimentales.
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11.3.2. PubChem:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

On a consulté cette chimiothéque afin de chercher et de télécharger les ligands pour réaliser le
docking. Ces derniers ont été téléchargés sous format sdf. Les molécules traitées dans ce
travail sont :

— Les flavonoides naturels, les plus abondants dans I’alimentation ;

— Les Coxibs (celecoxib, rofecoxib et valdecoxib).

I1.4. Les serveurs
L’étude des propriétés ADME des ligands a été réalisée a 1’aide du serveur en ligne :
11.4.1 SwissADME

Un serveur en ligne aide a calculer des descripteurs physico-chimiques a partir de la structure
2D ou du format SMILE du ligand ainsi que de prédire les propriétés pharmacocinétiques

ADME.

I11. Méthodologie des calculs

II1.1. Préparation de la protéine (récepteur)
Une étape préalable a toute simulation de docking consiste en la préparation des structures
protéiques avant d’entamer le docking moléculaire par AutoDock vina. Toutes les structures
utilisées dans ce travail proviennent de la PDB. Elles ont été¢ préparées selon les étapes
suivantes :
» Séparer la protéine de son ligand Co-cristallisé afin d’obtenir une cible avec un site
actif libre,
» Supprimer toutes les molécules d’eau, les hétéroatomes ainsi que les ligands étrangers,
» Simplifier la protéine en gardant une seule chaine ;
» Ajouté les hydrogenes et des charges partielles de type "Kollman" calculées avec un
champ de forces empirique Amber.

» Enregistrer la cible sous format pdbgt.

I1I. 2. Préparation des ligands

» Les ligands téléchargés auparavant sous format sdf (flavonoides et coxibs) ont été

converti en format pdb a I’aide du logiciel Discovery Studio 2021 ;
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» Une optimisation géométrique de tous les ligands a été effectuée avec la méthode
DFT: B3LYP/6-31G (d,p) implanté dans Gaussian 09, pour déterminer Ia
conformation la plus stable.

» A l'aide de I'interface AutoDock Tools des hydrogénes polaires ont été¢ ajoutés aux
ligands ;

» Par la suite ces derniers ont été enregistrés sous format pdbgt préparés pour 1’étape du
docking moléculaire.

Les structures sont représentées dans ’annexel.

IT1.3.Génération des grilles tridimensionnelle (Grid Box) des récepteurs

L’AutoDock Vina utilise une boite tridimensionnelle (3D) englobant le site actif de la cible.
Le centre de cette boite est déterminé par des coordonnés : X, Y, Z et des dimensions qui sont
proportionnelles a la taille de tous les ligands étudiés. Une fois les coordonnées sont remplies,
la boite devient centrée sur le ligand au niveau du site actif. Toutes ces informations peuvent

étre sauvegardées dans un fichier texte (Figurel, Tableaul).

L’étape suivante c’est I’exécution des instructions pour calculer I’affinité entre les différents
types d’atomes de la protéine et le ligand considéré. Les résultats sont générés dans un fichier

texte avec ’extension pdbgt.

Figure 1 : Positionnement de la Grid Box dans le site actif.
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Tableau 1 : Les boites GRID BOX des protéines.

Récepteur  Centre X Centre Y Centre Z Démentions  Affinité

(A°) (A°) (A°) (A3) (kcal/mol)
1CX2 28.612 28.603 9.142 40x40x40 8.4
3LNO 26.339 23.831 15.386 40x40x40 -8.6
3LN1 30.597 -22.559 -15.758 40x40x40 -12.2
3NT1 -40.957 -51.293 22.318 40x40x40 7.2
40TJ 71.166 14.810 138.987  48x48x60 93
SF1V 38.399 28.789 237.447  40x40x40 5.7
S5IKV 166.688 186.173 191.675  40x40x40 8.7
SIKR 38.042 2.131 61.280 40x40x40 7.2
SKIR 23.287 0.439 34.435 40x40x40 7.6

IV. Résultats et interprétations
IV.1. Choix des cibles

Neufs récepteurs, a savoir : /CX2, 3LNO, 3LNI1, 3NT1, 401J, 5F1V, 5IKV, 5IKR et 5KIRont
¢été préparés pour I’amarrage moléculaire. Dont :

— 1CX2, 3LNO, 3LNI, 3NTI, 40TJ sont issus des souris, leurs ligands Co-cristallisés
sont : S58, 52B, CEL, NPS et IXP respectivement ;

— 40TJ, 5F1V, 5IKV, 5IKR et 5KIR sont des protéines humaines co-cristallisées
respectivement avec les ligands suivant : SAL, FLF, ID8 et RCX. Le Celecoxib
(RCX) est un inhibiteur sélectif des COX-2.

Les recherches dans la PDB des structures cibles (COX-2) ont été basées sur les critéres
suivants :

— Présence d’un ligand co-cristallisé ;

— Résolution rayon X(< 2A°) ;a noter que la résolution en angstrom de la protéine est
une des données reflétant la qualité des structures ayant permis de construire le modele
cristallographique.

— Absence de mutation.

Outre que ces critéres conventionnels du choix des structures cibles, on ajoute :

A. Calcul RMSD
La prédiction de mode d’interaction qui consiste a déterminer le positionnement correct du

ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme de réussir ce travail est
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habituellement jugée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (Root Mean
Square Deviation) du modéle congu par le logiciel vis-a-vis de la structure du ligand de
référence (co-cristallisé).le limite admis est < 2A°, au-dela de laquelle la prédiction est

considérée comme non adéquate [1].

En calculant le RMSD de la meilleure pose du ligand de référence (aprés docking) avec son
mode de liaison cristallographique (avant docking), les informations relatives aux complexes
considérés sont résumées dans le Tableau2.D’aprés ce tableau deux complexes ont été
sélectionné,3NT1@NPX (animal) et SIKR@ID8 (humaine), en raison de la haute résolution
(1.73 A et 2.34 A respectivement) et le bon RMSD (0.5757 A et 0.9385 A respectivement),

Figure 2.
Tableau 2 : Propriétés des COXs-2 et RMSD.
Enzyme Ligand Chaine Résolution  Espéces = RMSD
Code PDB  Co-cristallisé (A) (A)

1CX2 S58 A 3.00 Souris 18.8431
3LNO 52B A 2.20 Souris 3.0531
3LN1 CEL A 2.40 Souris 0.8838
3NT1 NPS A 1.73 Souris 0.5757
40TJ IXP A 2.11 Souris 24.0902
S5F1A SAL A 2.38 Humaine  16.6014
S5IKV FLF A 2.51 Humaine  16.2785
SIKR ID8 A 2.34 Humaine  0.9385
5KIR RCX A 2.70 Humaine  14.6685



https://www.rcsb.org/ligand/IXP
https://www.rcsb.org/ligand/RCX
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Figure 2 : Structure cristallographique de la chaine A des complexes :
a)SIKR@IDS), b) 3SNT1@NPX.Générée par la PDB.

B. Analyse visuelle

L’analyse visuelle a la suite du test RMSD, est une étape essentielle qui permet de juger les
résultats décrits par la valeur numérique RMSD.

La visualisation des complexes sélectionnés, SIKR et 3NT1 faite par Discovery (Figure3 et
Figure 4 respectivement) montre que les ligands prédits par I’AutoDock vina (en vert) et les
ligands de références (en bleu) sont parfaitement superposés et bien positionnés ce qui prouve

leurs faibles valeurs de RMSD.

Le ligand prédit du complexe 3LNO est mal positionné par rapport au ligand de référence

(Figure 5).Ce qui confirme la valeur élevée du RMSD.
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RMSD=0.9385A

Figure 3 : Superposition du ligand ID8 du complexe SIKR :
Couleur bleu X-ray, couleur vert résultat du docking.

RMSD=0.5757A

Figure 4 : Superposition de la conformation de référence du ligand NPS (coloré en bleu) et
celle du docking moléculaire (coloré en vert) du complexe 3NT1.
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RMSD=3.0531A

Figure 5 : Superposition de la conformation de référence du ligand 52B (coloré en bleu) et
celle du docking moléculaire (coloré en vert) du complexe 3LNO.

IV.2 Amarrage moléculaire

Le logiciel AutoDock vina est basé¢ sur le type de docking semi-flexible, le ligand étant
considéré comme flexible et la chaine principale de I’enzyme a été maintenue rigide, tandis
que les chaines latérales restent flexibles. Une fois que le complexe ligand- récepteur est
formé, celui-ci va adapter la conformation la plus stable, c’est-a-dire avec le niveau

énergétique le plus faible.

Les résultats du docking sont stockés dans un fichier OUT qui comporte dix poses pour
chaque ligand. Le critere de sélection de la meilleure pose des poses est I’affinité, plus

I’affinité est basse, plus le complexe ligand-récepteur est stable.

Les résultats d’ammarage entre les cibles (SIKR et 3NT1) et les différents composés sont
regroupés dans le tableau.3. D’apres les énergies calculées par vina on résume :

— Le ligand L16a présenté une affinité maximale (-9.1kcal /mol) supérieur a celle des

ligands de références (-7.2 kcal/mol pour chacun) et des médicaments (L36, L37 et

L38).
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— Les flavonoides ont présenté les meilleures affinités, alors ils sont favorisés pour

I’inhibition.

Tableau3 : Résultats de calcul d’affinité.

Récepteurs SIKR 3TN1 Récepteurs SIKR 3TN1
Ligands Affinitée (kcal/mol)  Ligands Affinitée (kcal/mol
L1 -8.3 -8.5 L21 -8.4 -8.4
L2 -8.3 -8.4 L22 -7.3 -1.7
L3 -7.6 -7.4 L23 -8.3 -8.2
L4 -7.4 -7.5 L24 -8.1 -8.3
L5 -8.4 -8.8 L2S§ -8.1 -8.5
L6 -7.2 7.5 L26 -8.5 -8.1
L7 -8.9 -8.5 L27 -7.8 -8.0
L8 -7.3 -7.2 L28 -8.1 -8.2
L9 -7.2 -7.2 L29 -8.2 -8.1
L10 -7.4 -1.7 L30 -8.3 -8.3
L11 -8.1 -8.6 L31 -8.3 -8.7
L12 -8.0 -8.2 L32 -7.6 -8.4
L13 -7.9 -8.4 L33 -7.0 -7.0
L14 -7.6 -8.0 L34 -7.7 -8.2
L15 -8.5 -8.1 L35 -8.5 -8.5
L16 -9.1 -8.4 L36 7.5 -7.9
L17 -8.6 -8.8 L37 -7.4 -8.6
L18 -8.7 -8.5 L38 -8.0 -8.8
L19 -7.9 -8.1 L39 -7.2

L20 -7.3 -7.6 L40 -7.2

Les résultats du docking entre les deux Coxs sélectionnées et les différents composés ayant

présenté des résultats intéressants sont mentionnés sur les Figure 6 etFigure7.
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SIKR

Figure 6 : Les composés ayant meilleurs affinités avec SIKR.

3NT1

Figure 7 : Les composés ayant meilleurs affinités avec 3NT1.
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D’apres ces résultats, on classe la stabilité des complexes selon I’ordre croissant d’affinité :

récepteur@flavonoides < récépteur@coxibs < réceépteur@ligand cocristallisé.

Les meilleures affinités d’interaction du complexe SIKR sont celles des ligands des classes
différentes :
L16, L7 et L18 avec des énergies d’interactions égales a: -9.1, -8.9 et -8.7
kcal/molrespectivement,
L16 : flavanone,
L7 :flavone (Chrysin) dihydroxylé en position 6 et 8.
L18 :Galangin, de la famille des flavonols présent dans la racine de galanga,
hydroxylé en position 3,6 et 8.
En revanche pour le complexe 3NTI1 les meilleures énergies d’interaction sont celles des
ligands : L5 (-8.8 kcal/mol), L17 (-8.8 kcal/mol) et L31 (-8.7kcal/mol) d’ou :
L5 : de la famille des flavones (Baicalein, 5, 6,7-trihydroxyflavone)
L17 : Flavonol
L31 : Rhamnétin (un composé de la famille des flavonols, naturellement présent dans
le giroflier.
L5et L17 ont les méme énergies d’interaction avec la protéine que celle du L38

( Rofecoxib).

On constate que :
L’affinité (énergie d’interaction) se différe d’une classe a autre
Les complexes des flavonoides hydroxylés sont les plus stables que les autres classes
des flavonoides et que les ligands de références.
La substitution des flavonoides diminue la stabilité des complexes.
Les ligands de références (L39 et L40) ont montré la plus faible affinité
(-7.2kcal/mol), a noter que le Naproxen (L40) est un puissant anti-inflammatoire non
stéroidien non sélectif largement utilis¢é comme médicament de prescription et en

vente libre en tant qu’inhibiteur de la Cox-2.

Les flavonoides étudiés forment avec les cyclooxygénase-2 des complexes plus stables que
leurs inhibiteurs sélectifs et leurs ligands de cristallisation. On peut conclure que cette famille

des composés naturels peut inhiber fortement la COX-2.
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IV.3 Les interactions protéine — ligand
Les résultats sont visualisés et étudiés a travers 1’interface discovery.

1. Complexe SIKR
a. Ligand de référence
L’étude de linteraction (enzyme- ligand de référence) est importante pour faire la
comparaison avec d’autres ligands. Le tableau suivant représenté les différentes interactions
entre les résidus du site actif et le ligand de référence IDS.
D’aprés Anne Imbert et col, Les interactions ayant des distances comprises entre 2.5 A et
3.1A sont considérés comme fortes et celles comprise entre 3.1A et 3.55A sont supposées
moyennes et quand leurs distances sont supérieures a 3.55A elles sont considérées faibles [2].
L’analyse visuelle montre que le ligand de référence a formé deux liaisons hydrogene
conventionnelles avec le site actif (Figure 8, annexe 2) :
» La premiére interaction de type H-donneur forte (entre le résidu ARG120et 1’oxygéne
de ligand de référence) avec une distance 2.18 A.
» La deuxiéme de type H-accepteur forte (entre le résidu TYR355 et la fonction OH de
ligand de référence) avec une distance 2.02 A.
» Des liaisons hydrophobes sont formées avec les résidus LEU93, VAL116, VALS9,
LYS83, PRO86.

Le complexe SIKR — ID8 est stabilisé par : des interactions hydrogene et hydrophobes.

b. Inhibiteurs

L'analyse de I'amarrage a démontré que les inhibiteurs utilisés sont co-localisés dans la cavité
de SIKRpar des liaisons hydrogeénes conventionnelles et des interactions hydrophobes. La
Figure 8 illustre les interactions 3D et 2D de ces composés. On remarque que le meilleur
inhibiteur, flavanone avec une énergie d’interaction -9.2 kcal /mol, est stabilisé par 2 liaisons
hydrogénes avec les résidus : TRY385 (2.93A) et SER530 (2.45 A).

Et des interactions hydrophobes avec les acides aminés : ALA527, ARG120, LEU352 et

VAL349.
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Ces flavonoides se lient avec les acides aminés du site actif de la COX-2, via des interactions
hydrogenes (SER530) et hydrophobes principalement avec : ALAS527, GLY526, LEU352 et
VAL349 (Annexe 2).

2. Complexe 3NT1

a. Ligand de référence
L’analyse visuelle de ce complexe montre que le ligand de référence a formé seulement des
interactions hydrophobiques avec quatre résidus suivant : ALA202, HIS207, HIS386 et
PHE210 (Figure 9, annexe 2).

b. Inhibiteurs
Le ligand L5 :

Liaisons hydrogéne de 2.35A avec GLN203 et des interactions hydrophobes.

Ligand 16 : interactions hydrophobiques

Ligands 31 : deux liaisons hydrogenes ainsi que les liaisons hydrophobes.

Les inhibiteurs sont localisés au site actif du 3NT1 en formant une liaison hydrogenes
ou plus avec I’acide aminé GLN203 et des liaisons hydrophobes avec les résidus :

presque avec tous les composés (annexe 2), ils sont positionnés dans la méme région.
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Figure 8 : Visualisation 3D et 2D des interactions de :
a) ligand de référence, b) flavonoides ayant meilleures affinités avec les résidus du site actif
de SIKR.
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Figure 9 : Visualisation 3D et 2D des interactions de :
a) ligand de référence, b) flavonoides ayant meilleures affinités avec les résidus du site actif
de 3NTI.
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V. Les proprié¢tés ADME

Les propriétés physico-chimiques telles que la solubilité et la lipophile jouent un role majeur
dans la progression d'un médicament vers un candidat médicament réussi, ces calculs ont été
effectués en utilisant le site SwissADME.
Les parametres considérés pour mesurer le score sont :
La lipophile (0,7 < X Log p < 9),
Le poids moléculaire (MW) (150 < MW < 500 g/mol),
Polarité (20 < TPSA < 130),
Solubilité (0 < log S <-6)
Saturation (0,25 < Fraction Csp3 < 1)
Et flexibilité (0 < des liaisons rotatives < 9) [11].
Les propriétés physico-chimiques des flavonoides favorisés sont indiquées dans le Tableau 4.
A travers ce tableau :
Tous les composés ont des valeurs de logP inférieurs a 5 donc ils ont une bonne
solubilité dans 1’eau, une élimination efficace par les reins et une bonne perméabilité a
travers la membrane cellulaire
Tous les composés ont le poids moléculaire inférieures a 500 g/mol, donc ils
traversent facilement les membranes cellulaires, mais le compose L8 posséde un poids
moléculaire supérieur a 500g/mol.
Tous les composent ont des valeurs de TPSA inférieur a 1401&2, ce qui montre la
bonne prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a travers les membranes.
Les valeurs de nombre de liaisons rotatives sont inférieures a 10, donc ces composes
sont capables de présenter une activit¢ biologique sans avoir des problémes
d’absorption par voie orale.
Au final, nous pouvons conclure a partir des résultats et de l'analyse physico-chimique que les
composés ont un meilleur profil ADME car ils répondent tous a la régle de Lipinski et Veber
et ont une bonne biodisponibilité orale et sont résorbables car ils sont solubles. Cela facilite

leur passage dans le systéme gastro-intestinal sans provoquer d'effets néfastes.
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Tableau 4 : Propriétés physicochimiques des composes ayant meilleur affinité

(Calcul ADME).

LS  Baicalein  270.24 1.89 9090 3 5 1 73.99  Oui Oui
L7  Chrysin 25424 2.27 70.67 2 4 1 71.97  Oui Oui
L16 Flavanone 224.25 2.4l 2630 0 2 1 65.50  Oui Oui
L17 Flavonol 23824 2.44 5044 1 3 1 69.94  Oui Oui
L18 Galangin 270.24 2.08 9090 3 5 1 73.99  Oui Oui
L31 Rhamnetin 316.26 2.23 120.36 4 7 2 82.50  Oui Oui
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Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail est 1’étudein silico de I’activité biologique des composés
présents dans notre alimentation quotidienne.Dans ce contexte les flavonoides sont donc
choisis a cause de leur grande variété de structures et d’activités biologiques,dont une activité

anti-inflammatoire via une inhibition de la COX-2.

L’étude a été réalisée en faisant appel aux approches de modélisation des interactions
enzyme- inhibiteur par Docking moléculaire. Ces méthodes permettent de rechercher in silico
le mode d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible
thérapeutique) ce qui aide a la prédiction de molécules en un temps limité et surtout parfois

sans avoir a synthetiser celles-ci.

Autodock vina, nous a permis de reproduire la conformation géométrique du ligand de
référence et donc ce logiciel présente une fiabilité dans ce domaine de modélisation.
Les résultats d’amarrage moléculaire ont montré que les composés flavonoides
présentent une bonne affinité avec les deux différentes COX-2, a savoir 51KR
(humaine) et 3NT1 (animal).

Presque tous les composés étudiés ont meilleure activité inhibitrice que les composes
de références.

De point de vue énergétique la stabilité des complexes est attribuée aux liaisons
hydrogenes et aux interactions hydrophobiques.

Les composés possedent de bons profils ADME et présentent de bonnes propriétés

physicochimiques en répondant a la régle de Veber et Lipinski.

Ce travail est une étude préliminaire a la recherche de nouvelles molécules bioactives ayant
un intérét thérapeutique. Les résultats obtenus valident I’utilisation de ces composés en
médecine et en pharmacologie et doivent étre complétés par des essais "in vitro™ et "in vivo"

pour confirmer et prouver ses efficacités.
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Annexe 1 : Structures 2D et propriétés des ligands étudies.

N° | Ligands Masse Molaire | Formule structure 2D
(g/mol)
L1 | Acacetin 284.26 Ci16H120s "
Y /
et
o
L2 | Apigenin 270.24 Ci15H100s "2
{
OH
IaOaW,
[¢]
L3 | Artemetin 388.4 Ca0H200s [ A .
(L
|
(0]
|
L4 | Axillarin 346.3 C17H140s AN .
HO
L5 | Baicalein 270.24 Ci1sH100s HO
HO /
[¢)
L6 | Casticin 374.3 CioH180s N
8o O
\O o
A\



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H20O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H18O8

L7 | Chrysin 254.24 C15H1004
HO
L8 | Chrysosplenetin | 374.3 C19H180s
L9 | Chrysosplenol-C | 360.3 C18H160s
.10 | Chrysosplenol-D | 360.3 C18H160s
.11 | Chrysoeriol 300.26 C16H1206
LL12 | Cirsilineol 344.3 C18H1607
.13 | Cirsimaritin 314.29 C17H1406



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H18O8
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H16O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14O6

.14 | Eupatorin 344.3 CigH1607 J/
A 4
HO /
L15 | Fisetin 286.24 C15H1006 il
OH
HO ] o O
OH
OH
16 | Flavanone 224.25 C15H1202 o
@“IIII"-
(0]
L17 | Flavonol 238.24 C15H1003 2
OH
U
L.18 | Galangin 270.24 C15H100s5 "o,
o
ataw,
o OH
.19 | Hispidulin 300.26 C16H1206 "
-
et
.20 | Isokaempferide | 300.26 C16H1206 "o
{
OH
" %
/
L21 | Isorhamnetin 316.26 Ci16H1207 \
[¢] OH [e]
HO
A
(0]



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H16O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O7

.22 | Jaceidin 360.3 C18H160s
23 | Kaempferol 286.24 C15H1006
.24 | Laricitrin 332.26 C16H120s o
25 | Luteolin 286.24 C15H100s
.26 | Mikanin 344.3 C1sH1607
.27 | Morin 302.23 Ci1sH1007
28 | Myricetin 318.23 C15H100s
.29 | Naringenin 272.25 Ci5H1205

OH
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H16O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O5

.30 | Quercetin 302.23 Ci15H1007 it
.31 | Rhamnetin 316.26 C16H1207
.32 | Rhamnocitrin 300.26 C16H1206
.33 | Retusin 358.3 C19H1807
.34 | Syringetin 346.3 C17H140s
L35 | Tamarixetin 316.26 Ci16H1207



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H18O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O7

.36 | Celecoxib 381.4 C17H14F3N3O
2S

.37 | Rofecoxib 314.4 C17H1404S

.38 | Valdecoxib 314.4 C16H14N203S

L39 | ID8 241.28 Ci1sH15sNO2

L40 | Naproxen 230.26 C14H1403



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14F3N3O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14F3N3O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14O4S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H14N2O3S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H15NO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H14O3

Annexe2: Interactions ligands-proteines.

N° Récepteur 5IKR 3NT1
Ligands H-bands Hydrophobe H-bands Hydrophobe
Résidue | Distance Résidue Résidue Distance Residue
L1 Acacetin SER530 2.06 LEU352 GLN203 1.80 LEU294
GLY526 LEU408
VAL349 LEU391
ALA527 VAL444
TYR355 ALA202
VAL116
L2 Apigenin SER530 2.07 LEU352 GLN203 2.29 VAL444
GLY526 THR206 3.90 LEU391
VAL349 ALA202
ALA527
ELU531
L5 Baicalein TYR385 2.15 VAL295 TYR385 2.35 VAL444
ALA199 2.93 H1S388 LEU294
LEU391 VDW VAL295
GLN203 LEU391
ALA202
L7 Chrysin SER530 2.08 LEU352 SER530 2.31 TYR355
GLY526 TYR385 2.77 LEU531
VAL349 VAL523 3.02 VAL116
VAL523 5.31 VAL349
ALA527 VAL527
ELU531 GLY526
Leu352
L11 Chysoeriol SER530 2.09 LEU352 GLN203 3.88 VAL295
GLY526 THR206 3.02 LEU408
VAL349 ALA199 2.16 PHE404
VAL523 VAL444
PHE518 LEU391
ALA527 ALA202
ELU531
ELU359
ILE345
L12 Cirsilineol VDW HIS386 HI1S386 2.48 HI1S214
GLN203 HIS388 VAL447
HIS207 VAN DE HI1S388
ALA202 WAAL HI1S207
LEU391 GLN203 ALA202
VAL447 LEU391
L13 Cirsimaritin ALA199 2.27 HI1S388 HI1S386
ASN382 2.74 HI1S386 HIS207




VDW HIS207 LEU391
GLN203 VAL447 VAL444
ALA202
L15 Fisetin SER353 3.31 LEU352 GLN203 3.07 HIS388
GLY526 TRP387 2.17 LEU391
VAL349 3.59 VAL295
VALS523 VAL444
ALA527 LEU408
ELUS531 LEU294
ELU359
L16 Flavanone SER535 2.45 ALAS527 GLN203 3.31 VAL295
TRY385 2.93 ARG120 LEU391
VAL349 ALA202
LEU352 LEUS531
VAL523
VAL349
ALAT727
LEU352
GLY526
L17 Flavonol SER530 3.63 ALAS527 GLN203 3.53 VAL295
ARG120 TYR385 2.33 LEU391
VAL349 HIS388
LEU352 ALA202
LEU359
LEU531
L18 Galangin SERS530 2.080 LEU531 GLN203 3.53 VAL295
LEU352 TYR385 2.33 LEU391
VAL349 HIS388
VAL523 ALA202
ALA527
GLY526
L19 Hispidulin ALA199 2.09 HIS388 HIS368 3.54 ALA202
ASN382 2.73 HIS386 HIS207
HI1S207 VDW
VDW HIS214 GLN203
GLN203 ALA202
L20 | Isokaempferide LYS83 2.68 GLUS524 HIS207 3.59 ALA202
SER119 2.12 VAL116 3.26 HIS388
GLUS524 3.32 TYR115 GLN203 3.65 VAL295
VALS9 ALA199 2.02 LEU391
LEU123 VAL444
ARG120
L21  Isorhamnetin TYR385 2.93 H1S388 THR206 2.74 ALA202
THR212 2.22 HI1S386 HIS207
VDW HIS207 VDW HIS386
GLN203 ALA202 GLN203 LEU391
LEU391 HIS388




L23 Kaempferol SER530 2.45 PHES18 VDW 2.69 ALA202
2.06 LEU352 GLN203 2.43 HIS207
PHES18 1.67 LEUS531 HIS386
VAL349
VALS523
GLY526
ALA527
L24 Laricitrin SER581 2.75 GLY350 VDW ALA202
PHES80 2.29 GLN203 HIS386
3.02 HIS207
ASP347 1.83 HIS388
GLU346 2.21 LEU391
GLN192
L25 Luteolin SER530 2.10 LEUS531 GLN203 3.84 ALA202
VAL359 TYR385 2.75 VAL295
VALS532 HIS207 3.65 LEU391
LEU352 LEU294
GLY526
ALAS527
L26 Mikanin ASN382 1.94 TYR385 GLN203 2.32 HIS207
TYR385 3.72 HIS388 HIS207 3.39 VAL295
HIS386 LEU295
HIS207 HIS388
TRP387 LEU391
ALA202 LEU390
LEU391 ALA199
HIS386
L27 Morin ASN382 1.94 TRP385 GLN203 3.56 LEU391
TYR385 4.57 ALA202 HIS207 2.35 ALA202
3.72 LEU391 HIS388
HIS388 VAL444
HIS386
HIS207
L28 Myricetin THR212 2.86 HIS207 TYR385 2.49 HIS386
HIS386 HIS386 2.18
VDW HIS388 ASN382 2.47 HIS207
GLN203 ALA202 ALA202
VDW
GLN203
L29 Naringenin VDW VAL295 HIS386 3.54 HIS207
GLN203 LEU391 2.65
LEU294 ASN382 1.93
ALA202 2.48
H1S388 VDW
GLN203
L30 Quercetin TRP387 2.58 HIS386 HIS386 2.50 HIS386
3.43 HIS207 ASN382 2.40 HIS207
HIS388 3.63 ALA202 ALA202

HIS388




L31 Rahmnetin THR212 2.94 H1S388 ASP125 1.99 APG44
TRP387 2.75 ALA202 APG44 3.42 LEU152
KIS388 3.65 HI1S207 GLN42 3.60 LYS468
HI1S386 GLU465 1.91
VAL447
L32 | Rhamnocitrin VALS523 2.88 LEU531 VDW VAL295
TYR385 1.92 VAL444 GLN203 VAL444
VAL349 LEU391
LEU352 ALA202
GLY526 HIS207
ALA527 HIS388
TYRY348 HIS386
VAL523
L35 | Tamarixetin ALA151 2.22 LI1S468 GLU465 2.05 ARG44
ARG469 2.32 ARG44 3.38 TYR130
ARG44 2.64 ASP125 2.50 LYS468
GLU465 1.83 TYR130 3.57 LEU152
GLN42 3.10 GLU46 3.07
L1S468 2.94
ASP125 3.11
L36 Celecoxib HI1S207 3.28 LEU294 HIS207 3.29 VAL444
2.43 VAL291 GLN203 3.43 LEU408
ASN222 2.17 LYS211 3.29 LEU294
THR212 3.36 HIS386 VAL447
GLIN286 2.32 HIS207 HIS388
LYS211 3.66
ASN382 2.43
Halogéne
HIS386 3.21
ASN382 2.85
L37 Rofecoxib ARG120 3.06 ILE112 GLN203 3.49 VAL295
TYR115 LEU391
VALS89 HIS388
L38 Valdicoxib TYR115 2.08 LYS83 GLN203 3.35 LEU391
LYS83 3.60 GLU524 3.38 VAL447
ARG120 1.97 PRO86 HIS207 3.52 VAL295
PRO86 1.92 ARG120 LEU294
GLU524 2.10 PRO HIS388
VALS9
L39 ID8 AGR120 2.18 AGR120
TRY533 2.02 LYS83
VALS89
VAL116
LEU93
L40 Naproxen ALA202
HIS207
HIS386

PHE210
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