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Liste des abréviations

UV : Ultra-Violet

L-DOPA : L-3,4-DihydrOxyPhenylAlanine

PPO : Polyphenoloxidase

Cu : Cuivre

CuA : Cuivre A

CuB : Cuivre B

AGL : Algorithme Génétique Lamarckien

AG : Algorithme Genétique

RMSD : Root Mean Square Deviation

PDB : Protein Data Bank

PDBQT : Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)
MMFF94 : Merck Molecular Force Field 94

SPSS : Statistical Package for the Social Sciences
RSMC : Regional Specialized Meteorological Centre
SSM : Superficial Spreading Melanoma

MN : Mélanome Nodulaire

MAL : Mélanome AcromLentigineux

NLM : National Library of Medicine

NIH : National Institutes of Health

IBM : International Business Machines

pkCSM : Small-Molecule PharmacoKinetics Prediction

AA : Acides Aminées



CG-MS : Gas Chromatography-Mass Spectrometry

ADME : Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion

ADMET : Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion, Toxicité
DL50 : Dose Létale 50%

SMILES : Simplified Molecular-Input line-Entry System

SDF : Synchronous Data-Flow

ID : IDentification

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

WM : Weight Molecular

TPSA : Topological Polar Surface Area

SNC : Systeme Nerveux Central

GIA : Absorption Gastro-Intestinal

BBB : Blood-Brain Barrier

CIRC : Centre international de recherche sur le cancer

pIC50 : le logarithme négatif de la valeur IC50 (concentration inhibitrice 50%)
Num. H-bond donors : nombre des liaisons d’hydrogénes donneurs
Num. H-bond acceptors : nombre des liaisons d’hydrogénes accepteurs

Num. H-bond rotatables : nombre des liaisons d’hydrogénes retables
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Introduction géenérale

La peau est I'organe le plus grand et multifonctionnel du corps humain (Li, 2021). Elle
fait une barriere protectrice contre les agressions chimiques, les agressions mécaniques et
infectieuses qui peuvent perturber la physiologie de I’organisme, ainsi elle offre un systéme de
protection unique contre les rayons ultraviolets grace a ses pigments mélaniques (Mesnier,
2021). Les pathologies et les imperfections cutanées sont traitées aux mémes titres que les
dysfonctionnements des autres organes du corps, parmi ces dysfonctionnements cutanés : les
hyperpigmentations qui ont pour origine une surproduction de mélanine, pigments responsable
de la couleur de peau. Ces troubles de la pigmentation peuvent favoriser le développement de

cancer s’appelle le mélanome malin (Kado et al., 2022).

Le mélanome malin est le plus meurtrier des cancers de peau, est une maladie qui se
développe a partir de cellules spécialisées de I'épiderme de la peau : les mélanocytes (Roulier,
2021). Les taux de diagnostic de la maladie ont augmenté de facon spectaculaire au cours de
trois derniéres décennies, alors que les taux de nombreux cancers diminuent, les nouveaux cas
de mélanome augmentent rapidement en particulierement chez les jeunes et malgré le
développement des nouvelles stratégies en chimiothérapie sa mortalité reste élevée avec
environ 55 000 décés dans le monde par an (Schadendorf et al., 2018 ; Claveau et Claveau,
2021).

D’aprés GLOBOCAN, une étude menée par des scientifiques du centre international de
recherche sur le cancer CIRC et ses partenaires prévoit que 324 635 nouveaux cas de mélanome
malin (173 844 nouveaux cas chez les hommes et 150 791 nouveaux cas chez les femmes), et
57 043 nouveaux cas de déces par cette maladie (32 385 cas de déces chez les hommes et 24 658
cas de déces chez les femmes) dans le monde en 2020 (Sung et al., 2021). Presque la moitié
des cas (46.4%) et 46.2% des déces par le mélanome se produiront en Europe. En janvier 2022,
il a été estimé que 99 780 adultes (57 180 hommes et 42 600 femmes) aux Etats unis recevront
un diagnostic de mélanome invasif de la peau et il a été estimé 7 650 déces pour cette année
(Xia et al., 2022).

Par conséquent, le traitement des hyperpigmentations pour la prévention de mélanome
malin est souvent un processus difficile et long. Plusieurs mécanismes peuvent étre mise en
ceuvre, mais le principal mécanisme est de bloquer la syntheése de mélanine a un stade donné,
en mettant au point 1’inhibition de tyrosinase (EC 1.14.18.1) qui étant I’enzyme clé des deux

premiéres étapes de la biosynthése de la mélanine (Okombi, 2005), ses inhibiteurs sont devenus


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-epiderme-2681/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-melanocyte-194/
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de plus en plus importants en tant qu’agents dépigmentant dans les troubles

d’hyperpigmentation.

Les recherches scientifiques dans les dernieéres années s’intéressaient aux composés
naturels d’origine végétale, qui sont considérés comme une source importante de médicaments,

destinés au domaine pharmaceutique (Ouedraogo et al., 2021).

L'utilisation des approches in silico dans la recherche pharmaceutique et la conception de
médicaments est devenue de plus en plus importante et est méme désormais cruciale. Les
méthodes de modélisation moléculaire permettent de déterminer I'arrangement spatial
tridimensionnel des atomes au sein d'une molécule. Ils présentent un grand intérét dans le
domaine de la recherche médicale car ils permettent d'évaluer les propriétés physico-chimiques,
la capacité de liaison moléculaire, ou encore la réactivité de molécules ou de systemes
moléculaires (Pachoulide, 2021 ; Wang et al., 2022).

Dans ce travail, nous avons testé quelques huiles essentielles de la plante « Thymus
ciliatus coloratus ssp » qui pourrait &tre une source des nouvelles inhibiteurs de la tyrosinase,
en faisant appel aux approche in silico de modélisation des interactions cible-inhibiteurs par le

docking moléculaire.
L’objectif de notre travail est :

» Dans un premier temps, de tester et d’évaluer la fiabilité de programme choisi
« Autodock » pour réaliser le docking moléculaire, en utilisant le test de RMSD

et le test de corrélation.

» Dans un deuxiéme temps, de sélectionner et de vérifier et d’identifier des
nouvelles molécules capables d’inhiber notre cible thérapeutique « la tyrosinase »

de maniére assez efficace.

» Eten fin, de prédire I'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la
toxicité (ADMET) des molécules étudiées comme des nouveaux inhibiteurs de la

tyrosinase via des méthodes in silico.
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Chapitre 1 : La mélanogénese et son déereglement

La peau, le plus grand organe du corps en termes de surface, dont la principale fonction
est de créer une barrieére physique entre le milieu extérieur et 1’organisme. Elle se compose de

trois couches principales : I'épiderme, le derme et hypoderme (Fig.1) (Roulier, 2021).

/ /——Hair shaft
/ // ,Oil gland

|_Subcutaneous
| lissue

I‘Lymph vessel
' ‘ ‘Nerve

Artery r\ 'Hair follicle

= Melanin i‘Fatty tissue

— Basal cell Sweat gland

Basement
membrane

~Melanocyte

Figure 1. Structure et composition de la peau humaine (site web 1).

1.1. Mélanine et la mélanogénese

La mélanogénese est un processus biologique qui conduit a la synthése de pigment
mélanique a ’origine de la pigmentation de la peau et des poils (Fernandes, 2020). Les
mélanocytes sont des cellules pigmentaires situées dans la couche basale de I’épiderme (Diazzi,
2021) (fig.1), spécialisees dans la production de la mélanine qui protége la peau contre les UVs
(Sormani, 2019), et prévient donc le développement de cancers cutanés. Il existe deux types de
mélanine, la phéomélanine, un pigment jaune-rouge, et I’eumélanine, un pigment brun-noir qui
est le seul protecteur vis a vis des rayonnements UV (Roulier, 2021). Chez les mammiferes, la
syntheése des mélanines n'a lieu que dans d’un organite spécialisé, le mélanosome, qu’elles
seront ensuite distribuées dans les kératinocytes épidermiques pour jouer leur role

physiologique (Sormani, 2019).
1.1.1. L’initiation de la mélanogéneése

Au cours des premieres étapes de la syntheése de I’eumélanine et de la phéomélanine, la
tyrosinase est responsable de la conversion de la L-tyrosine en L-DOPA qui est ensuite oxydée

en dopaquinone s’avére étre ainsi ’enzyme clé et limitante (Derrien, 2021) (fig.2).
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Figure 2. Biosynthése des mélanines (1’ eumelanlne et le pheomelanine) (Yamauchi et
Mitsunaga, 2016).
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1.2. Latyrosinase

La tyrosinase est une métalloprotéine a cuivre (Kanteev et al., 2015), est un polyphénol
oxydase (PPO), monophénol, o-diphénol, oxygénase (EC 1. 14. 18. 1) appartenant a la famille
des oxydoréductases (Tepper et al., 2011), il s’agit d’une glycoprotéine membranaire
responsable de la production de pigment mélanique dans les organismes vivants tel que les

animaux et les bactéries, les champignons, les insectes, les plantes (Promden, et al., 2018).
1.2.1. Structure du site actif

Le site actif de la tyrosinase est bi-nucléaire de type 3 contient deux sites de liaison Cu,
CuA et CuB, chélatés par les atomes d’azote de six résidus d’histidine (fig.3) (Goldfeder et al.,

2014).
-

His 259

Figure 3. Site actif de tyrosinase protéine de cuivre de type 3 comprend
six résidus d'histidine qui coordonnent les deux ions de cuivre CuA et CuB
(PDB ID : 2Y9X).
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1.2.2. Activité catalytique de la tyrosinase

La tyrosinase catalyse deux réactions : premiére réaction est I'hydroxylation de
monophénol conduisant aux o-diphénol, connue sous le nom d'activité enzymatique
monophénolase. Deuxiéme réaction est 1’oxydation d’o-diphénols en o-quinone, connue sous
le nom d'activité diphénolase (catécholase). Dans ces deux reactions d'oxydation, I'oxygéne est

utilisé comme oxydant (Masum et al., 2019).

Pendant la catalyse, le centre cuivré de type 3 de la tyrosinase adopte trois formes redox :
la désoxytyrosinase, 1’oxytyrosinase et la mettyrosinase (fig.4). La forme désoxy (Cu(I)-Cu(l))
est ’espéce réduite, qui lie le dioxygéne pour produire la forme oxygénée. Sous forme
oxygénée, I’oxygene moléculaire se lie sous forme de peroxyde (Cu(I1)-O22-Cu(Il)) et I’active.
La forme met (Cu(ll)-Cu(ll)) est reconnue comme la forme enzymatique au repos. Dans ces
trois formes redox de tyrosinase, la forme oxygénée peut catalyser a la fois les réactions
monophénolase et diphénolase, tandis que la forme met manque d’activité monophénolase

(Masum et al., 2019).
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\Ifl \Df (Il \\l = N"] \\l [—— “(TU(H)A\CL/CU(H)E\\I
N 1 ¥'ooq40
met-tyrosinase deoxy-tyrosinase oxy-tyrosinase

Figure 4. Trois états intermeédiaires de site actif de la tyrosinase (André, 2012).

1.3. Le déreglement de la mélanogéneése

1.3.1. Hyperpigmentation
L’hyperpigmentation est le résultat d’une activation mélanocytaire et d’une prolifération
anarchique des mélanocytes, caractérisée par une augmentation de la quantité de mélanine

biosynthétisée (Roulier, 2021). Ces déreglements peuvent prendre plusieurs formes :
1.3.1.1. Lentigos ou lentigines

Ce sont des taches hyperpigmentées souvent isolées, maculaires, de couleur brun foncé a
noir. Elles sont dues & une hypermélanocytose épidermique avec présence occasionnelle de

grains de mélanine géants, déenommeés macromélanosomes (Agharbi, 2019).
1.3.1.2. Chloasmas (mélasma)

Le mélasma est une hypermélanose caractérisée par des macules réticulées asymétriques,
de couleur brune, irréguliéres, sur les zones de la peau exposées au soleil, en particulier le visage

et qui associée a des deréglements hormonaux (exemple : la grossesse) (Kwon et al., 2019).
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1.3.1.3. N&evus (grain de beauté)

Sont des plaques souvent congénitales, plates et symétriques, de couleur et surface
homogenes ou légérement surélevées de différentes tailles. Ils sont associés a une surproduction

de mélanocytes a proximité de la jonction dermo-épidermique (Ganjoo et al., 2021).

1.3.2. Mélanome malin

Le mélanome cutané est une prolifération tumorale développée aux dépens des
mélanocytes (Baaziz, 2021), qui se développe généralement a partir d’une peau saine, comme
il peut apparaitre a partir d’un navus dans 20% des cas (Bleunven, 2016). Dans ce cas s’étend

d’abord dans 1’épiderme puis jusqu’au derme, voir le tissu sous-cutane (fig.5).
A B C D E
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Figure 5. Stades de développement de mélanome malin a partir d’un nevus (Viallard, 2015).
e || existe quatre principaux types de mélanome cutané :

1.3.2.1. Le mélanome superficiel extensif (SSM)

La forme de mélanome la plus répandue (70 a 80% des cas), a I’aspect d’une tache de
différentes couleurs, plat et fin, avec des contours irréguliers .Il a tout d’abord une premiére
phase de croissance intra-épidermique horizontale, la seconde phase est une phase de croissance
verticale (Alem, 2021).

1.3.2.2. Le mélanome nodulaire (MN)

C’est la forme la plus rare (5% des cas), il se présente généralement d’un nodule brun ou
noir qui se développe plus rapidement avec une progression verticale et horizontale en

simultané, ce caractére fait de lui le type de mélanome cutané le plus agressif (Alem, 2021).
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1.3.2.3. Le mélanome de Dubreuilh ou lentigo malin

C’est le mélanome le moins grave, notamment du fait de la durée tres longue de sa phase
de développement, et survient toujours sur une peau photo-exposée de maniere chronique. Il se

présente généralement sous forme d'une grande plaque plate brune (Alem, 2021).
1.3.2.4. Le mélanome acroMlentigineux (MAL)

Il peut étre divisé en deux sous-catégories distinguées par leur localisation, qui
apparaissant au niveau de la paume des mains et de la plante des pieds, ou au niveau des ongles.

Dans les deux cas, il se développe sur des zones non exposées au soleil (Bleunven, 2016).
1.4. L’inhibition de la tyrosinase

Puisque la tyrosinase est une enzyme cruciale dans la synthese de la mélanine, il devient
lacible la plus importante et la plus efficace pour les inhibiteurs de la mélanogénése qui inhibent
directement l'activité catalytique de 1‘enzyme. La recherche de molécules naturelles, d’origine
végétale, inhibitrices de tyrosinase s’est considérablement développée, car les plantes
constituent une source importante de molécules bioactives souvent exemptes d’effets
secondaires (Okombi, 2005).

1.4.1. La plante étudiée

Thymus coloratus ssp est une sous-espece appartient a le genre Thymus, qui est I’un des
220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées (Morales, 2002). Le mot «thym »
provient du terme grec « Thymos » qui signifie « parfumé » a cause de 1’odeur agréable que la

plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler (Zeghib, 2013).
Classification botanique de Thymus coloratus ssp est classée comme suit (tab.1) :

Tableau 1. Systématique de Thymus Ciliatus coloratus ssp (Quezel et Santa, 1963).

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Classe Dicotylédones
Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales
Sous ordre Lamialles
Famille Lamiacées (Labiées)
Genre Thymus
Espéce Ciliatus
Sous-espece T. coloratus
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1.4.1.1. Description botanique de Thymus coloratus ssp

La Thymus coloratus ssp est une plante aromatique endémique qui se trouve a 1’état
spontané sous forme d’un arbrisseau a capitule dense, gros et a feuilles florales plus ou moins
tachées de pourpre au moins a la base. Leur fleurs sont généralement plus pales et ne dépassent
pas 7 a 8mm (Quezel et Santa, 1963) (fig.6). Cette espéce pousse autour du bassin
méditerranéen et dans le Nord de 1’ Algérie (Bousmaha et al., 2007), elle est rencontrée dans
toutes les régions montagneuses (Hans, 2007), dans les pelouses, les matorrals, les broussailles,

sur sols rocailleux et sur substrats calcaires et siliceux (Kholkhal, 2014).

Figure 6. Thymus Ciliatus coloratus ssp (Benabid, 2000).

1.4.2. Famille de Composeées choisies comme inhibiteurs de la tyrosinase

Les monoterpénes sont des composés odorantes concentrées, appartiennent a un groupe
vaste et diversifié de composés naturels : les terpénes. La structure de base des monoterpénes,
ou monoterpénoides C10H16, consiste en deux unités isopréne C5H8 liées, Ils peuvent étre
linéaires (acycliques) ou cyclique (monocycliques\bicycliques). En raison de leur faible poids
moléculaire, existent sous forme d'huiles essentielles. Les nombres de monoterpénes ont des
propriétés  pharmacologiques antimicrobiennes, anti-inflammatoires,  antioxydants,

antiprurigineuses, hypotensives et analgésiques (Zielinska et Feder, 2020).

L'huile essentielle de coloratus ssp est des substances odorantes concentrées, obtenues a
partir de plantes par une hydro-distillation, qui reste la méthode la plus utilisée et la plus
répandue pour I’extraction des composés aromatiques treés volatils, et qui sont facilement
analysables par chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (GC/SM)
permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des différents constituants d’un

mélange complexe (Ouis, 2015).
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Chapitre 2 : Le docking moléculaire

L’amarrage moléculaire (ou docking moléculaire) est une technique de choix pour
développer et identifier in silico des molécules actives vis-a-vis d’une cible biologique
particuliére, le principe est basé¢ sur I’hypotheése que les ligands formant des interactions

favorables avec le récepteur sont dits avoir une haute affinité (Darme, 2021).
Il existe trois types de docking moléculaire :
» Le docking rigide

Ce modele s’apparente a considérer un modele de liaison de type “serrure-cl€”, au cours
duquel la protéine et le ligand sont traités comme complétement rigides et qui ne subissent

aucuns réarrangements conformationnels suite a leur interaction.
» Le docking semi-flexible

Ce type de docking repose sur I’hypothése sommaire que la conformation du récepteur
utilisée est apte a reconnaitre le ligand, dans lequel le récepteur est considéré comme un corps

rigide mais tient compter de la flexibilité de ligand.
» Le docking flexible

Ce type de docking représente une approche plus réaliste et crédible en considérant des
modeles de liaison du ligand au récepteur de type "ajustement induit”, qui considere
simultanément la flexibilité du ligand et du récepteur.

2.1. Amarrage avec Autodock

Autodock est un logiciel d'amarrage moléculaire développé par Olson au Scripps
Research Center (Goodsell et Olson, 1990). Actuellement, il est largement utilisé comme
logiciel d'amarrage moléculaire gratuit qui adopte une méthode d'amarrage semi-flexible,
principalement pour I'amarrage des protéines et des petites molécules.

2.1.1. Modélisation du potentiel énergétique

Pour calculer 1’énergie libre du complexe ligand-récepteur, Autodock 4.2 utilise un
champ de force basé sur I’énergie libre calculée de maniére semi-empirique. Ce champ de force
a été paramétré en utilisant un grand nombre de complexes inhibiteur-protéine pour lesquels les
structures et les constantes d’inhibition sont connues (Morris et al., 2009). Cela permet

d’évaluer la liaison protéine-ligand en deux étapes : il permet d’évaluer les énergies

12
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intramoléculaires protéine/ligand lors de la transition de 1’état libre a 1’état 1ié, puis estime les

énergies intermoléculaires relie le ligand liée a la protéine (Darme, 2021).
L’énergie est estimée par 1’équation 1 (Darme, 2021):
Equation 1 : AG = AGvdw + AGhbond + AGelec + AGtor + AGsol

Les trois premiers termes sont des termes classiques de mécanique moléculaire ; il s’agit
respectivement des énergies : dispersion/ répulsion atomique, liaisons hydrogene et interactions
électrostatiques. AGtor est un terme lié aux contraintes de rotation du ligand et a la perte de
degrés de liberté. Il représente une variation de I’entropie du systéme : la contrainte engendre
une diminution de ’entropie (Darme, 2021). AGSsol est un terme 1ié a I’entropie qui décrit les
variations d’énergie du systéme lors de la désolvatation du ligand lorsqu’elle forme une

complexe avec le récepteur, on I’appelle « I’effet hydrophobe » (Lanez, 2016).
2.1.2. Calcul de ces grilles de potentiel d’affinité atomique

Ainsi, 1’évaluation rapide de 1’énergie peut se faire par I’intermédiaire de grilles de
potentiel d’affinité atomique pré-calculées pour chaque type d’atome (Arakawa et al., 2003).
Une grille est une matrice tridimensionnelle qui englobe I’intégralité ou une région intéressante
du récepteur étudié. Le calcul de ces grilles est effectué par AUTOGRID, un programme
d’ Autodock, qui calcule automatiquement les grilles nécessaires parmi les types C, N, O et H.
Une grille supplémentaire est calculée pour le potentiel d’interaction électrostatique avec pour

sonde une charge ponctuelle de +1 eV (Fortuné, 2006).
2.1.3. L’algorithme de recherche

Autodock permet d’explorer 1’espace conformationnel au choix, avec, un algorithme
génétique lamarckien (AGL), un algorithme génétique darwinien (AG) ou par recuit simulé par
la méthode de Monté Carlo (RSMC) (Fortuné, 2006).

2.1.3.1. Algorithme génétique lamarckien

Autodock dispose d’'un AGL dont la phase d’optimisation locale est particuliere, elle
utilise une variante ou 1’opérateur travaille sur 1’espace génotypique du ligand pour minimiser
son énergie alors que la plupart des algorithmes classiques travaillent sur I’espace phénotypique
(Fortuné, 2006). L’algorithme génétique Lamarckien est plus rapide que 1’algorithme génétique
standard dans la recherche du minimum (Bouvier, 2010), et qui donne les résultats les plus
fiables (Brooijmans et Kuntz, 2003).
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l. Matériel
a. Micro-ordinateurs :
Dans cette étude, nous avons utilisé, 2 micros :

e PC hp probook 450G avec une mémoire RAM 4 GO et un processeur intel(R)
Core(TM) i3-3120M CPU @ 2.50 GHz 2.50 GHz.

e PC hp avec une mémoire RAM 8 GO et un processeur intel(R) Core(TM) i7-
7500M CPU @ 2.70 GHz 2.90 GHz.

b. Les bases des données
1. PDB

La banque de données Protein Data Bank le PDB (site web 2) sert de dép6t global unique
pour I'information structurale 3D de grandes molécules biologiques, faisant plus de 170 000
structures expérimentalement déterminées de protéines, L’ADN, I’ARN et leurs complexes
avec des médicaments et/ou d’autres petites molécules librement disponibles sans limites

d’utilisation.
2. Pubchem

Pubchem (site web 3) est une base de données publique spécifique aux molécules
chimiques créée par la National Library of Medicine (NLM), un institut des National Institutes
of Health (NIH) des Etats-Unis. Pubchem est une ressource d’information trés populaire pour
les communautés de recherche biomédicale dans de nombreux domaines, y compris la

cheminformatique, la biologie chimique, la chimie médicinale et la découverte de meédicaments.
c.  Leslogiciels
1. Autodock

Autodock est une suite d’outils d’arrimage automatisés qui a été¢ développé a I’Institut de
recherche en Scripts, dans les années 1990. Il est congu pour prédire comment les petites
molécules se lient a un récepteur de structure 3D connu. L’Autodock 4 se compose en fait de
deux programmes principaux : autodock effectue I’amarrage du ligand a un ensemble de grilles

décrivant la protéine cible ; pré-calcul autogéré de ces grilles.
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2. Avogadro

Avogadro est un logiciel permet aux scientifiques de construire et de visualiser une
molécule, et aussi de procéder a son édition. Son utilité se révéle en modélisation moléculaire,
en science des matériaux, en chimie numérique, en bio-informatique et dans les sciences
similaires. L'élément le plus appréciable au niveau de logiciel Avogadro est son rendu trés

flexible et sa robustesse en tant que systéeme.

3. BIOVIA Discovery studio

BIOVIA Discovery Studio est une application de modélisation moléculaire gratuite et
riche en fonctionnalités pour la visualisation, le partage et I'analyse des données sur les
protéines et les petites molécules. 1l fournit aux chercheurs un ensemble d'outils complet pour
explorer les nuances de la chimie des protéines et catalyser la découverte de petites et grandes

molécules thérapeutiques, de I'identification de la cible a I'optimisation des pistes.

4.  PyMOL
PyMOL est un systeme de visualisation moléculaire parrainé par les utilisateurs sur une

base open source, maintenu et distribué par Schrodinger.
5. CHEMDRAW®PROFESSIONAL

ChemDraw Professional est un programme utilisé par des centaines de milliers de
scientifiques a travers le monde pour dessiner rapidement et efficacement des molécules, des
réactions et des voies biologiques a utiliser dans des documents. Il inclut

également Chem3D avec une interface d’application tierce.
6. SPSS

SPSS est un logiciel spécialisé dans I’analyse et le traitement de données congu par IBM.
I est classé dans la catégorie des logiciels d’analyse statistique ou d'analyse commerciale.

®,

% Tous les programmes utilisés dans ce travail sont installés sous le systeme

d’exploitation Windows 10 Professional.
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1. Méthodes
1.  Evaluation de logiciel de docking moléculaire

Avant de docker les molécules étudiées comme des inhibiteurs de la cible thérapeutique
« tyrosinase », il est nécessaire de tester les performances de prédiction du modéle de docking

que nous avons développé avec le logiciel Autodock.
1.1. Test RMSD

Pour réaliser un calcul de RMSD, premiérement nous avons choisis 80 complexes
protéiques a partir la banque des données « Protéine Data Bank » (voir annexe 1), ces complexes
choisis sont ensuite téléchargées se format pdb. Puis nous avons retiré le ligand co-cristallisé
pour chaque complexe protéine-ligand par le logiciel Discovery studio et repositionnée par
docking dans le site actif de la protéine via le logiciel Autodock. La valeur de RMSD de chaque

complexe protéine-ligand choisi est calculée et analysée visuellement par le logiciel PyMOL.
1.2. Test de corrélation (r)

Soient X=score de docking et Y= pIC50 deux grandeurs statistiques quantitatives choisis
pour réaliser le test de corrélation de Pearson, nous avons dessiné 38 molécules (structure 2D)
(voir annexe 2) a I’aide de logiciel ChemDraw Professional 15.0 qui permet de converti en
structure 3D et de minimiser leur énergie. Nous avons ensuite testé ces molécules par docking
via I’ Autodock avec I’enzyme cible qui par laquelle les pic50 de ces molécules choisis ont été

calculées expérimentalement PDB ID : 7E2Y (Marot, 1995).

Nous avons placée en abscisse la variable X (le score de docking obtenue par I’ Autodock
pour chaque molécule), en ordonnée la variable Y (pic50 expérimental) dans le programme

SPSS, chaque observation est positionnée dans le repere ainsi constitué.

L'intérét est multiple : nous pouvons déterminer s'il existe une relation entre X et Y,
caractériser la forme de la liaison (la relation) entre X et Y (positive ou négative, linéaire ou

non linéaire), quantifier I'intensité de la liaison r.
2.  Préparation de récepteur

Dans notre étude, nous avons choisi I’enzyme tyrosinase comme une cible thérapeutique,
dont la structure cristalline a été obtenue sous format pdb a partir la banque de données « RCSB
Protéine Data Bank ». Parmi les complexes protéiques proposés par cette banque nous avons
choisi celui portant le PDB ID : 513B (fig.7).
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La structure 3D de I’enzyme choisie a été résolue par la cristallographie aux rayons X
avec une résolution de 2,20 A. En générale, les structures des protéines ayant une résolution
comprise entre 1,5 et 2,5 A sont de bonne qualité par des études ultérieures (Didierjean et Téte-

favier, 2016).

Figure 7. Structure 3D de 5I3B.

e Les données protéiques de 513B sont présentées dans le tableau 2 :

Tableau 2. Caractéristiques de 513B.

Code | Résolution Nombre | Nombre | Inhibiteur
PDB A) Classification des des AA | co-cristallisé | organisme
chaines
Prestia
513B 2,20 EC.1.14.18.1 2 287 Hydroquinone | megaterium

Dans notre travail, une seule chaine de I’enzyme a été retenue, les molécules d’eau et les
cofacteurs ont été éliminés grace a logiciel Discovery studio, et par lequel aussi nous avons

éliminé le ligand co-cristallisé pour le but d’obtenir un récepteur avec un site actif libre.

Ensuite a ’aide de programme Autodock, des atomes des hydrogenes polaires ont été
ajoutées sur le récepteur, et par la méthode de Kollman et Gasteiger les charges atomiques ont

été calculées. Ce fichier préparé de récepteur 513B a été converti au format pdbaqt.
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plein inflorescence de May a Juin 2021.

3.

Préparation de ligand

La récolte du matériel vegétal a éte effectuée dans les environs de Wilaya de Tlemcen, en

Dans cette etude : 15 ligands ont été choisis comme des inhibiteurs de la tyrosinase (fig.8).

Ces composés dérivent de la famille chimique monoterpéne qui ont été identifiés par CG-MS

d’huiles essentielles extraites a partir la plante Thymus coloratus ssp par une hydro distillation.

Les résultats de CG-MS sont présentes dans le tableau 3 ci-dessus :

Tableau 3. Résultats de CG-MS d’huiles essentielles de la plante Thymus coloratus ssp.

# Component nRI pRI %
1 o—Pinene 931 1022 3,48
2 Camphene 943 1066 5,51
3 S-Pinene 970 1110 2,95
4 Myrcene 979 1159 13,54
5 p—Cymene 1011 1268 3,33
6 Limonene 1020 1199 6,40
7 1,8 Cineole 1020 1209 451
8 | (2)-Sabinene hydrate 1051 1451 0,39
9 Linalol 1081 1544 0,49
10 Camphor 1123 1517 4,09
11 Borneol 1148 1698 7,37
12 Bornyl acetate 1269 1515 1,65
13 [-Bisabolene 1500 1720 6,68
14 | Caryophyllene oxide 1576 1980 4,69
15 Abietol—-4—epi 2,58
Yield (% v/w) 0,63
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c-Pinene 1, 8 Cineole Camphor Limonene
Myrcene - .
B-Pinene Borneol {£)-Sabinene hydrate
|
Bornyl acetate p—Cymene Linalel
pF-Bisabolene
VAN Camphene
Caryophyllene oxide

Abietol-4—epi

Figure 8. Structures 2D des monoterpénes étudiées.

Les structures 3D de ces ligands choisis ont été téléchargées via la chimio-theque
Pubchem (voir annexe 3) sous format sdf, puis ont été convertis en format pdb a I’aide de
logiciel Avogadro a fin de minimiser leurs énergies globales avec MMFF94, un champ de force
spécialisé dans le traitement des petites molécules organiques qu’ils rendent a 1'état le plus

stable.

Le fichier ligand.pdb a été converti en ligand.pdbgt par le programme Autodock a fin de

deéfini les atomes aromatiques, les angles de torsion et les liaisons flexibles de ligand.
4.  Calcul de grill potentiel et le docking moléculaire

Apres que les fichiers 513B.pdbqt et ligand.pdbqgt ont été préparées, nous avons défini une
taille de grille de 46 Ax 40 Ax 50 A avec un espacement de grille de 0,375 A, centré sur les
coordonnées X, y et z de 1,361, 0,111 et 2,611, pour le récepteur avec 1’Autodock Tools 1.5.6
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pour le but d’évaluer trés rapidement 1’énergie pour les différentes configurations de ligand

dans le site actif prévu dans 1’amarrage (fig.9).

Et I'algorithme génétique lamarckien (AGL) a été attribué pour effectuer le processus
d'amarrage moléculaire semi-flexible pour trouver la meilleure position adéquate de complexe
ligand-récepteur, donc la meilleure fonction énergétique empirique obtenue avec les
interactions moléculaires. La sortie de I'Autodock a été analysée plus en détail avec le
programme Discovery Studio.

Figure 9. Position de la boite d’amarrage dans le site actif de la 513B.

5. ADMET prédiction

ADME est importante pour le développement de médicaments ou un composé principal
pharmacologiquement actif est stimulé par des étapes pour une activité et une sélectivité
accrues, ainsi que des propriétés de type médicament qui pourraient étre utilisées comme
médicaments. ADME est un site web (site web 4) qui permet a I’utilisateur d’inclure les données
SMILES de pubchem d’un ligand qui est étudié comme un médicament et fournit les parametres

tels que :
5.1. Les propriétés physico-chimiques
v" Reégles des cing de Lipinski

Le concept de « drug-likeness » a été propose pour fournir des lignes directrices utiles au
cours des premieres étapes de la découverte de medicaments afin d'ameliorer les chances qu'un

produit chimique entre et réussisse les essais cliniques (Ursu et al., 2011). les regles de lipinski
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est la plus utilisée pour I’identification des composés drug-likenes (Lipinski et al., 1997).
D’apres cette régle, les molécules ne validant pas au moins deux des paramétres suivants ont

de tres fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité :

e masse moléculaire <500 Da. Cependant, les composés avec des poids plus elevés

sont moins susceptibles d'étre absorbés et donc d'atteindre le lieu d'action.

e Un coefficient de partition ou une lipophilie MlogP < 4,15. La valeur logP d'un
composé qui est le logarithme de son coefficient de partage entre le n-octanol et
I'eau log (c-octanol/c-eau) est une mesure bien réputée de I'nydrophilie du
composé. De faibles hydrophobicités et donc des valeurs logP élevées entrainent
une mauvaise absorption ou perméation. Il a été démontré que les composés ont
une probabilité raisonnable d'étre bien absorbés, leur valeur de logP ne doit pas
étre supérieure a 4,15 (Rashid, 2020).

e accepteurs de liaisons Hydrogenes < 10.
e donneurs de liaisons Hydrogenes < 5.

e Nombre de fonctions retables < 15. Ce paramétre topologique est une mesure de
la flexibilit¢ moléculaire. 1l s'est avéré étre un trés bon descripteur de la
biodisponibilité orale des médicaments. Une liaison rotative est définie comme
toute liaison unique non cyclique, liée a un atome lourd non terminal (c'est-a-dire
non hydrogéne) (Rashid, 2020).

v' Laregle de Veber

De plus, pour une bonne biodisponibilité par voie orale, Veber a introduit un critere
supplémentaire, la surface polaire TPSA. Le TPSA est connu que la somme totale de toutes les
régions polaires de la surface d'une molécule est bien corrélée avec diverses propriétés liées a
la biodisponibilité, telles que I'absorption intestinale et la pénétration de la barriére hémato-
encéphalique. Si les contributions de tous les atomes polaires exposés a la surface de la
molécule se résument & une zone inférieure a 140 A2, alors la probabilité que les molécules

passent facilement les membranes est considérablement réduite (\VVeber et al., 2002).
5.2. Les propriétés pharmacocinétiques

Des propriétés telles que I'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la
toxicitt (ADMET) sont des éléments importants de la conception de médicaments

pharmaceutiques. Il est souvent rapporté que le non-respect des criteres ADMET requis est une
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cause fréquente des taux d'attrition éleves des candidats-médicaments (Ferreira et Andricopulo,
2019). Une évaluation ADMET rapide est nécessaire de toute urgence pour minimiser les
échecs dans le processus de découverte de médicaments (Dong et al., 2018).

Les propriétés dADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité)
des composés principaux ont été calculés, telles que : 1’absorption intestinale (GIA),
permeéabilité hémato-encéphalique (BBB), I’inhibition des isoformes majeures de cytochromes
P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4), Log kp (perméabilité cutanée :

cm/s).

Nous avons entrées le canonical SMILES de pubchem de chaque ligand (voir annexe 3)
choisi dans cette travail dans la barre de recherche de site ADME (site web 4), qui ont été

ensuite analysée.
v" Prédiction de toxicité

La prédiction toxicologique des petites molécules est importante pour prédire la quantité
de tolérance des petites molécules avant d'étre ingérée dans les modéles humains et animaux.
PkCSM est une base de données en ligne (site web 5) dans laquelle la petite molécule peut étre
dessinée virtuellement ou peut étre analysée en soumettant les SMILES de celle-ci. Le site Web

peut fournir des détails sur :
e Ladose maximale de tolérance humaine.
e LaDL50.
e L'hépatotoxicite.

Nous avons recherchée et soumis les canonical SMILES (voir annexe 3) sur le site web
pkCSM (site web 5) et les parametres de toxicité ont eté prédits, et pour le DL50 a été estimée
a partir proTOX-1I prédiction (site web 6) qui fournit un serveur Web disponible gratuitement
pour la prédiction de la toxicité in silico des toxicités orales de petites molécules chez les

rongeurs.
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Chapitre 4 : Résultats et Discussions
1. Testde RMSD

Les structures cristallographiques protéine-ligand disponibles dans la PDB sont souvent
utilisées afin d’évaluer la capacit¢ d’un logiciel de docking moléculaire a repositionner
correctement un ligand selon son mode de liaison expérimental. La précision d’une pose prédite

peut étre évaluée en calculant 1’écart quadratique moyen ou RMSD (Bell et Zhang, 2019).

Pour confirmer I’efficacité¢ du modele de docking moléculaire, ce test a été réalisé sur 80
complexes ligand-protéine (voir annexe 1) disponible sur « Protéine Data Bank », dans le

graphe suivant (fig.10) les résultats des valeurs RMSD sont donnés en pourcentage % :

0,

< 68 complexes protéine-ligand ont des valeurs RMSD ne dépassent pas 2 A, qui

représentent 85%.

< 12 complexes protéine-ligand ont des valeurs RMSD dépassent 2 A, qui

représentent 15%.

RMSD

Figure 10. Résultats en % des valeurs de RMSD (A) obtenus
par le programme Autodock.

D’apres les résultats de RMSD des autres études qui ont éte évalué la fiabilité de
programme Autodock : Mokrani et al. (2012) ont trouvé 75,46% des valeurs de RMSD des
complexes protéiques sont inférieurs a 2 A, alors que Belhoula et Bioud (2019) ont trouvé 71%
des valeurs RMSD sont inférieures a 2 A.
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Les études réalisées par Gabb et al. (1997), Vieth et al. (1998), Chikhi et Bensegueni
(2008), ont confirmé que tout programme de docking n’est performant que lorsque le RMSD
entre la pose du ligand calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental

est inférieur ou égale a 2 A.
2. Analyse visuelle

Pour confirmer les résultats du RMSD, I’analyse visuelle est une étape permet de
déterminer la superposition d’un ligand simulé avec le ligand co-cristallisé. Nous avons
visualisé spécifiqguement quatre complexes qui sont présentent ci-dessus (tab.4) (fig.11, 12, 13,
14) :

Tableau 4. Valeurs de RMSD de quelques complexes protéiques.

Enzyme ID PDB RMSD (A)
2QPU 1,865
513B 0,000
3HLD 0,863
4P6T 1,267

Figure 11. Visualisation par PyMOL du Superposition de ligand co-cristallisé (vert) et le
ligand dockée (bleu) de 3HLD (RMSD= 0,863A)).
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Figure 12. Visualisation par PyMOL du Superposition de ligand co-cristallisé (vert) et le

ligand dockée (bleu) de 2QPU (RMSD= 1,865A).

Figure 13. Visualisation par PyMOL du Superposition de ligand co-cristallisé (vert) et le
ligand dockée (bleu) de 4P6T (RMSD= 1.267 A).

Figure 14. Visualisation par PyMOL du Superposition de ligand co-cristallisé (vert) et le
ligand dockée (bleu) de 513B (RMSD= 0.000 A).
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La figure 11 montre la superposition de la meilleure conformation de ligand cristallisée
qui a été redockée dans le site actif de la protéine et la structure cristalline de 3HLD, les résultats
de cette superposition montrent que sont presque proche, avec une valeur d¢ RMSD n’étaient

que 0,863 A.

Et la figure 14 montre une bonne conservation de la séquence a I’interface entre la
structure expérimentale et la structure prédit de I’enzyme 513B, la valeur RMSD entre 8 atomes
est de 0.000 A, donc on dit que ces 2 structures sont parfaitement superposeées.

3. Le test de corrélation de Pearson r

Ce test consiste a mesurer de 1’intensité de liaison entre 2 variables X et Y, la mesure
normalisée est définie entre -1 < r < +1. Plus I’association des 2 variables est forte, plus le
coefficient de corrélation r sera proche de +1 ou -1 selon que la relation est respectivement
positive ou négative. Et s’il n’y a pas de relation linéaire entre les deux séries de données, le
coefficient de corrélation est trés proche de zéro, et on dira que les deux variables ne sont pas
corrélées (fig.15) (Wackerly et al., 2014).

CORRELATION
v
NEGATIVE NULLE POSITIVE
-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Parfaite Forte Modérée Faible Aucune Faible Modérée Forte Parfaite

Figure 15. Droite numérique de I’intensité de la corrélation linéaire en utilisant le
coefficient de corrélation de Pearson (Boucherit, 2012).

Pour confirmer I’efficacité du modele de docking moléculaire par 1’ Autodock, nous avons
procédé au calcul de la corrélation entre le score de docking prédites, obtenues par le
programme Autodock pour les 38 composes et les activités expérimentales correspondantes

pIC50 (voir annexe 2).

Nous avons obtenu une graphique (fig.16) qu’il s’appelle nuage de points avec un
coefficient de corrélation r=0,841 (voir annexe 4), et une courbe linéaire, ce signifie qu’il existe
une forte relation linaire positive entre le score de docking et pic50 expérimentale de ligand.
Ces 2 variables évoluent dans le méme sens, une augmentation de score de docking entraine

une augmentation de pic50 de méme ordre quel que soit la valeur de score de docking.
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Score de docking

-6,00]

-8,00

4,50 6,00 a,u':m 1nf|:u:|
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Figure 16. Représentation graphique des énergies (kcal/mol) prédites par le
docking des molécules de 1I’ensemble de test, en fonction des valeurs
expérimentales (pIC50 en M).

Conclusion :
» Donc nous pouvons confirmer d’apres le test de RMSD et le test de corrélation r que le

programme de docking proposé pourrait décrire de maniére satisfaisante les interactions

entre les ligands et le site actif de la cible thérapeutique.

4. Résultats de docking moléculaire

Le mode de liaison prédit, les énergies de docking moléculaire et les interactions des
molécules amarrées avec 513B en utilisant le logiciel Autodock ont été comparés a celles de

I’acide kojique qui considéré comme une contrdle positive de référence.

L’¢énergie de docking calculée pour le ligand de référence 1’acide kojique avec S13B est
égale a -4,83 kcal/mol. Ainsi, 12 molécules parmi les 15 molécules étudiées présentent une
affinité a I’enzyme supérieur a celle du I’acide kojique. Les résultats montrent que Abietol-4

epi avec un score de docking égal -8,14 kcal/mol présente une meilleure énergie d’interaction
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par rapport tous les molécules, donc un meilleur effet inhibiteur de la 513B, et qui le suivre le

S-Bisabolene comme une meilleur inhibiteur avec une énergie d’interaction -6,32 kcal/mol.

Selon I’affinité des meilleures composées vis-a-vis de notre cible (513B), nous avons pu

les classer par ordre croissante (tab.5) :
Abietol-4-epi > f-Bisabolene > Bornyl acetate > Caryophyllene oxide

L’analyse des résultats a révélé que 3 composés présentent une énergie de docking
inférieure a celle du I’acide kojique : Linalol (-4,16 kcal/mol), 1,8 Cineole (-4,68 kcal/mol),
Myrcene (-4,49 kcal/mol).

Tableau 5. Tableau présente les scores de docking moléculaire par ordre des monoterpénes
amarrées avec le 513B via l'autodock.

Monoterpéne Score de docking (kcal /mol)
Abietol-4—epi -8,14
B-—Bisabolene -6,32
Bornyl acetate -6,06
Caryophyllene oxide -6,04
p—Cymene -5,64
Borneol -5,52
Camphor -5,39
Limonene -5,24
Camphene -5,21
(Z2)-Sabinene hydrate -5,17
o—Pinene -4,97
B—Pinene -4,89
Acide kojique (ligand référentiel) -4,83
1,8 Cineole -4,68
Myrcene -4,49
Linalol -4,16
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A partir les résultats d’amarrage moléculaire, les composées ont été visualisés pour
déterminée ses interactions 2D et 3D dans le site catalytique de la protéine tyrosinase (PDB ID :
513B) (voir annexe 5).

Les résultats d’interactions 2D et 3D de la figure 17 (a et b) montre que le complexe
513B-(Abietol-4—epi) est stabilisé par une liaison d’hydrogéne avec le résidu Asn 205 et que le
Abietol-4—epi favorise d’interagir de maniére hydrophobe par des liaisons van der waals : Met
61, His 60, His 42, Ala 221, GIn 202, Gly 196, Pro 201, Met 215, Val 217. Cependant les 3
derniers résidus sont identiques a celui identifie dans le complexe 513B-Caryophyllene oxide,
et 4 point de fixation (His 60, His 42, Met 215, Ala 221) sont identique a celui identifie dans
une étude de docking réalisée a I’aide de tyrosinase (PDB ID : 5138) et I’acide kojique comme
ligand inhibiteur (Karakaya et al., 2019).

De plus le Abietol-4—epi a former 5 liaisons alkyle avec les résidus His208, Val 218, Arg
209, Phe 197, et qui a former deux liaisons d’hydrogene-carbone avec les résidus Phe 197, Gly
200 de le site actif de 5I3B. Les interactions intermoléculaires d’une étude de docking
moléculaire entre 3NQI et 1’acide kojique a confirmer que Gly 200 formé une liaison
hydrogene-carbone avec le site catalytique de tyrosinase (PDB ID : 5138) (Karakaya et al.,
2019).

La figure 17 (c et d) montre que les résidus Ala 239, His 245, Asn 249, Asn 278, Tyr 250,
Gln 242, GIn 248 de site actif de 513B ont forme des liaisons de type van der waals avec le /-

Bisabolene, et qui augmenter la stabilité de ce complexe formé.

D’autre part, le p-Bisabolene interagit également avec Trp 238, Met 277, Trp 241, Tyr
177, His 279, lle 243, Arg 280 par de deux types des liaisons alkyles et pi alkyles.

Le figure 17 (e, f) montre que 14 acides aminées de site actif de la tyrosinase 513B

interagissent avec le Caryophyllene oxide dont :

- 7 résidus ont interagissent par des liaisons de type van der waals : Asn 57, Pro
201, Val 217, Gly 216, Asn 205, met 215, glu 195. Cependant le Met 215, Val
217, Pro 201 sont identiques a celui montrer dans le complexe 513B-(Abietol-4—
epi), et Gly 216, Val 217, Asn 205 sont des résidus identiques a celui formées
dans le complexe 513B-(Bornyl acétate).

- 6 résidus ont interagissent par des liaisons alkyles et pi alkyles, qui sont : Met 61,
Val 218, Phe 197, His 204, His 208, Arg 209, dont Val 218, His 204, His 208,

32



Chapitre 4 Résultats et discussions

Arg 209 sont des interactions intermoléculaires identifies déja dans le complexe
513B-(4-epi-abietal).

- Etunrésidu His 60 qui formé une liaison pi Sigma.

De plus le Bornyl acétate qui considéré comme le 3éme meilleure inhibiteur de 513B avec
une énergie -6,06 kcal/mol, est stabilisée dans le site actif par deux liaisons d’hydrogeénes

conventionnels His 60 et His 42.

Et comme la figure 17 (j et h) nous montre que des liaisons de van der waals ont forme
avec les résidus de site actif Gly 216, Val 217, Ala 221, Phe 227, His 231, His 69, Asn 205. Et
d’autre part, les résidus Val 218, His 208, His 204 ont formé des liaisons Alkyle et pi alkyle.

Les résidus Val 218, His 208, His 204 sont des résidus communs entre les complexes :
513B-caryophyllene-oxide, 513B-(Abietol-4—epi), 513B-(Bornyl acétate), qui peuvent formées
des liaisons de types alkyles et pi alkyles.

Structure 2D Structure 3D
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A:221
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A200 9
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A:215
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Figure 17. Interactions 2D et 3D de docking moléculaire avec 513B : a structure 2D/ b
structure 3D de Abietol-4—epi, c structure 2D/ d structure 3D de p—Bisabolene, e structure
2D/ f structure 3D de Caryophyllene oxide, j structure 2D/ h structure 3D de Bornyl acetate.

5.  Evaluation des propriétés ADMET

Dans les étapes d'identification et d'optimisation des pistes, il y a des exigences de plus
en plus élevées pour démontrer les relations structure-activité et un ADME (absorption,
distribution, métabolisme, excrétion) et un profil toxicologique satisfaisants. Une nouvelle
démarche qui consiste a prédire précocement ces propriétés par les méthodes in silico, a partir
la structure 2D de la molécule, est devenue une étape cruciale qu’il nécessaire d’utiliser au

préalable avant d’entamer 1’étape expérimentale (Ferreira et Andricopulo, 2019).
5.1. Les propriétés physico-chimiques

Les propriétés moléculaires telles que le coefficient de partage (MLog P), la surface
polaire topologique (TPSA), les donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne, les liaisons
rotatives, le poids moléculaire et les violations de la regle de cing de Lipinski ont été calculées
pour évaluer la ressemblance médicamenteuse des composés étudiées et représentés dans le
Tableau 6 :

Tableau 6. Propriétés physico-chimiques des 15 composés étudies.
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p—Cymene

Linalol

(2)-
Sabinene
hydrate
1,8
Cineole

Limonene

Myrcene

P-Pinene

Camphene

a—Pinene

Abietol-4—

epi
Caryophyl
lene oxide

B-

Bisabolene

Bornyl
acetate

Borneol

Camphor

WM
g/mol

134.22

154,25

154,25

154,25

136,23

136,23

136,23

136,23

136,23

286,45

220,35

204,35

196,29

154,25

152,23

Num.
rotatables
bonds

Num.
H-bond
acceptor
S

0

Num.

H-bond MLOGP

donors

4,47

2,59

2,45

2,45

3,27

3,56

4,29

4,29

4,29

4,65

3,67

4,53

2,76

2,45

2,30

Violation

1 violation
MLOGP
>4,15
0 violation

0 violation

0 violation

0 violation

0 violation

1 violation
MLOGP
>4,15
1 violation
MLOGP
>4,15
1 violation
MLOGP
>4,15
1 violation
MLOGP
>4,15
0 violation

1 violation
MLOGP
>4,15
0 violation

0 violation

0 violation

TPSA

62,891

69,439

68,806

69,126

63,639
63,955

63,322

63,322

63,322

129,438

99,255

94,774

86,017

68,806

68,174
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A partir les résultats de tableau 6, on constate tous les ligands sélectionnées dans ce

travail possédant :

Des nombres des liaisons donneurs d’hydrogenes inferieurs a 5.
Des nombres des liaisons accepteurs d’hydrogenes inferieurs a 10.

Un poids moléculaire inferieurs a 500Da, ce signifie que elles sont capable de
traversé les membranes cellulaires avec un niveau d’absorption gastro-intestinale,

donc une bonne biodisponibilité orale.
Des nombres des liaisons retables inferieurs a 15.

Que toutes les molécules ont une valeur de MLOGP inferieurs a 4,15 a I’exception
de : Abietol-4—epi, p#-Bisabolene, a—Pinene, f-Pinene, Camphene, p—Cymene

qui ont une valeur de MLOGP supérieur a 4,15.

Toutes les molécules ont une valeur de TPSA inférieure a 14042, ce signifié
qu’elles ont une bonne prédiction de la biodisponibilité orale et assurent un

meilleur transport a travers les membranes biologiques (Durojaye et al., 2019).

Ces ligands choisis comme des inhibiteurs dont les propriétés physico-chimiques et drug-

likness, satisfont tous les 5 régles de Lipinski et la regle de Veber tels que : Borneol, Camphor,

Bornyl acetate, Caryophyllene oxide, Linalol, (Z)-Sabinene hydrate, 1,8 Cineole, Limonene,

Myrcene. Sauf Abietol-4—epi, #-Bisabolene, a—Pinene, S-Pinene, Camphene, p—Cymene, qui

ne satisfont pas que un seul paramétres des regles de Lipinski (MLOGP > 4,15), ce qui constitue

une violation de la régle de Lipinski mais qui est acceptable (pas plus d’une violation). Ce

signifie que tous les 15 molécules sont susceptibles de présenter une bonne biodisponibilité et

une bonne absorption gastro-intestinale.

v Donc ces composées répandues parfaitement a les régles de Lipinski et la regle de

Veber et peuvent étre utilisée comme des médicaments inhibiteurs de la cible

thérapeutique étudie la tyrosinase sans possibilité d’avoir des effets indésirables dans

la perméabilité et I’absorption.

5.2. Les propriétés pharmacocinétiques

Ayant passé 1’étape d’évaluation des propriétés physicochimiques de Lipinski et Veber,

les composés étudiés doivent également répondre favorablement  propriétés

pharmacocinétiques ADME pour étre admis en tant que candidat-médicament (tab.7).
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Tableau 7. Propriétés pharmacocinétiques des molécules étudiées.

GIA  LogKp BBB  CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A

cm/s LogBB 2
Abietol-4-epi  High 470 oui No No oui oui No
B-Bisabolene Low -2,98 Oui No No Oui No No
Bornyl acetate  High 4 44 Oui No No Oui No No
Caryophyllene  High 512 Oui No No Oui Oui No
oxide
p—Cymene Low -4,21 Oui No Oui No No No
Borneol High -5,31 Oui No No No No No
Camphor High -5,67 Oui No No No No No
Limonene Low -3,89 Oui No No Oui No No
Camphene Low -4,13 Oui No No Oui No No
(Z2)-Sabinene High -5,74 Oui No No No No No
hydrate
a—Pinene Low -3,95 Oui No No Oui No No
B-Pinene Low -4,18 Oui No No Oui No No
1,8 Cineole High -5,30 Oui No No No No No
Myrcene Low -4,17 Oui No No No No No
Linalol High -5,13 Oui No No No No No

D’aprés le tableau 7, I’absorption gastro-intestinale de 8 composees est élevée, ce qui

signifie qu’ils peuvent passer facilement a travers la paroi intestinale pour arriver a la circulation
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génerale. Ces composeées sont : Abietol-4—epi, Bornyl acetate, Caryophyllene oxide, Borneol,
Camphor, (Z)-Sabinene hydrate, 1,8 Cineole, Linalol. A I’opposé de f—Bisabolene, p—Cymene,
Limonene, Camphene, a—Pinene, B—Pinene, Myrcene, qui ont une faible absorption gastro-

intestinale.

On note également que toutes les 15 molécules ont été prédits comme perméables
également a la membrane hémato-encéphalique, pour laquelle le SNC est donc protégé de tout

effet néfaste qu’elle pourrait provoquer.

D’apres les valeurs de log Kp, nous pouvons dire que nos ligands ont une bonne

perméabilité cutanée, qui présentent des valeurs de log Kp s’intervalle entre [-2.98,-5.74 cm/s].

La plupart des médicaments subissent un métabolisme dans le foie en présence de
cytochrome P450 qui contient divers groupes d'enzymes. La fonction principale de celui-ci est
de métaboliser les médicaments en formes facilement excrétables. Les principaux groupes
contribuant au métabolisme comprennent le CYP1A2, le CYP2C19, le CYP2C9, le CYP2D6
et le CYP3A4 (Zhao et al., 2021). A partir de la prédiction ADME, nous avons observé que
tous les molécules adoptent un comportement négatif aux cytochromes P3A4 et P1A2, P2D6,

sauf p—Cymene qui a une action inhibitrice contre CYP2D6 de ce complexe multienzymatique.

Les cytochromes P2C9 est inhibé simultanément par Abietol-4—epi, —Bisabolene,
Bornyl acetate, Caryophyllene oxide, Limonene, Camphene, o-Pinene, B—Pinene. Et le

CYP2C19 qui n’a aucun effet inhibiteur que par Abietol-4—epi, Caryophyllene oxide.
5.3. Prédiction de toxicité

Pour améliorer le controle de la qualité des inhibiteurs choisis, nous avons prédit la

toxicité via des méthodes in silico en utilisant I'approche pKCSM et protox.

Les résultats indiquent qu’en termes de 1’hépato-toxicité, toutes les composées étudiees
se sont avérés non toxiques pour le foie, et la toxicité aigue DL50 de la majorité des composées
a été trouveée entre (2000 <DL50 < 5000 mg/kg/}), qui signifie que sont appartient a la classe de
toxicité 5, donc sont des composées presque pas toxiques en cas d’ingestion. Ces composées
sont : 1,8 Cineole, Limonene, Myrcene, f-Pinene, Camphene, o—Pinene, Abietol-4—epi, /-

Bisabolene, Bornyl acetate.

En générale, plus la valeur de DL50 est élevée plus la toxicité de la molécule est faible.
Et le contraire est vrai : plus la valeur de DL50 est petite plus la molécule est toxique, c’est le

cas de p—Cymene qui a une faible valeur égale a 3 mg/kg/j, selon la classification de la toxicité
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elle est de classe 1(DL50 < 5 mg/kg/j) qui constitue des composées mortels. Les ligands

Camphor, Borneol, (Z)-Sabinene hydrate, Linalol, sont des molécules nocifs en cas d’ingestion

puisque elles sont classés dans la classe 4 (300 <DL50 < 2000 mg/kg/j).

DL50 correspondant a la quantité d’une matiére administré une seule fois qui entraine la

mort de la moitié de population, qui peut étre mesurée pour plusieurs voies d’administration

dont la voie orale et la voie cutanée sont les plus courants (Gad, 2014). La dose maximale

tolérée humain est la dose administrée a partir de laquelle des effets indésirables toxiques sont

observés, mais n’affectent pas les fonctions vitales de 1’étre humain.

Les résultats de cette prédiction sont présentés dans le tableau 8 ci-dessus :

Tableau 8. Résultats de prédiction de toxicité des ligands étudiés.

Classe de

Dose maximale
tolérée humain

Ligands toxicité Hépato-toxicité DL50 (log mg/ka/j)
predite mg/kglj
Abietol-4—-epi 5 No 4600 -0,429
Caryophyllene oxide 5 No 5000 0,148
B-Bisabolene 5 No 4400 0,418
Bornyl acetate 5 No 3100 0,526
p—Cymene 1 No 3 0,903
Linalol 4 No 1190 0,774
(2)-Sabinene hydrate 4 No 2000 0,637
1,8 Cineole 5 No 2480 0,553
Limonene 5 No 4400 0,777
Myrcene 5 No 5000 0,617
SB-Pinene 5 No 4700 0,371
Camphene 5 No 5000 0,305
o—Pinene 5 No 3700 0,48

Borneol 4 No 500 0,577
Camphor 4 No 775 0,473

40



Conclusion et perspectives

41



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Dans ce travail nous avons évalué un ensemble de composés des meétabolites
secondaires extraits a partir la plante Thymus coloratus ssp : les monoterpénes, comme des
inhibiteurs de la tyrosinase. Une enzyme (EC.14.18.1) qui joue un rdle crucial dans le
mélanogénese, ainsi dans le développement d’un mélanome malin résulte d’une

hyperpigmentation cutanée.

Premierement, nous avons procédé a 1’évaluation de performance du programme choisi
dans cette étude pour réaliser le docking moléculaire en utilisant le test de RMSD (les valeurs
de RMSD de 85% des complexes sont inférieurs ou égales a 2 A) et le test de corrélation (r=
0,841). Les résultats de ces 2 tests montrent que le programme proposé pourrait décrire de

maniere satisfaisante les interactions entre les ligands et le site actif de la cible thérapeutique.

L’étude d’amarrage des 15 molécules identifiée par (GC/MS) a révéler que Abietol-4—
epi, P-Bisabolene, Bornyl-acetate, Caryophyllene-oxide, ont les meilleurs énergies
d’interactions avec la tyrosinase (PDB ID : 513B) par ordre -8,14 kcal/mol, -6,32 kcal/mol, -
6,06 kcal/mol, -6,04 kcal/mol. En comparant les scores de docking de ces composées a celui
de celle de I’inhibiteur expérimental « Acide kojique », nous avons déduit que sont dotée d’une
affinité. Ceci pourrait étre justifié par la présence des divers types d’interactions avec les résidus
de site actif, plus les interactions augmentent plus affinité des molécules vis-a-vis de I’enzyme

est élevée.

Nous avons noté également que la prédiction des propriétés physico-chimiques, le profil
drug-likeness, pharmacocinétique et la toxicité des molécules amarrées, nous a permet de
verifier les résultats de docking moléculaire que tous les molécules respectant les regles de
Lipinski et de Veber, qui ont un nombre de violation est égale a 0 ou 1, donc ne causent aucun
des problémes de la biodisponibilité orale et la bio-perméabilité. Et les meilleurs composées
ont une valeur de LD50 élevé, ceci signifie une faible toxicité. En termes d’hépato-toxicité

toutes les molécules se sont avérées non toxiques pour le foie.

A partir de notre travail, nous avons abouti a découvrir des nouveaux inhibiteurs avec des
potentiels tres importants dans la prévention de I’hyperpigmentation ainsi le mélanome malin,

et qui peuvent étre suggéré comme des nouveaux médicaments.

En perspectives, il est recommandé de tester, et vérifier les résultats théoriques de

I’approche in silico de ce travail par :
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v La dynamique moléculaire qui s’appuie sur la considération que toutes les entités
trouvées dans une boite de simulation sont flexibles, ce qui permet de simuler les
mouvements intramoléculaires et notamment I’entropie, tout en appliquant les lois

de Newton sur le mouvement.

v" Des études in vitro et in vivo.
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Annexe 1. Valeurs RMSD des 80 complexes protéines-ligands
PDB ID RMSD PDB ID RMSD PDB ID RMSD PDB ID RMSD
1ZZR 0,000 6EI4 1,540 5M8P 0,786 3B7R 3,357
3ViM 0,825 6ZJP 0,000 50AE 1,335 3BAY 2,203
1TR1 0,824 6AUM 1,717 5ZRE 0,753 1QHO 4,339
1JRL 0,000 1PIG 0,000 4P6S 1,752 3BAJ 3,252
3CHS 1,902 6Z2JQ 0,000 5138 0,000 3W93 3,218
2Y9X 0,000 6SEC 0,656 20QPU 1,865 6GYA 2,090
1BGG 1,894 1DHK 0,000 1MXD 0,000 1BTM 0,571
1V2G 1,322 1UA7 0,000 1HXD 0,000 1GT6 0,000
3BAK 0,000 1G9H 1,165 2GVY 0,000 1BJ9 0,000
5TIF 1,442 2QHK 0,910 1G94 0,378 1C7Q 0,936
6SEA 0,000 3139 0,001 1BG9 1,678 5M8M 0,001
6SE9 0,000 3BSH 0,000 1YQ2 1,034 6COX 0,000
5TIE 1,273 3BAX 0,001 3HLC 1,112 4LIP 0,936
6ETZ 1,111 6SE8 1,197 3HLD 0,863 5LIP 1,230
5M80 0,000 2QUY 0,000 3HLE 0,926 1DMS 5,808
4P6R 1,451 3BAW 0,658 1AW1 0,802 1GT6 2,667
4P6T 1,267 3NQ1 0,002 1UA3 0,000 10AH 3,521
513A 0,001 5M8N 0,786 1BL4 2,349 10E1 2,005
513B 0,000 1B74 1,221 1BQ3 1,044 1CLE 2,576
5ZRD 1,135 1BDO 0,518 1BQ4 0,000 2SHP 7,262
Annexe 2. Les valeurs de teste de corrélation.
Composé | PIC50 (M) Score de docking Composé | PIC50 (M) | Score de docking
El 4 -1,74 E41 6,96 -5,02
E9 4,3 -2,99 C45 10 -6,25
E10 45 -2,02 Cl1 4,7 -4,85
E12 4,8 -2,5 C3 55 -6,3
E13 5 -3,99 C4 6 -4,2
C2 4,7 -2,33 C5 6,6 -4,16
C1l 4,1 -14 E50 7,1 -5,32
E21 5,35 -5,01 E51 7,18 -5,51
E22 5,55 -2,68 E54 7,25 -5,7
E23 6 -3,03 E55 7,31 -5,92
E24 6,1 -3,52 E56 7,4 -6,33
E25 6,2 -4,8 E57 7,51 -4,97
E26 6,45 -4,34 E59 7,62 -6,18
E27 6,5 -5,09 E64 7,87 -6,72
E28 6,6 -5,26 E71 8,09 -5,66
E30 6,7 -4,44 E74 8,23 -7,22
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E37 6,85 -4,78 ES1 9 -6,92
C48 10 -8,25 E82 91 -6,3
E109 11 -6,43 E86 9,6 -8,02

Annexe 3. Codes Pubchem des molécules étudiées et leurs canonical SMILES.

ligands PubChem canonical SMILES
CID
p—Cymene 7463 CC1=CC=C(C=CN)C(O)C
Linalol 6549 CC(=CCCC(C)(Cc=0)0)C
(2)-Sabinene hydrate 62367 CC(C)C12CCC(C1C2)(C)0O
1,8 Cineole 2758 CC1(C2CCC(O1)(CCr)0)C
Limonene 22311 CC1=CCC(CCNC(=Q)C
Myrcene 31253 CC(=CCCC(=0)C=0)C
B-Pinene 14896 CC1(Ccaccc(=0c1ea)c
Camphene 6616 CC1(caccce)ct=0)cC
a—Pinene 6654 CC1=CCeacc1cz(oc
Abietol-4—epi 6427962 CC(O)C1=CC2=CCC3c(ceceea(cacenooce=o0
Caryophyllene oxide 1742210 CC1(CC2C1CCC3(C(o3)cCcee=0)0)C
B-Bisabolene 10104370 CC1=CCC(CCNC(=0)CcCC=C(Cc)C
Bornyl acetate 6448 CC(=0)0C1CcC2ccc1(ce(o)0)c
Borneol 64685 CC1(C2CCCT1(C(C2)0)O)C
Camphor 2537 CC1(C2CCC1(C(=0)C2)C)C

Annexe 4. Valeur de coefficient de corrélation R calculée dans cette étude.

Madel Summary®
Adjusted R Std. Error of

the Estimate

a. Predictars: (Constant), Scor de docking
b. Dependent Varable: PICA0
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Annexe 5. Interaction 2D de : a Sabinene-hydrate, b Myrcene, ¢ p-Cymene, d Limoneéne, e Linalool,
f 1,8-Cineole, g Camphene, h Camphor, iBorneol, j béta-Pinéne, k alpha-Pinene, avec le 513B.
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Résumé :

La tyrosinase est une enzyme clé dans la biosynthese de la mélanine, qui est I’agent photo-
protecteur le plus important de la peau. En cas d’une surproduction de la mélanine, la tyrosinase sera
impliquée dans I’apparition et la progression de divers maladies telles que : I’hyperpigmentation, le
mélanome malin. Dans le but de développer des stratégies thérapeutiques pour lutter contre ces
pathologies, une approche in silico a été réalisée dans ce travail qui est basé sur 1’évaluation des
nouvelles molécules bioactives faisant partie des monoterpénes et extraites a partir de la plante Thymus
coloratus ssp capables d’inhiber la tyrosinase de maniére efficace. Les résultats de docking moléculaire
ont indiqué que 12 parmi les 15 monoterpénes étudiées peuvent inhiber fortement les activités de la
tyrosinase par rapport le contréle positif « acide kojique », surtout Abietol-4—epi, B—Bisabolene, Bornyl
acétate, Caryophyllene oxide, qui représentent les scores de docking les plus élevées : -8,14 kcal/mol,
-6,32 kcal/mol, -6,06 kcal/mol, -6,04 kcal/mol. La visualisation des interactions entre les composées et
la tyrosinase permet d’expliquer les groupements fonctionnels impliqués dans les interactions
responsables de I’activité inhibitrice.

Mots clés : Tyrosinase, hyperpigmentation, mélanome cutané, huile essentielle, monoterpénes,
docking moléculaire.

Abstract:

Tyrosinase is a key enzyme in the biosynthesis of melanin, which is the most important photo-
protective agent in the skin. In case of overproduction of melanin, tyrosinase will be involved in the
appearance and progression of various diseases such as: hyperpigmentation, malignant melanoma. In
order to develop therapeutic strategies to combat these pathologies, an in silico approach has been
carried out in this work which is based on the evaluation of new bioactive molecules forming part of
monoterpenes and extracted from the plant Thymus coloratus ssp capable of effectively inhibiting
tyrosinase. Molecular docking results indicated that 12 of the 15 monoterpenes studied can strongly
inhibit tyrosinase activity compared to the positive control “kojic acid”, especially Abietol-4—epi, B—
Bisabolene, Bornyl acetate, Caryophyllene oxide, representing the highest docking scores: -8.14
kcal/mol, -6.32 kcal/mol, -6.06 kcal/mol, -6.04 kcal/mol. Visualization of the interactions between
compounds and tyrosinase helps to explain the functional groups involved in the interactions
responsible for the inhibitory activity.

Keywords : Tyrosinase, hyperpigmentation, skin melanoma, essential oil, monoterpenes,
molecular docking.




