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Résumé :

La distribution, la clearance et la stabilité de plusieurs molécules bioactives y compris des flavonoides,
dépend largement de l’interaction de ces substances aux protéines plasmatiques, principalement
I’albumine.

L'alpha-1-acide glycoprotéine (AGP) est la deuxiéme protéine majoritaire du sang peut avoir
les mémes propriétés que 1’albumine sérique humaine. Notre étude cible 1’interaction entre certains
flavonoides et la deuxiéme protéine majoritaire du sang l'alpha-1-acide glycoprotéine.

La technique de docking moléculaire a été utilisée pour prédire la localisation, 1’orientation et
les types des liaisons établies entre ces molécules et cette protéine sérique via le logiciel SwissDock.

Les résultats obtenus montrent que la ginestein, quercitin, chalcone, hesperetin, catechin, fisétine et
luteolin se lient plus favorablement au site de fixation avec une énergie libre d’interaction
-8.94 kcal/mol, -7.73 kcal/mol, -7.52 kcal/mol, -7.41 kcal/mol, -7.31 kcal/mol, -7.08 kcal/mol,
-7.02 kcal/mol, respectivement. Alors que la ginestein présente la meilleure interaction, ces résultats
aussi peuvent montrer le potentiel réle de I’AGP comme transporteure des flavonoides.

Mots clés : flavonoides, l'alpha-1-acide glycoprotéine AGP, SwissDock, interaction.
Summary:

The distribution, clearance and stability of many bioactive molecules, including flavonoids, depends
largely on the interaction of these substances with plasma proteins, mainly albumin.

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP) is the second major protein in blood and can have the same
properties as human serum albumin. Our study targets the interaction between certain flavonoids and
the second major blood protein alpha-1-acid glycoprotein.

The molecular docking technique was used to predict the location, orientation and types of bonds
established between these molecules and this serum protein via the SwissDock software.

The results obtained show that ginestein, quercitin, chalcone, hesperetin, catechin, fisetin and luteolin
bind more favorably to the binding site with a binding free energy of -8.94 kcal/mol,
-7.73 kcal/mol, -7.52 kcal/mol, -7.41 kcal/mol, -7.31 kcal/mol, -7.08 kcal/mol, -7.02 kcal/mol
respectively. While ginestein shows the best interaction, these results also may show the potentialrole
of AGP as a flavonoid carrier.

Keywords: flavonoids, alpha-1-acid glycoprotein AGP, SwissDock, binding free energy.
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A : Angstrom

AGP : L’alpha acide glycoprotéine

kcal : Kilocalories

mmff94: Merck molecular force field 94.
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pH : Potentiel d’hydrogéne.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

NOS : Oxyde nitrique synthase.
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Introduction

L'importance de I'étude des interactions protéine-ligand réside dans la compréhension
des processus cellulaires et physiologiques tels que les mecanismes d'activation
et de régulation des voies métaboliques, la transduction des signaux cellulaires,
la reconnaissance des antigenes par les anticorps, la régulation de I'expression des génes
par enroulement de I'ADN sur les protéines histones, les parametres pharmacodynamiques

et pharmacocinétiques des médicaments, etc...(Fu et al., 2018).

La reconnaissance entre les protéines plasmatiques et les molécules bioactives est
un phénomeéne scientifiquement prouvé. Les protéines plasmatiques telles que I'albumine
sériqgue humaine et l'alpha glycoprotéine acide, qui sont considérées comme des protéines
sanguines majeures, participent au transport de ces derniéres du site d'absorption vers I'organe
cible (Sacks et al., 1996 ; Tayoma et al., 2014).

Les flavonoides, métabolites secondaires largement répandus dans les plantes, présentent
des activités antioxydantes et de nombreuses propriétés thérapeutiques. Plusieurs études ont
révélé leur capacité a prévenir et a contribuer au traitement de certaines maladies, dont

le cancer (Kopustinskiene et al., 2020).

De nombreuses études antérieures ont porté sur la sérum albumine et la possibilité de son
interaction avec des molécules endogenes et exogenes et le contrdle de leur distribution dans
I'organisme, cependant, un nombre limité d'études ont été réalisées sur I'association de I'alpha-
1-glycoprotéine acide en tant que protéine plasmatique avec des métabolites secondaires
végétaux. Nous avons donc voulu savoir si l'alpha-1-glycoprotéine acide interagit avec

certains flavonoides et étudier les modes d'interaction par la méthode du docking moléculaire.
Notre travail est divisé en 3 parties :

— La premiere partie comprend des descriptions et des informations sur l'alpha-1-
glycoprotéine acide (AGP), ses caractéristiques physicochimiques et structurelles
et ses fonctions biologiques, de méme que sur les flavonoides, leurs structures
chimiques et leurs propriétés physico-chimiques, leur classification et leur intérét

biologique;



Introduction

La partie matériel et méthodes dans laquelle nous avons décrit tous les sites
et programmes utilisés ainsi que les parameétres fixés pour procéder aux calculs
de prédiction des modes d'interaction entre l'acide alpha-1-glycoprotéine (AGP)
et les flavonoides;

La derniére partie présente I'analyse des résultats et leur discussion.
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|. Syntheése bibliographique
.1 a-1- acide glycoprotéine (AGP)

Le plasma sanguin humain est connu pour sa contenance en protéines, majoritairement
I'albumine et en l'alpha-1-glycoproteine acide lors des réactions d'inflammations et infections
( Ceciliani & Pocacqua, 2007 ; Putnam, 2012 ; Bowman, 2014).

L'alpha-1-glycoprotéine acide ou orosomucoide (AGP), principalement stimulée
et synthéetisée dans le foie a environ 10 mg/kg/jour (Lentner, 1984), est une protéine
glycosylée a chaine unique ou la forme mature de I'AGP humaine, d'un poids moléculaire

de 41 kDa, est constituée de 183 acides aminés (Fournier et al., 2000).

L'alpha-1-glycoprotéine acide est une protéine de caractére acide, soluble dans I'eau et autres
solvants organiques polaires (Schmid, 1989). Elle présente une surface de charge négative a
pH neutre (Schmid et al., 1977 ; Kremer et al., 1988) résultante de sa composition d'environ
59% de peptides, 41% de glucides et environ 11% d'acides sialiques (Hochepied et al., 2003).
Elle se compose de 15% des hélices o, 41% de feuillets B , 12% de PB-tours, 8%
de coudes et 24 % de structure non ordonnée a pH 7,4 (Kopecky et al., 2003), un pKa égal a
2,6 (Schmid, 1989) et un point isoélectrique varie entre 2,8 et 3,8 (Fournier et al., 2000).

Alpha-1-glycoprotéine acide qui partage avec l'aloumine sérique le role de transporter
de nombreuses molécules endogénes et exogénes présentes dans le sang (Lehman-
McKeeman, 2008). Cette protéine est considérée comme un biomarqueur de I'inflammation,
en particulier celle du foie (Fischer et al., 2014), des pathologies liées aux infections et
du développement des tumeurs (lIsraili et Dayton, 2001; Huang et Ung, 2013),
Sa concentration au moment des inflammations passe a quatre fois celle de la concentration
ordinaire (Baumann et Held, 1981; Fournier et al., 2000; Hochepied et al., 2003).
Les concentrations élevées d'alpha-1-glycoprotéine acide dans le corps sont facilement

éliminées avec une demi-vie de 2 a 3 jours (Brée et al., 1986).
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Figure 1 : Modg¢le tridimensionnel de I'alpha-1-acide glycoprotéine

1.2 Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires naturels appartenant a la famille
des polyphénoliques, isolés d'un large éventail de plantes (Harborne, 1989). Trés abondants
dans les légumes, les graines, le thé, les jus de fruits, etc... (Tsimogiannins
et Oreopoulou, 2006), avec plus que 9000 structures différentes (Alzand et al., 2012).

1.1.1 Structure chimique et classification des flavonoides

La Structure chimique de base des flavonoides (Figure 2) est constituée de 15 atomes de
carbone repartis sur un cycle aromatique A, relié a un hetérocycle contenant un atome
d'oxygeéne, appelé cycle C auquel est attaché un troisieme cycle aromatique, le cycle B
(Beecher, 2003).
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Figure 2 : Structure chimique de base des flavonoides
(Kopustinskiene etal, 2020).

Les flavonoides peuvent étre répartis en fonction de la structure chimique dans les groupes :
flavones, flavonols, flavonols, isoflavones, flavanones et chalcones. Ces derniers, différent
en fonction de degré d'instauration et la position du carbone du cycle C auquel le cycle B
est attaché, le degré d'hydroxylation et le degré d'oxydation et dans le méme groupe ils se
différent selon la présence ou 1’absence d’une partie glycane (Santos et Maia, 2017).

Les flavonoides présentent la capacite de filtrer le rayonnement UV ce qui explique leur
localisation dans les tissus externes (Gould et Lister, 2006). Ces composes sont, en général,
solubles dans I’eau et les alcools. L’extraction est réalisée habituellement a 1’aide du méthanol
ou de mélanges méthanol-eau parfois d’acétonitrile-eau. La stabilité des flavonoides est
influencée par différents paramétres telle la lumiere (Smith et al., 2000; Ishihara et al.,
2003), le pH (Mochizuki et al., 2002), la température (Ungar et al., 2003) ou bien encore
la présence d’enzymes (Makris et al., 2002).

1.2.1 Flavone

Les flavones (Figure 3) sont des composés appartenant a la famille des flavonoides dont leur
structure est composée d'un cycle carboné insaturé en C2-3 et d'un groupe cétone en C4, il
leur manque I'hydroxylation au niveau du carbone 3 par rapport aux flavonols (Xie et al.,
2014), synthétises dans les fleurs, les feuilles et les fruits (Rangwala et Lazar, 2004).

Les flavones di-prénylées ont une forte activité contre les bactéries & Gram négatives

(Escherichia coli) et Gram positives (Staphylococus epidermidis) (Yin et al., 2004).
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Figure 3 : Structure chimique de base des flavones
(Graf etal., 2005)

1.2.2 Flavonols

Les flavonols (Figure 4), composes flavonoides dont la structure chimique est caractérisée
par la présence d'un groupe hydroxyle en position C3, une instauration au niveau du cycle C
entre les atomes de carbone C2-C3 et une fonction cétone en C4 (Stermitz et al., 2002). lls se
trouve dans la laitue, le raisin, les oignons et le chou frisé (Panche et al., 2016), les fruits
comme les baies (Farzaei, et al., 2019). Parmi les composés flavonols fréquemment
rencontrés, la quercetin ou 3, 5, 7, 3°, 4’ Pentahydroxyflavon caracterisé par la présence
de groupe cétone et groupe hydroxyle en C3 (Rufino et al., 2021) avec des propriétés
biologiques antimicrobiennes contre les micro-organismes a Gram-négatifs et Gram-positifs
(Céspedes et al., 2006), des propriétés anticancéreuse (Bouamira et al., 2021) et
anti-inflammatoires en inhibant la phospholipase A2, les cyclo-oxygénases et la NOS,
responsables de la production de prostaglandines, de leucotriénes et de NO, des substances

inflammatoires clés (Garcia-Lafuente et al., 2009).



Synthése bibliographique

OH

Figure 4 : Structure chimique de base des flavanol
(Kopustinskiene et al., 2020)

1.2.3 Flavanol

Avec un cycle C saturé, non oxydé et un groupe hydroxyle en C3 (Figure 5) (Braicu et al.,
2013). lls auraient des effets bénéfiques pour la santé en agissant comme des agents
antioxydants, anticancéreux, cardio préventifs, neuroprotecteurs, antimicrobiens et antiviraux
(Betts et al., 2011). Ils sont connus sous le nom de catéchine de thé vert, I’efficacité des

feuilles de thé est faite qu'elle contient des quantités importantes de catéchine (Orak et al.,

2013).

Figure 5 : Structure chimique de base des flavonols

(Kopustinskiene et al., 2020).
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1.2.4 Isoflavones

Une classe des flavonoides, caractérisé par une structure chimique avec un squelette
3-phénylchroméne-4-one ou le cycle phénolique B est attaché au 3°™ carbone du cycle C
(Kumar et al., 2010). Comme source naturelle le lait de soja et les dérivées du soja, sont

des aliments riches en isoflavones (Oldoni et al., 2011).

Les isoflavones (Figure 6) ont une propriété antioxydante (Hubert, 2006), anticancéreuse
(Hamed, 2004) et antifongique (Amrani et al., 2019). La présence des groupes prényles, des
groupes hydroxyles et des sous-groupes aryles, est trés importante pour les agents
antibactériens, la 6,8-diprénylation de la ginestein une isoflavone lui confére une forte activité

contre les Gram positives mutants.

HO 0

O 0
OH

Figure 6 : Structure chimique de base des isoflavones

(Panche et al., 2016)

1.2.5 Flavanone

Les flavanones (Figure 7) sont des composés dont la structure chimique est caractérisée
par la présence d’une fonction cétone portée par le carbone 4 du cycle C (Marais et al.,
2006). Tres abondants dans les agrumes (Graf et al., 2005). Ils présentent des effets
thérapeutiques importantes : anticancéreuse (Kopustinskiene et al., 2020), anti-inflamatoire

(Rufino et al., 2021), la nobilétine et la tangeretine sont des polymethoxy flavanones

bioactifs responsables de [I’activité antibactérienne de certaines plantes médicinales
(Céspedes et al., 2006).



Synthése bibliographique

/
{0 LR

Figure 7 : Structure chimique de base des flavanone
(Graf etal., 2005).

1.2.6 Chalcones

Les chalcones (Figure 8), ou 1,3-diaryl-2-propene-1-ones considérées comme des précurseurs
des flavonoides et des isoflavonoides largement répandus dans les fruits, les légumes,
les épices, le thé et les aliments a base de soja (Di Carlo et al., 1999), sont composés
chimiquement d’une chaine ouverte auquelle les deux cycles aromatiques sont reliés
par un systeme carbonyle insaturé a trois carbones (Sahu et al., 2012). Les chalcones
possedent de nombreuses propriétés biologiques ou ils représentent une classe importante de
petites molécules naturelles utiles dans la chimiothérapie du cancer (Kamal et al., 2010 ;
Sahu et al., 2012), les chalcones ont un intérét anti-inflammatoire (Zhang et al., 2021), ses

dérivés sont capables de prévenir les infections pulmonaires (Zhang et al., 2016).



Synthése bibliographique

O

Figure 8 : Structure chimique de base des chalcones

(Kopustinskiene et al, 2020).

1.3 Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides, en plus des fonctions assurées au niveau des plantes (Marais, 2006). Elles
présentent des activités biologiques a effet thérapeutique aprés ingestion par des organismes
du monde animal comme : antioxydants, antibactériens, photorécepteurs (Pietta, 2000).Autres
activités thérapeutiques : antivirale, antipaludéenne, anti-trypanosomiene, anticancéreuse,

cardiotonique, antiamibienne ont été scientifiguement prouvées (Havsteen, 2002 ; Shehzad

et al., 2016).
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1. Matériel et méthodes

1.1
.11

11.1.2

1.1.3

Matériel

Logiciels

Avogadro: Un éditeur de structure chimique 3D, congu pour la chimie
computationnelle, la modélisation moléculaire et la science des matériaux, entre
autres. Il posséde des algorithmes intégrés pour les capacités analytiques, les calculs
de structure quantique et la minimisation et l'optimisation des structures et des
énergies moléculaires (Hanwell et al., 2012);

Chimera UCSE : Logiciel de visualisation graphique et d'analyse de structures
moléculaires 3D, permettant d'exporter des modeles géométriques sous forme
de graphiques de haute résolution (Pettersen et al., 2004);

BIOVIA Discovery Studio Visualizer : Utilisé pour la visualisation et le mode

d’interaction et la caractérisation physique et chimique.

Bases des données

PDB (protein-data-bank) : Une base des données structurales permettant le stockage,
I’archivage et la distribution des modelés tridimensionnels des macromolécules.
REDO-PDB : Un outil et une base des données permettant la récupération
des structures raffinées et optimisées des modéles issus de la base des données PDB.
Site Web

SwissDock: « Un serveur Web d'amarrage qui prépare automatiquement l'amarrage,
les proteines cibles et les ligands. La visualisation transparente des prédictions
damarrage dans I'UCSF Chimera Molecular Viewer facilite [I'interprétation

des résultats d'amarrage » (Grosdidier et al., 2011).
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1.2 Méthodes

Notre étude vise la prédiction in silico du mode d’interaction entre huit ligands de type
flavonoide : luteolin, quercetin, catéchine, ginestein, hesperetin, fisétine, chalcon et I’alpha

acide glycoprotéine.
11.2.1 Préparation de la structure de la protéine

La structure tridimensionnelle raffinée de 1’alpha acide glycoprotéine dont le code (3KQO)
a été téléchargé de la base des données REDO-PDB et sélectionné comme protéine cible pour
I’étude de I’amarrage moléculaire, le modéle de la protéine récupéré de la base des données,

a été passe par des étapes successives de préparation assistée par le logiciel Chimera 1.16.

11.2.2 Préparation des structures des ligands

Les structures 3D des ligands luteolin (LUT), quercetin (QUR), catéchine (CAT), hesperetin
(HES), ginestein(GES), fisétine (FIS), chalcon (CHLN), ont été récupérées a partir
de base des données PDB, sous forme fichier sdf . Les structures obtenues sont des modeéles
des structures des ligands optimisés en vue des deltas d'énergies les plus bases par
un algorithme avec Avogadro en format mol2, en appliquant les parametres du champ
de forces MMFF94 et une valeur de convergence énergétique de 107 kJ/mol ; les atomes

d'’hydrogéne sont ajouteés.
11.2.3 Amarrage moléculaire (Docking)

Afin de localiser le site de fixation probable de ligand sur la molécule cible la protéine AGP,
nous avons adopté I’algorithme de docking moléculaire non spécifique (aveugle) via
algorithme : EA-DOCK de site Web: SwissDock.

La structure de la protéine et d’un ligand préparé dans les étapes pré-optimisées a été envoyé

au site et les résultats ont été récupérés (analyse).

11.2.4 Visualisation et analyse du mode d’interaction

Les résultats obtenus par docking moléculaire par le logiciel SwissDock ont été récupérés
et les meilleures conformations de ligand au niveau du site de fixation, présentant les
énergies les plus faibles ont été sélectionnées puis analysées via le logiciel BIOVIA
Discovery studio visualizer, ce qui nous a permis de définir les acides aminés qui participent a

la liaison du ligand sur la protéine, les types d'interactions ainsi que les énergies de liaison.
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I1l. Résultat et discussion
111.1 .Mode d’interaction entre la luteolin et PAGP

Le résultat de docking moléculaire et de I’analyse visuelle montre que le conformer de

la molécule flavones; la luteolin, se lie a I’ AGP avec une énergie de liaison de -7,02 kcal/mol.

De plus, les principaux résidus entourant la luteolin sont : Phejis, Phesy, lless, Glugs, Argeo,

Serizs, Glngs (Figure 9).

Le tableau 1 et la Figure 10 révelent 1’établissement de quatre liaisons hydrogene entre
la luteolin et I’AGP ; une de type conventionnel formee par le résidu llegg dont la distance est
de 2.55 A, autres liaisons de type carbone hydrogéne et Pi-donneur, sont formées par

les résidus Sergg, Tyri27, Tyro7 avec une distance de 3.13, 4.14 et 2.73 A, respectivement.

La stabilitt du complexe binaire entre laluteolinet ’AGP est maintenue, en plus
des liaisons hydrogéne, par la formation de trois interactions électrostatique de type pi-anion
et pi-cation faisant intervenir les résidus Glu64, Arg90 et les cycles A et C a des distances
varient de 3.60 a 450 A. De méme, des interactions hydrophobes pi-pi de type T
et principalement de type pi-alkyle, sont formées par les résidus Phelys, leuzqg, Argeo, Alagg et
Leus;» o0 des distances de 5.37 A, 5.50 A, 4.25 A, 4.82 A et 5.24 A, sont respectivement

mesurées.

Tableau 1 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation du complexe

luteolin-AGP.
N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine Ligand | Distance A
1 |Hydrogéne Conventionnelle llegs : O 06 :H 2,55
2 |Hydrogéne Carbone hydrogéne | Sergg : CA 06 3,13
6 |Hydrogéne Pi-Donneur Tyrip7: OH cycle A 4,14
7 |Hydrogéne Pi-Donneur Tyry; Ol:H 2,73
3 |Electrostatique Pi-Cation Arggo :NH1 |cycle A 4,45
4 | Electrostatique Pi-Cation Arggo :NH1 |cycle C 3,60
5 |Electrostatique Pi-Anion Glug, :OE2 cycle A 4,50
8 |Hydrophobes Pi-Pitype T Pheiis cycle B 5,37
9 |Hydrophobes Pi-alkyle Leurg cycle B 5,50
10 | Hydrophobes Pi-alkyle Argoo cycle B 4,25
11 | Hydrophobes Pi-alkyle Alagg cycle B 4,82
12 | Hydrophobes Pi-alkyle Leuss cycle B 5,24
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Figure 9 : Modg¢le tridementionel du complexe lutéolin-AGP.

Figure 10 : Interactions chimiques clés entre la lutéolin et I’AGP.
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111.2.Mode d’interaction entre la quercetin et PAGP

Les résultats de docking moléculaire et de 1’analyse visuelle montre que le conformer
de la molécule flavonols ; la quercetin, se lie a ’AGP avec une énergie de liaison de
-7,73 kcal/mol.

En outres, les principaux résidus entourant la quercetin étaient lless, Phes,, Phejis, Seriss,

Serso, Tyra7, Glues, Glngs, Arggo (Figure 11).

Le tableau 2 et la Figure 12 et montrent que quatre liaisons hydrogénes de type
conventionnelles sont formées entre la quercetin et I’AGP par les acides aminés Ilegg, HiSg7,
Glugs avec une distance de 2.69, 2.22, 2.69, 5.42 A, respectivement, en plus des interaction
hydrogenes, la quercetin a formé quatre liaisons Hydrophobes , une pi-pi de type T et trois
de types pi-Alkyle assurées par le résidu Phejys et les trois résidus Arggo, Alagg et Leuss,

avec des distance de 5.30 A et 4.35, 4.74,5.14 A, respectivement.

La fixation de la quercetin est aussi assurée par trois liaisons électrostatiques : une de type
pi-anion avec le résidu Glugs de distance égale a 4.0 A et deux de types pi-cation par le résidu
Arggo, & une distance de 3.60 A et 4.45 A, respectivement. En plus, une interaction résultante
des attractions entre des charges opposées, de distance égale a 5.42 A, est formée par
le résidu Glugs, alors que quatre liaisons hydrophobes sont formées par les résidus Pheiis,
Arggo, Alags, Leuy1, avec des distances de 5.30 A, 4.35 A, 4.74 A et 5.14 A, respectivement.

Tableau 2 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation du complexe

quercetin-AGP.

N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine | Ligan Distance A
1 |Liaison hydrogéne Conventionnelle llegs : O 024:H 2,69
2 | Liaison hydrogene Conventionnelle Hisg7 : O 024:H 2,22
3 | Liaison hydrogéne Conventionnelle Hisg; : O 023:H 2,69
4 | Liaison hydrogéne Conventionnelle Glugs :OE2 030:H 2,92
5 |Electrostatique charges attractives | Glug, :OE2 O12:H 5,42
6 | Electrostatique Pi-Cation Arge :NH1 cycle A 4,08
7 |Electrostatique Pi-Cation Arge :NH1 cycle C 3,50
8 | Electrostatique Pi-Anion Glugs :OE2 cycle A 4,04
9 |Hydrophobe Pi-Pide type T Pheiis cycle B 5,30
10 | Hydrophobe Pi-alkyle Arggo cycle B 4,35
11 | Hydrophobe Pi-alkyle Alagg cycle B 4,74
12 | Hydrophobe Pi-alkyle Leuiso cycle B 5,14
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Figure 11 : Modg¢le tridimensionnel du complexe quercetin-AGP.

Figure 12 : Interactions chimiques clés entre la quercetin et AGP.
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111.3.Mode d’interaction entre la fisétine et PAGP

D’aprés les résultats de I’amarrage moléculaire et 1’analyse visuelle, la molécule flavonols,
la fisétine se lie a I’AGP avec une énergie de liaison de -7,08 kcal/mol.
La Figure 13 a montré que le fisétine est entourée d'un groupe principal d'acides étaient Phes,,

Valyi, Pheqia, Tyrizz, Tyraz, Asniiz, Tyrs;.

Dans le tableau 3 et la figure 14, deux interactions hydrogene sont observées, la premiére
de type conventionnel formée avec le résidu His97 et la seconde de type pi-hydrogéne
donneur formée par l'acide aminé Tyr127 avec des distances de 2,02 A et 4,08 A,
respectivement. La fisétine a formé deux interactions électrostatiques de type pi-cation et pi-
anion avec les résidus d'acides aminés Arg90 et Glu64 avec une distance de 4,61 A et 4,52 A,
respectivement. De plus, la fisétine a formé six interactions Hydrophobes, deux interactions
sont de types pi-pi de forme T par les résidus Phe;is, Tyrio; avec une distance de 5.39 A
et 5.70 A et quatre interactions de types pi-alkyle par les résidus d'acides aminés Leurs,
Arggo, Alagg et Leuy, avec une distance de 5.45 A, 4.40 A, 4.49 A et 5.05 A, respectivement.

Tableau 3 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation de complexe

fisetine-AGP.

N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine | Ligand | Distance A
1 |Hydrogene Conventionnelle Hisg7 : O @) 2,02
2 |Hydrogéne Pi-donneur Hydrogene | Tyrip7: OH | cycle A 4,08
3 | Electrostatique Pi-Cation Arggo :NH1 O:H 461
4 | Electrostatique Pi-Anion Glugs :OE2 |cycle A 4,52
5 | Hydrophobes Pi-Pide type T Pheiis cycle B 5,39
6 | Hydrophobes Pi-Pide type T Tyriz cycle A 5,70
7 | Hydrophobes Pi-alkyle Leury cycle B 5,45
8 | Hydrophobes Pi-alkyle Argoo cycle A 4,40
9 | Hydrophobes Pi-alkyle Alagy cycle B 4,94
10 | Hydrophobes Pi-alkyle Leuiso cycle B 5,05
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Figure 13 : Modgle tridimensionnel du complexe fisétine-AGP.

Figure 14 : Interactions chimiques clés entre la fisétine et I’AGP.
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111.4 Mode d’interaction entre la catéchine et PAGP

D’apres les résultats de I’amarrage moléculaire et I’analyse visuelle, le composé flavanols ;

la catéchine se lie a I’AGP avec une énergie de liaison de -7,31 kcal/mol.

La Figure 15 a montré que le catéchine est entourée par les acides aminés Glugs, Phsg, Serizs,
Phegz.

Le tableau 4 et la Figure 16 indiquent que la catéchine a formée cinq liaisons hydrogene, trois

de type conventionnelles par les résidus Seriss et Glugs et deux de type pi-donneur par

les acides aminés Pheyg et Phes,avec des distances de 3.99 A et 3.84 A.

Tableau 4 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation de complexe

catéchine-AGP.

N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine Ligand | Distance A
1 |Hydrogéne Conventionnelle Ser;ps: OG |03 2,99
2 |Hydrogene Conventionnelle Glugs:OE2 | 094 2,99
3 |Hydrogéne Conventionnelle Glugs:OE2 | 093 2,76
4 | Hydrogéne Pi-Donneur Phesg 094 3,99
5 |Hydrogéne Pi-Donneur Phes, 051 3,84
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Figure 15 : Modele tridimensionnel du complexe catéchine-AGP.

PHE
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Figure 16 : Interactions chimiques clés entre la catéchine et I’AGP.
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I11.5.Mode d’interaction entre la ginestein et PAGP

Les résultats de docking moléculaire et I’analyse visuelle montrent que la molécule

isoflavones la ginestein se lie & I’AGP avec une énergie de liaison de -8,94 kcal/mol.

Les principaux résidus de la fixation de la ginestein sont : Alas, Valry;, Leusos, lleos, Thri;
et Glny (Figure 17).

Le tableau 5 et la Figure 18 nous permette de deduire que la ginestein a formé quatre
interactions hydrogene, trois de type conventionnel par les acides aminés Arggo et llegs
et une de type pi-donneur par le résidu Tyri,7, le résidu Arggp est engagé dans les interactions
par la fonction amine NH1 et le carbone CD comme accepteurs de protons, la distance
séparative entre 1’hydrogéne et I’accepteur est de 2.80 et 3.50 A, pour le NHI et CD
respectivement. L’llegg contribue via 1’oxygéne O dont la distance de I’interaction est de
2.25 A. Alors que, le résidu Tyr;,7 partage le proton de la fonction hydroxyle pour une liaison
hydrogéne de longueur égale & 3.82 A.

De méme, des interactions hydrophobes pi-pi de type T résultantes de I’empilement
des cycles aromatiques et principalement de type Pi-alkyle est estimées d’étre formées avec
les résidus Tyr;, Pheis et Argeo, Arges, Pheir, avec des distances de 5.23 A, 4.79 A
et4.44 A, 461 A, 5.33 A, respectivement.

Tableau 5 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation de complexe

ginestein-AGP.

N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine Ligand | Distance A
1 |Hydrogéne Conventionnelle Argg :NH1 |06 2,80
2 | Hydrogéne Conventionnelle llegs : O O4:H 2,25
3 |Hydrogéne Conventionnelle Argg : CD 06 3,50
4 | Hydrogéne Pi-Donneur Tyri7 - OH 09 3,82
5 |Hydrophobes Pi-Pitype T Tyry; cycle A 5,23
6 |Hydrophobes Pi-Pitype T Phe;4 cycle B 4,79
7 | Hydrophobes Pi-alkyle Argoo cycle B 4,44
8 |Hydrophobes Pi-alkyle Alagg cycle B 4,61
9 [Hydrophobes Pi-alkyle Leuiso cycle B 5,33
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Figure 17 : Modg¢le tridimensionnel du complexe ginestein-AGP.

TYR
AZ127

Figure 18 : Interactions chimiques clés entre la ginestein et I’AGP.
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111.6 .Mode d’interaction entre I’hesperetin et ’AGP

Les résultats du docking moléculaire et l'analyse visuelle montrent que I'AGP se lie
au meilleur conformere de la molécule flavanones I'hesperetin avec une énergie de liaison de
7,41 kcal/mol.

Les principaux residus de la fixation de I'hesperetin sont : Tyripz, Argeo, Glugs, Tyryy
et Tyrs; (Figure 19).

Le tableau 6 et la Figure 20 dénote que I'hesperetin a formé trois liaisons hydrogéne, dont
deux sont de type conventionnel par les résidus d'acides aminés Tyri;, Glugs avec
des distances de 2.93 A, 2.84 A, respectivement, une troisiéme interaction de type Pi-donneur
est formée par le résidu Tyrs; avec une distance de 3.91 A et une quatriéme de type
Pi-donneur est formée par le résidu Tyr,; avec une distance de 3.80 A . L'hesperetin en plus
des interactions hydrogénes, a formé une interaction électrostatique de type Pi-cation formée
par le résidu Arggo avec une distance égale a 4.41 A, résultante des attractions entre la
fonction amine NH1 et le cycle A.

En outre, I'nesperetin a formé trois interactions hydrophobes : une de type Pi-Pi empilé entre
le cycle aromatique du Phe32 et le cycle B de distance égale & 4.48 A et deux de pi-pi type T
entre les résidus Tyr34 et Phell4 et le cycle B dont la distances est égale & 5.90 et 5.13 A,

respectivement.

Tableau 6 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation de complexe

hesperetin-AGP.

N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine Ligand | Distance A
1 |Hydrogéne Conventionnelle Tyrl27:0H O1 2,93
2 | Hydrogéne Conventionnelle Glu64:0E2 05 2,84
3 | Hydrogéne Pi-Donneur Tyr27 02 3,80
4 | Hydrogéne Pi-Donneur Tyr37 04 3,91
5 | Electrostatique Pi-Cation Arg90:NH1 |Cycle A 4,41
6 | Hydrophobe Pi-Pi empilé Phe32 Cycle B 4,48
7 |Hydrophobe Pi-Pitype T Tyr37 Cycle B 5,90
8 | Hydrophobe Pi-Pitype T Phell4 Cycle B 5,13
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Figure 19 : Modele tridimensionnel du complexe hesperetin-AGP.
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Figure 20 : Interactions chimiques clés entre I’hesperetin et I’AGP.
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111.7 .Mode d’interaction entre la chalcon et PAGP

Le résultat de docking moléculaire et de I’analyse visuelle montre que le conformer

de la chalcon se lie a I’AGP avec une énergie de liaison de -7,52 kcal/mol.

De plus, les principaux résidus entourant la chalcon sont : Phejis, Phesg, Alage, Argeo, Glues
(Figure 21).

Le tableau 7 et la Figure 22 révelent 1’établissement de deux liaisons hydrogene entre
la chalcon et ’AGP ; une de type conventionnel, formée par le résidu Arggo dont la distance
est de 3.06 A, la deuxiéme de type carbone hydrogéne formée par le résidu Arggy avec
une distance de 3.20 A.

La stabilite du complexe binaire entre lachalconet ’AGP est maintenue, en plus
des liaisons hydrogenes, par la formation de deux interactions électrostatique de type
pi-cation et pi-anion faisant intervenir les résidus Arg90, Glu64, avec des distances varient
de 4.06 24.26 A.

De méme, des interactions hydrophobes, de type empilé, pi-pi de type T et principalement
de type pi-alkyle, sont formées avec les résidus Phesg, Phej14, Arggo et Alagg oU des distances
de4.33A,5.19 A, 4.17 A, 4.60 A, sont respectivement mesurées.

Tableau 7 : Types d’interactions non covalentes favorisant la formation du complexe

chalcon-AGP.
N° | Catégorie d'interaction | Type d'interaction Protéine Ligand | Distance A
1 |Hydrogéne Conventionnelle Argg:NH1 |O 3,06
2 |Hydrogéne Carbone hydrogéne Argg:CD |O 3,20
3 |Electrostatique Pi-Cation Arggo: NH1 |cycle A 4,26
4 | Electrostatique Pi-Anion Glugs:OE2 |cycle B 4,06
5 |Hydrophobe Empilés Pheygy cycle B 4,33
6 |Hydrophobe Pi-Pitype T Phe;4 cycle A 5,19
7 | Hydrophobe Pi-Alkyle Arggo cycle A 4,17
8 |Hydrophobe Pi-Alkyle Alagy cycle A 4,60
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-
Figure 21 : Modele tridimensionnel du complexe chalcon-AGP
ILE
88
TYR LEU SER
TYR 127 79 89 PQHBE
27 LEU

<25 HSD
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Figure 22 : Interactions chimiques clés entre la chalcon et I’AGP.

26



Résultats et discussion

Discussions

Vu que I’énergie de formation des complexes pour I’ensemble des flavonoides étudiés était
négative (Figure 23), cela nous laisse supposer que la fixation de ces ligands sur la protéine
est thermodynamique favorable.

En effet, la fixation des différentes molécules au niveau des sites est assurée généralement
par les acides aminés : Serizs, Sersy, TYraz, Tyrizz, Hisgz, llegs, Argge avec la contribution
de groupement hydroxyle des flavonoides.

De plus, la comparaison des énergies libres de liaison des complexes formés par
les flavonoides (ligand) et la protéine (AGP), au niveau des sites de fixation obtenus
de Swissdock montrent que la ginestein, la quercitin, la chalcon, I’hesperetin, la catéchine,
fistéine et la luteolin, se lient plus favorablement au site de fixation de la protéine avec une
énergie libre d’interaction de: -8,94 kcal/mol, -7,73 kcal/mol, -7,52 kcal/mol,
-7,41 kcal/mol, -7,31 kcal/mol, -7,08 kcal/mol et -7,02 kcal/mol, respectivement.

Les résultats de prédiction révélent que la ginestein, présente la plus grande affinité pour se
lier au niveau du site de I’AGP et former un complexe ligand-protéine thermodynamiquement

le plus stable par rapport aux autres flavonoides étudiés.

LUT QUR CAT GEN HES FST CHLN
7,02 731 7,08 e
7,73 '
-8,94

Figure 23 : Variation de I’énergie de liaison a I’AGP selon le type de molécule flavonoide

T B N N

énergie de liaison (Kcal/mol)
N

-10
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IVV.Conclusion et perspectives

L’objectif de notre travail est I’étude par docking moléculaire de I’interaction entre 1’alpha
acide glycoprotéine et les flavonoides. Dans ce cadre nous avons déterminé les acides aminés
qui participent a la fixation, le type des interactions ainsi que 1’énergic des liaisons les plus
faibles issues de la formation de complexes binaires flavonoides-AGP.

Aprés avoir obtenu les résultats de prédiction, nous pouvons supposer que des complexes
stables peuvent se former entre I’AGP et les flavonoides, assurées principalement par
les acides aminés: Seriss, Sersg, Tyraz, Tyria7, Hisg7, llegs, Arggo et en raison de nombreuses

réactions hydrophobes et hydrogénees.

Les énergies de liaison indiquent que 1’hesperetin peut se fixer sur I’AGP avec une affinité

plus élevée que celles des autres flavonoides étudiées.

Enfin, notre recherche est basée sur des expériences in silico, mais nous espérons
I'approfondir en menant des expériences in vitro par des techniques spectroscopiques
de fluorescence de résonances magnétiques nucléaires (RMN) et par la cristallographie dans

la finalité de confirmer les résultats obtenus théoriquement.
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Annexe : liste des vingt acides aminés

Acide Aminé

Code a trois lettres

Acides aminés apolaires

Glycine Gly
Alanine Ala
Valine Val
Leucine Leu
Isoleucine lle
Méthionine Met
Proline Pro
Phénylalanine Phe
Tryptophane Trp
Cystéine Cys
Acides aminés polaires
Sérine Ser
Cystéine Cys
Asparagine Asn
Glutamine Gln
Lysine Lys
Arginine Arg
Thréonine Thr
Acide aspartique Asp
Acide glutamique Glu
Tyrosine Tyr
Histidine His




