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résumeé

Résumé :

En raison de I'importance des plantes dans la fabrication de médicaments et de remedes
naturels, car elles contiennent des composés actifs efficaces pour éliminer les maladies. Cette
étude visait a isoler et a extraire le composeé actif naringine des agrumes, plus précisément des
écorces d'orange, et a évaluer ses activités biologiques in vitro et in silico. La naringine a été
extraite des pelures par trempage dans du méthanol (solvant organique) avec un rendement de
3,5 % (poids sec). Un test a été mené pour mesurer I'efficacité de la naringine dans chacune
des activités suivantes (anticancéreux, antidiabétique, antibactérien), ou les résultats ont
montré une forte affinité entre la naringine et les molécules biologiques, avec un rapport de
liaison de 1,84 x 10* M pour I'ADN et 1,09 x 10° M pour I'ADN. Quant a la BSA, l'effet
antibactérien du composé a ensuite été évalué sur deux souches (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli), et d'apres les résultats, il a montré une activité inhibitrice de la naringine sur
les souches testées. Les résultats ont également montré I'efficacité du composé pour inhiber
I'enzyme alpha-amylase responsable de la démolition de I'amidon et de sa conversion en
sucre, avec un taux d'inhibition de IC50 = 3,5 pg/ml. Afin de vérifier les résultats de
laboratoire avec une image informatique, nous avons effectué le processus d'amarrage
moléculaire afin d'évaluer la formation et la force de la liaison entre la naringine et les
différents composes biologiques a travers le programme de simulation de modélisation
moléculaire Auto Dock, dans lequel les résultats ont montré la formation de liaisons
hydrogéne entre chacun des acides aminés du composé et les acides aminés des molécules
Participent a l'interaction.

Des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées sur les résultats de la fusion
moléculaire du complexe (naringine - alpha-amylase) afin de mesurer la stabilité
thermodynamique a la fois du composé et de I'enzyme, les trois analyses ayant montré la
formation de liaisons hydrogéne, ainsi que la stabilit¢é du composé et de lI'enzyme et la

flexibilité de son site actif.
Mots-clés : naringine / composés actifs / molécules biologiques / Staphylococcus aureus

/ Escherichia coli / enzyme alpha-amylase / docking moléculaire / simulation modéelisation

moléculaire autodoc / simulation dynamique moléculaire



Abstract

Abstract:

Due to the importance of plants in the manufacture of medicines and natural remedies,
because they contain active compounds that are effective in eliminating diseases. This study
aimed to isolate and extract the active compound naringin from citrus fruits, specifically from
orange peels, and to evaluate its biological activities by computer and in the laboratory.
Naringin was extracted from the peels by soaking using methanol (an organic solvent) with a
yield of 3.5% (dry weight). A test was conducted to measure the effectiveness of naringin in
each of the following activities (anti-cancer, anti-diabetic, anti-bacterial), where the results
showed a strong affinity between both naringin and biological molecules, with a binding ratio
of 1.84 x 10* M* for DNA and 1.09 x 10°M* for DNA. As for BSA, then the antibacterial
effect of the compound was evaluated on two strains (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli), and according to the results, it showed an inhibitory activity of naringenin on the tested
strains. The results also showed the effectiveness of the compound in inhibiting the alpha-
amylase enzyme responsible for the demolition of starch and converting it into sugar, with an
inhibition rate of 1C50 = 3.5 pg/ml. In order to verify the laboratory results with a computer
image, we performed the molecular docking process in order to evaluate formation and the
strength of the bond between naringin and the different biological compounds through the
molecular modeling simulation program AutoDock,in which the results showed the formation
of hydrogen bonds between each of the amino acids of the compound and the amino acids of
the molecules Participate in the interaction.

Molecular dynamics simulations were performed on the results of the molecular fusion of
the complex (naringenin - alpha-amylase) in order to measure the thermodynamic stability of
both the compound and the enzyme, as the three analyzes showed the formation of hydrogen
bonds, as well as the stability of the compound and the enzyme and the flexibility of its active

site.
Keywords: naringin / active compound / biological molecules / Staphylococcus aureus /

Escherichia coli / alpha-amylase enzyme / molecular docking / molecular modeling

simulation autodoc / molecular dynamics simulation
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Cm Centimeter
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Introduction

Introduction:

Les plantes médicinales ont été utilisées pendant des siecles comme remedes pour traiter
divers maux chez les humains. Des études ont révelé que 70 a 80 % de la population mondiale
utilise des plantes médicinales a des fins thérapeutiques (Boubekeur, 2019). Dans les pays en
développement, la majorité des personnes ont recours aux plantes médicinales pour les soins
de base en raison du manque d'acces aux medicaments sur ordonnance, mais aussi parce que
les plantes peuvent s'avérer efficaces. On estime qu'au moins 25 % des médicaments
modernes sont directement ou indirectement dérivés de plantes médicinales, principalement
grace a l'application des connaissances traditionnelles aux technologies modernes (IGCRT,
2007). Selon I'Organisation mondiale de la santé, environ 80 % de la population mondiale
utilise des préparations traditionnelles a base de plantes pour les soins de base (OMS,
2003).L'Algérie, en raison de sa situation géographique, posséde une flore variée. Les plantes
médicinales renferment une multitude de composés différents, y compris des métabolites
secondaires, qui jouent un role crucial dans la survie et la reproduction des plantes qui les
produisent. Ces composes sont également largement utilisés par I'nomme dans des domaines
tels que la pharmacologie, la cosmétique et lI'agroalimentaire (Reguleg, 2011). Parmi ces
plantes se trouvent les oranges, dont les pelures contiennent de la naringine (NAR), un
flavonoide présent dans de nombreuses plantes médicinales et fruits. La naringine a suscité un
intérét croissant en raison de son potentiel a contribuer a lI'amélioration de nombreux
problemes de santé. Des études expérimentales ont démontré qu'elle posséde de nombreuses
propriétés biologiques, notamment des activités anti oxydantes, anti-inflammatoires et
antidiabétiques. Des études in vitro et in silico ont également démontré les bienfaits de la
naringine dans différents modeles précliniques, tels que l'athérosclérose, les troubles
cardiovasculaires, le diabéte sucré, les troubles neurodégénératifs, I'ostéoporose et les troubles
rhumatismaux. De plus, la naringine a également montré des propriétés chimio préventives et
anti-cancéreuses dans divers modeles de cancer de la bouche, du sein, du célon, du foie, du
poumon et de l'ovaire. Le but de notre étude est d'évaluer l'effet de la naringine (un
flavonoide) sur les activités biologiques suivantes : antidiabétique, anti-cancéreuse et
antibactérienne. Cette étude peut étre réalisée de deux maniéres, in silico par docking
moléculaire, in vitro en utilisant du methanol, de I'éthanol, de la lumiére UV et plusieurs
autres produits chimiques. Notre travail est divisé en deux parties, une partie théorique qui
comprend 3 chapitres, le premier chapitre contient un apercu bibliographique de la naringine,

le deuxieme chapitre contient la technique d'utilisation, et le troisieme chapitre contient les
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activités biologiques. La deuxiéme partie appliquée contient deux chapitres. Le premier
chapitre est Matériels et Méthodes et le deuxiéme chapitre est Résultats et discussion.
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I.L’activité anti-cancéreuse:
1.1. ADN
I. 1.1.Définition

L'ADN est un polymeére biologique omniprésent. Il est présent dans toutes les cellules, se
trouvant dans le cytoplasme des cellules procaryotes, tandis qu'il est localisé dans le noyau,
les mitochondries et les chloroplastes des cellules eucaryotes. L'ADN joue un role
fondamental dans I'nérédité, car il constitue le génome des organismes vivants et se transmet

intégralement ou partiellement lors des processus de reproduction. (Quinkal, 1., 2003).
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Figure 01 : ADN dans le noyau cellulaire (Chennouf, F., 2011).

I. 1.2. Structure de I'ADN

La molécule d’ADN est la plus volumineuse dans I'organisme. Elle adopte une structure en
double hélice formée de deux brins enroulés autour l'un de l'autre. Cette molécule est
composée d'une succession répétitive de nucléotides qui comprennent une base purique ou
pyrimidique, un sucre appelé désoxyribose et un groupe phosphorique. La séquence sucre-
acide phosphorique est constante dans I'ADN, tandis que les nucléotides se distinguent
uniquement par leur base. Il existe quatre types de bases dans I'ADN : l'adénine (A) et la
guanine (G), qui sont des purines, ainsi que la cytosine (C) et la thymine (T), qui sont des
pyrimidines. La thymine est une base spécifique de I'ADN et ne se retrouve pas dans I'ARN
(acide ribonucléique), ou elle est remplacée par I'uridine (U). (Swynghedauw, B., Silvestre J-
S., 2008).
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I. 1.3.Dommages de I'’ADN et I'oncogenése

La préservation précise du matériel genétique (y compris I'épigénétique) est essentielle
pour le développement normal d'un organisme. Cependant, 'ADN est constamment exposé a
des facteurs enzymatiques, chimiques et physiques qui peuvent altérer son intégrité. A
I'intérieur de la cellule, un réseau complexe de voies de signalisation, connu sous le nom de
réponse aux dommages de 'ADN (DDR), joue un rdle crucial dans la maintenance et la
transmission du génome. Cette réponse coordonne des processus tels que la réplication de
I'’ADN, la recombinaison, la réparation de I'ADN et la ségrégation des chromosomes lors de la
division cellulaire. Tout dysfonctionnement de ces processus peut entrainer une prédisposition
au cancer (Lacave, R et al., 2005).
. 1.4.Etapes de I'oncogenése
1.1.4.1.L"étape d'initiation : elle se produit lorsque I'ADN subit une Iésion rapide et
irréversible suite & une exposition a un agent cancérigene, qu'il s'agisse d'une cause physique,
chimique, virale, etc.
1.1.4.2.L'étape de promotion : elle survient lors d'une exposition prolongée, répétée ou
continue a une substance qui entretient et stabilise la Iésion initiale.
1.1.4.3.Létape de progression : elle se caractérise par l'acquisition de propriétés de
multiplication non contr6lée, l'indépendance vis-a-vis des signaux de régulation, la perte de
différenciation cellulaire, ainsi que l'invasion locale et la formation de métastases. (Teste, K.,
2008 cité par Adaika A., 2016).

Chimie
INITIATION PROMOTION PROGRESSION
v e e - E e
Vi Cellule Cellule Lésion Tumeur
s normale initiée précancéreuss maligne

Figure 02: Etapes de I'oncogenése (Jacqueline L.Ch., 2000).
I. 1.5.Traitement du cancer
Le traitement du cancer vise principalement a atteindre la guérison idéale ou, a défaut, a

stopper la progression de la maladie pendant une période prolongée tout en atténuant les
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symptomes. Deux principales modalités de traitement sont utilisées : les traitements
locorégionaux (chirurgie, radiothérapie) et les traitements médicaux systémiques tels que
I'normonothérapie, I'immunothérapie et la chimiothérapie (Jegham, H., 2009).

» La chirurgie consiste a enlever la tumeur ou les tissus affectés et est le principal
traitement des tumeurs solides localisées.

* La radiothérapie consiste a irradier la tumeur avec des rayons X ou y pour détruire les
cellules cancéreuses. Elle est souvent utilisée en combinaison avec d'autres thérapies.

* Les traitements biologiques utilisent des substances naturelles produites par I'organisme.
Par exemple, l'immunothérapie renforce les defenses immunitaires contre les cellules
cancéreuses.

* Les traitements hormonaux agissent sur la croissance, la multiplication ou la mort des
cellules cancéreuses. lls sont utilisés spécifiquement pour les cancers dépendants des
hormones.

« Les greffes de moelle osseuse renforcent le systeme de production des cellules sanguines,
bien qu'elles ne constituent pas un traitement direct du cancer.

« La chimiothérapie utilise des médicaments pour tuer les cellules cancéreuses. Différents
agents chimio thérapeutiques aux mécanismes d'action variés sont généralement combinés
pour augmenter I'efficacité et prévenir la résistance (Teniou, S., 2011).

Un domaine en pleine expansion dans le traitement du cancer est l'utilisation de composés
organomeétalliqgues en chimie bio-organométallique. Les dérivés ferrocéniques sont
particuliérement intéressants et font I'objet de nombreuses études (Gormen, M., 2010).

Il .L’activité antidiabétique:
I1.1. diabéte
11.1.1. Définition:

Le diabéte se réfere a un ensemble de maladies métaboliques ayant diverses causes, se
manifestant par une élévation chronique du taux de glucose sanguin. Il est caractérisé par des
perturbations dans les métabolismes des glucides, des lipides et des protéines, résultant d'une
sécrétion et/ou d'une action insuffisante de l'insuline (DeFronzo et al., 2015). Cette
augmentation chronique du taux de glucose est associée, a différents degres, a des
complications a long terme qui affectent principalement les yeux, les reins, les nerfs, le coeur

et les vaisseaux sanguins (ADA, 2008 ; Rodier, 2008).
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Le diabéte est défini par une hyperglycémie chronique, ce qui signifie que la glycémie a
jeun est supérieure a 1,26 g/L (7 mmol/L), ou que la glycémie dépasse 2 g/L (11,1 mmol/L) a
n'importe quel moment, ou encore lors d'un test d'hyperglycémie provoquée par voie orale
(HGPO) a deux reprises (deux heures aprés le début d'un repas ou apres ingestion de 75 g de
glucose par voie orale). Cette définition repose sur le seuil glycémique associé a un risque de
micro angiopathie, en particulier de rétinopathie (Sachon et al., 2004 ; ADA, 2007).
11.1.2. Classification:

Le diabéte sucré est divisé en quatre catégories, a savoir le diabete de type I, le diabete de
type Il, le diabéte gestationnel et d'autres types spécifiques connus sous le nom de diabétes
secondaires (Luka et al., 2013).
11.1.1.1. Le diabete de type I, également appelé diabete insulino-dépendant (DID), se
caractérise par une administration réguliére d'insuline, une production insuffisante d'insuline
et une cause inconnue qui le rend non préventif (Chaouki, 2012).
11.1.1.2. Le diabéte de type Il, également appelé diabete non insulino-dépendant (DNID), est
causé par une mauvaise régulation de I'insuline par I'organisme. Il est le type de diabéte le
plus répandu dans le monde, représentant environ 90 % des cas. Les symptdémes sont souvent
moins graves que ceux du diabete de type I, et il peut étre diagnostiqué plusieurs années apres
son apparition (Chaouki, 2012).
11.1.1.3. Le diabete gestationnel est généralement transitoire et disparait quelques semaines
aprés l'accouchement. Les femmes atteintes de diabéte gestationnel ont un risque accru de
développer un diabéte de type Il ultérieurement (Schaefer-Graf et al., 2002).
11.1.1.4. Le diabete secondaire peut étre lié a diverses causes selon I'American Diabétes
Association (ADA, 1997) et I'Organisation mondiale de la santé (OMS, 1999). Il peut résulter
d'une maladie du pancréas, d'une maladie endocrinienne, de I'utilisation de certains
médicaments ou substances toxiques, d'anomalies génétiques de I'action de l'insuline, ainsi
que d'autres maladies genétiques parfois associées au diabete (Chaouki, 2012).

11.2. La régulation enzymatique de la glycémie:
11.2.1.1’alpha amylase:
11.2.1.1 Definition:

L'a-amylase est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires, tout

comme les autres enzymes (Nouadri, 2011). C'est une enzyme présente universellement,

synthétisée par tous les organismes vivants (Merabti, 2006). Elle agit comme une endo-
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enzyme, avec une masse moléculaire comprise entre 40 et 70 kDa (Panchal, 1990), et elle
hydrolyse de maniere aléatoire les liaisons osidiques (1,4) de I'amylose, de I'amylopectine, de

I'amidon et du glycogéne, a I'exception des liaisons terminales de ces chaines. Cela
entraine la libération du glucose, du maltose et principalement des a-dextrines (Kelly et al.,
1997).
11.2.1.2. Structure :

Les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines renfermant 478
acides aminés répartis en 3 domaines globulaires (Nouadri, 2011). Ces domaines sont
associés par une chaine polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes
(Figure 3). La partie glucidique est formée essentiellement de maltose, les résidus constituant
le site de fixation du substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique sont localisés dans
le domaine A qui montre que l'aamylase est formée de 8 feuillets B plissés et de 8 hélices o

(Chiba,1988; Nouadri, 2011).

Figure03: Structure tridimensionnelle de I’a-amylase (Kraulis, 1991).
L’a-amylase fongique, comportant trois domaines globulaires (A, B, et C). Le domaine A
(couleur verte), forme un tonneau (B / o) 8 feuillets et porte le site actif a la partie C- terminale
des feuillets 3. Le domaine B (couleur jaune), forme une boucle a partir du milieu du domaine
A et constitue une sorte de «couvercle ». Quant au domaine C (couleur bleue), il constitue un
tonneau de 8 feuillets B antiparalléles et I'ion de calcium (sphére violet) (Benaouida, 2008).

11.2.1.3. Le role d’alpha-amylase :
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A digestion de I'amidon, qui est la principale source de glucides pour I'homme, commence
dans la bouche. La salive contient de l'a-amylase, une enzyme qui hydrolyse toutes les
liaisons glycosidiques o (1-4) de I'amidon, a I'exception des plus extrémes et de celles proches

des points de branchement. Lorsque les aliments machés parviennent a I'estomac, l'acidité
inactive l'a-amylase et réduit la longueur moyenne des chaines d'amidon de plusieurs milliers
a moins de huit unités de glucose. La digestion de I'amidon se poursuit dans l'intestin gréle
gréce a l'action de la f-amylase, qui agit a partir de 1'extrémité non réductrice, ainsi que de 1'a-
amylase pancréatique, similaire a 'a-amylase salivaire. Ces enzymes dégradent I'amidon en
un mélange de maltose, un disaccharide, de maltotriose, un tri saccharide composé de trois
résidus de glucose liés par des liaisons a (1-4), et de dextrines, des oligosaccharides
présentant des ramifications o (1-6). Ces oligosaccharides sont ensuite hydrolysés en
monosaccharides par des enzymes spécifiques situées dans les membranes de la bordure en
brosse de la muqueuse intestinale, notamment une a (1-6) glucosidase qui libére un a un les

résidus de glucose des oligosaccharides (Figure 04) (Voet, D. et Voet, J., 2005).

o R-Enzyme
a-1,6-Glucosidases

f: f-Amylases v

Qe OO vase

Figure 04 : La digestion enzymatique de I’amidon (Tormo et al., 2004).
11.2.1.4. Mécanisme d’action:

Le mécanisme d'action de 1'a-amylase implique la participation de trois fonctions du site
actif qui comprennent un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positive de
I'atome attaqué et un donneur de proton au groupe déplacé. Cela signifie que la rupture de la
liaison osidique implique des échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de
I'enzyme et du substrat. Les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides

Carboxyliques et un noyau imidazole (Park et al., 1997). Ce mécanisme est une
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caractéristique de l'enzyme, et selon les conditions expérimentales telles que la
température, le pH, la taille et la structure du substrat, I'enzyme peut utiliser différents
mécanismes, voire une combinaison de plusieurs mécanismes (Mazur et Nakatani, 1993 ;
Nielson et al., 2001).

Parmi les mécanismes observés :

« L'attaque aléatoire : I'a-amylase hydrolyse de maniére aléatoire les liaisons glucosidiques,
libérant deux fragments qui seront attaqués séparément.

« L'attaque préférentielle : 'a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons dans
le substrat.

» L'attaque répétitive ou multiple : cela implique que l'enzyme se déplace le long de la
chaine du substrat pour hydrolyser les liaisons glucosidiques sans se dissocier du substrat
(Berry et Paterson, 1990 ; Scriban, 1999).

Fogarty et Kelly (1980) ont signalé que les a-amylases sont des métallo-enzymes
nécessitant la présence d'ions calcium pour leur activité enzymatique et le maintien de la
stabilité de leur structure en acides aminés.

11.2.2. Alpha-glucosidase

Selon la nomenclature IUPAC-IUBMB, les a-glucosidases (EC 3.2.1.20, a-D-glucoside
glucohydrolase) sont des enzymes exo-glycosidases qui catalysent principalement I'nydrolyse
des liaisons a-1,4-glucosidiques d'un substrat, tels que les malto-oligosaccharides ou le
glycogéne, afin de libérer un a-D-glucose. En plus de cela, elles peuvent également catalyser
des réactions de trans-glycosylation pour synthétiser des composés a-D-glucosylés (Kato et
al., 2002 ; Ferrer et al., 2005 ; Seo et al., 2011).

I11.L’activité antibactérienne
I11.1. Les bactéries
111.1.1. Définition:

Les bactéries sont des micro-organismes responsables de maladies graves ou qui peuvent
simplement coloniser la peau de maniére mineure. La plupart des bactéries se reproduisent
rapidement en quelques heures ou jours, tandis que d'autres se développent plus lentement, ce
qui peut entrainer des infections chroniques difficiles a traiter. Les bactéries possedent une
grande capacité d'adaptation génétique. Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique qui

peut transferer du matériel génétique au sein de la méme espéce ou entre différentes espéces.
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Cette adaptation génétique peut augmenter leur pathogeénicité et leur résistance aux
antibiotiques (Hart et Shears, 1997).
I11.1.2. Structure bactérienne

Certaines structures sont présentes chez toutes les bactéries, ce sont les éléments «
constants » ; d’autres sont retrouvés seulement chez certaines bactéries : ce sont les ¢léments

« inconstants » ou « facultatifs. » (Fasquelle, 1971) et (Javillier et al., 1972).

|

Membranea
Y cytoplasmique

L L .
Chromosome Vacuocie Cytoplasme
de gaz

Ribosome Plasmide

Figure 05: Structure générale d'une cellule bactérienne (Bertrand et al., 2011).
111.1.3. Les Morphologies bactériennes:

Les bactéries présentent diverses formes, telles que sphériques (coques ou cocci), en forme
de batonnet (bacilles) ou intermédiaires (coccobacilles). La plupart des bactéries sont colorées
selon la méthode de Gram, ou les bactéries a Gram positif (comme Listeria innocua,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) apparaissent en bleu-violet, tandis que les bactéries a
Gram négatif (comme Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium)

présentent une coloration rose.. (Hart et Shears,1997).
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Shapes of bacteria
(cellular morphologies)
Cocci : Bacil : Others
Diplococel Streptobacilll Sperochote

Bacillus

Figure06: Différents formes de bactéries (Yamaguchi et all,2014).

I11.2. Les antibiotiques
111.2.1. Définition:

Les antibiotiques, dérivés du grec "anti" (contre) et "bios" (vie), sont des substances
d'origine microbienne ou leurs dérivés qui ont la capacité de tuer les micro-organismes
sensibles ou d'inhiber leur croissance. Bien que les sulfamides soient parfois inclus dans cette
catégorie, ce sont en réalité des produits chimio thérapeutiques synthétiques d'origine non
microbienne. Les antibiotiques présentent les caractéristiques suivantes :

«Ils ont une activité antibactérienne.

*Leur action in vivo différe de celle des désinfectants.

*Ils sont bien absorbés et se diffusent efficacement dans I'organisme (Prescott, 2003).
111.2.2. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre catégorisés en fonction de différents critéres tels que leur
origine, leur composition chimique, leur spectre d'activité et leur mécanisme d'action (Yala et
al., 2001). En ce qui concerne leur mode d'action, les antibiotiques sont regroupés en cing
catégories distinctes.
111.2.2.1. Antibiotiques agissant sur la paroi:

* Son mécanisme d'action repose sur l'inhibition des protéines liant la pénicilline (PLP) qui

sont responsables de la synthese du peptidoglycane. Les PLP jouent un rdle dans les activités
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transpeptidasiques, carboxypeptidasiques et transglycolasiques. En bloquant I'action des PLP,
on entrave la formation des ponts pentacycliques essentiels a la structure réticulée de la paroi
bactérienne. Cela conduit & la formation de cellules bactériennes de forme ronde ou
filamenteuse qui finissent par se lyser (Sedrati, 2014).

+ Certains antibiotiques agissent en bloquant la polymérisation du peptidoglycane en se
liant a la partie terminale D-Ala-D-Ala des peptides impliqués dans cette étape de
polymeérisation du peptidoglycane (Perronne, 1999).

* Un autre antibiotique se fixe sur une enzyme essentielle a la formation de 1'acide N-
acétylmuramique, I'un des précurseurs du peptidoglycane (Agregé et al., 2015).
111.2.2.2. Antibiotiques agissant sur la synthése protéique:

Leur mécanisme d'action implique la fixation sur la sous-unité 30S du ribosome, ou ils
interférent avec la synthése des protéines(Singleton, 2005).

* IIs agissent au niveau de la sous-unité 50S du ribosome en inhibant la croissance de la
chaine polypeptidique en formation (Yala et al., 2001).

* Leur action se situe au niveau de la sous-unité 30S du ribosome, ou ils entravent la phase
d'élongation de la chaine polypeptidique en empéchant la fixation de l'aminoacyl-ARNt
(Bryskier, 1999).

« IIs inhibent la peptidyl-transférase en se liant a la sous-unité 50S du ribosome bactérien
(Wareham et Wilson, 2002).

* Leur fixation se fait sur la sous-unité ribosomale 50S, empéchant ainsi sa liaison avec la
sous-unité 30S (Nauciel et Vildé, 2005).
111.2.2.3. Antibiotiques agissant sur la synthese des acides nucléiques:

* Leur action se dirige vers deux enzymes impliquées dans la synthese de 'ADN : 'ADN
gyrase (principale cible des BGN). Elles forment un complexe ADN-gyrase-quinolone qui
bloque la progression de I'ADN polymérase bactérienne lors de la réplication. De plus, 'ADN
topoisomérase 1V est également affectée. L'interaction entre I'ADN, la quinolone et la
topoisomérase favorise la coupure de I'ADN et inhibe la relégation (Hooper, 2002).

* Elles inhibent la transcription de I'ADN en ARNm en ciblant 'ARN polymérase (Nauciel
et Vildé, 2005).

* Leur action se manifeste directement sur 'ADN, provoquant diverses lésions telles que

des coupures et des substitutions de bases (Nauciel et Vilde, 2005).
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111.2.2.4. Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique:

* Elles se lient aux phospholipides, ce qui perturbe les transferts transmembranaires de
nutriments et inhibe les processus de phosphorylation oxydative du métabolisme énergétique
(Faucheér et avril, 2002).
111.2.2.5. Antibiotiques agissant sur la synthése de ’acide folique:

* IIs bloquent la synthése des folates en se liant a la dihydroptéroate synthétase (DHPS),
qui est le site actif impliqgué dans une réaction cruciale pour la production de l'acide
tétrahydrofolique (DHF). L'acide tétrahydrofolique est essentiel pour la synthese des purines
et des pyrimidines nécessaires a la formation de I'acide nucléique (lambert, 1995).

* IIs inhibent la synthése des folates en se liant a la dihydrofolate réductase (veyssier,

1999).

« IIs agissent sur les deux enzymes mentionnées précédemment (veyssier, 1999).
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I. Agrumes:
I.1. Introduction:

Les agrumes sont des fruits populaires et tres appréciés dans le monde entier pour leur goGt
acidule, leur teneur élevée en vitamines et leurs propriétés medicinales. Le genre Citrus
comprend des variétés d'arbres fruitiers tels que les oranges, les citrons, les pamplemousses,
les limes et les mandarines. Les agrumes sont originaires d'Asie du Sud-Est, mais sont
aujourd'hui cultivés dans de nombreux pays, notamment les Etats-Unis, le Brésil, I'Espagne,
I'ltalie, I'Afrique du Sud et I'Australie. (Davies., 2019).

Les agrumes ont une longue histoire, remontant a plus de 4 000 ans en Chine, ou ils étaient
considérés comme des fruits sacrés. Depuis lors, les agrumes ont été introduits et cultivés
dans de nombreuses parties du monde, devenant une composante importante de I'alimentation
et de la culture de nombreuses sociétés (Hyman., 2013).

Les agrumes ont également des utilisations pratiques dans I'industrie, en particulier dans la
production d'huiles essentielles pour les parfums, les produits de nettoyage et les produits de
soins personnels. Les agrumes sont également utilisés dans la médecine traditionnelle pour
traiter une variété de troubles, tels que les infections respiratoires, la digestion et la prévention
du cancer (Laszlo .,2007).

1.2. Historique:

Les agrumes sont des fruits issus de diverses variétés d'arbres appartenant au genre Citrus,
tels que les oranges, les citrons, les pamplemousses, les limes et les mandarines. Ces fruits
sont originaires d'Asie du Sud-Est, mais ont depuis été cultivés dans le monde entier
(Hyman., 2013).

Les agrumes ont une longue histoire, remontant a plus de 4 000 ans en Chine, ou ils étaient
considérés comme des fruits sacrés. Les Romains et les Grecs de I'Antiquité connaissaient
également les agrumes et les utilisaient pour leurs propriétés medicinales (Hyman., 2013).

Au cours du Moyen Age, les agrumes étaient encore considérés comme des produits de
luxe en Europe, car leur culture était limitée a des régions chaudes comme le sud de I'ltalie et
de I'Espagne. Ce n'est que pendant la Renaissance que les agrumes ont commencé a étre
cultivés en Europe centrale et en Amerique du Sud, grace aux explorateurs portugais et
espagnols (Davies., 2019).

Au fil des siecles, les agrumes sont devenus de plus en plus populaires dans le monde
entier, et aujourd'hui, ils sont cultivés dans de nombreux pays, y compris les Etats-Unis, le

Brésil, I'Espagne, I'ltalie, I'Afrique du Sud et I'Australie. Ils sont appréciés pour leur godt
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acidule, leur teneur élevée en vitamines et leur utilisation dans la cuisine, les boissons et les
parfums (Laszlo, 2007).
1.3. Types:

Il existe plusieurs types d'agrumes, chacun avec ses propres caractéristiques de godt et de
texture. Voici une liste de certains des types d'agrumes les plus courants :

. Orange: Il existe plusieurs variétés d'oranges, dont la Navel, la Valencia et la Blood orange.
Les oranges ont une pulpe juteuse et sucrée avec une acidité agréable.

. Pamplemousse: Il existe deux variétés principales de pamplemousses : le pamplemousse
rose et le pamplemousse blanc. Les deux ont une saveur acidulée et légérement amere.

. Citron: Les citrons sont connus pour leur acidité forte et leur utilisation fréquente dans la
cuisine. Les citrons sont également utilisés dans la production de boissons gazeuses et de
limonade.

. Lime: Les limes sont des agrumes verts souvent utilisés dans les plats mexicains et
asiatiques. Les limes ont une saveur acide et Iégerement amére.

. Mandarine: Il existe plusieurs variétés de mandarines, dont la Satsuma, la Clementine et la
Tangerine. Les mandarines ont une pulpe sucrée et juteuse, avec une acidité modéreée.

. Clémentine: La clémentine est une variété de mandarine sans pépins, avec une pulpe sucrée
et une acidité faible.

. Bergamote: La bergamote est un agrume souvent utilisé pour son huile essentielle dans les
parfums. Elle a un goGt amer et est souvent utilisée pour aromatiser les thés et les boissons
alcoolisées (Schaffer et all,2019).

Il. L'orange

11.1. Définition:

Les oranges sont des agrumes appartenant a la famille des Rutacées et sont I'un des fruits
les plus couramment consommés dans le monde. Elles sont originaires d'Asie et ont été
cultivées pendant des milliers d'années.

Les oranges ont une pulpe juteuse et sucrée avec une acidité agréable. Elles sont riches en
vitamine C, en fibres alimentaires et en divers antioxydants. Les oranges peuvent étre
consommees fraiches, en jus ou utilisées dans diverses préparations culinaires.

Les oranges sont également utilisées dans I'industrie alimentaire pour produire des ardmes,
des colorants et des huiles essentielles. L'huile d'orange est souvent utilisée dans les produits

de nettoyage ménagers pour son parfum frais et son action nettoyante (Schaffer et all,2019).
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11.2.Types

Il existe de nombreux types d'oranges cultivées dans le monde entier. Voici une liste de
quelques-unes des variétés les plus courantes :
. Orange Navel : Cette variété est la plus courante en Amérique du Nord. Elle est douce et
juteuse avec une texture ferme et légérement granuleuse. Elle doit son nom a la petite «
navelle » ou deuxiéme fruit qui se forme a I'extrémité de la fleur.
. Orange Valencia : Cette variéeté est souvent cultivée en Floride et en Californie. Elle est tres
juteuse et a une saveur douce et acidulée. Elle est souvent utilisée pour faire du jus d'orange
frais.
. Orange sanguine : Cette variété est également appelée "orange sanguine de Sicile" et est
cultivée en Italie. Elle doit son nom a sa chair rouge foncé qui est riche en anthocyanes, des
pigments qui lui donnent sa couleur caractéristique.
. Orange amere : Cette variété est également appelée « orange de Séville » et est souvent
utilisée pour faire de la marmelade. Elle a une saveur ameére et une texture épaisse.
. Orange de mandarine : Cette variété est plus petite que les oranges traditionnelles et a une
saveur plus douce. Elle est facile a peler et est souvent utilisée comme collation pour les
enfants (Schaffer et all,2019).
11.3. Composants:

Les oranges sont riches en nutriments et en composants bénéfiques pour la santé. Voici
quelques-uns des composants clés que I'on trouve dans les oranges :
Vitamine C : Les oranges sont une excellente source de vitamine C, qui est un antioxydant
puissant et qui aide a renforcer le systéme immunitaire.
Fibres : Les oranges contiennent des fibres solubles, telles que la pectine, qui peuvent aider a
réguler la digestion et a réduire le cholestérol sanguin.
Caroténoides : Les oranges contiennent des caroténoides, tels que la lutéine et la
zéaxanthine, qui sont benéfiques pour la santé oculaire.
Flavonoides : Les oranges contiennent des flavonoides, tels que la naringénine et
I'nespéridine, qui ont des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes.
Acides organiques : Les oranges contiennent des acides organiques, tels que l'acide citrique
et I'acide malique, qui peuvent aider a réguler I'équilibre acido-basique de I'organisme.

Les oranges contiennent également des minéraux tels que le potassium, le calcium et le

magnésium, ainsi que des vitamines du groupe B (Hyman., 2013).
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Figure 07:Coupe équatoriale d’une orange (Huet, 1991).

11.4. Compositions biochimiques:

Avec plus de 85% d’eau 'orange est un fruit désaltérant. C’est dans cette eau de
Constitution que se trouvent sous forme dissoute les principaux éléments nutritifs (Tableau.
01) (Albrigo, 1970).

Tableau 01: Compositions biochimiques de 1’orange (Albrigo, 1970).

Composants Contenance
Glucides 8.5a12%
Acides organiques 1.2 % (acide citrique et un peu d’acide
malique).
Vitamines dominé par une teneur en vitamine C
Minéraux 40mg/ 100g
Pigments Anthocyanes
I11. Flavonoides
I11.1. Définition:

Les flavonoides sont une classe de composés phytochimiques présents dans les plantes, y
compris les agrumes tels que les oranges, les citrons et les pamplemousses. Les flavonoides
sont des antioxydants puissants qui aident a protéger les cellules du corps contre les
dommages causés par les radicaux libres. Ils sont également responsables de la couleur vive
de nombreux fruits et Iléegumes. (Overgaard et al. 2017).

Il existe plusieurs types de flavonoides, chacun ayant des propriétés uniques et bénéfiques
pour la santé. Les flavonoides dans les agrumes, tels que la naringine et I'hespéridine, ont été
étudiés pour leurs propriétés anti-inflammatoires, anti oxydantes et cardio-protectrices
(Crozier et al. 2009).
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111.2. Flavonoides présents dans les oranges:

Les oranges contiennent plusieurs types de flavonoides, notamment :

. Hespéridine : c'est le flavonoide le plus abondant dans les oranges, principalement dans la
partie blanche de I'écorce et la pulpe. L'hespéridine est considérée comme un antioxydant
puissant et a des propriétés anti-inflammatoires.

. Naringine : c'est un autre flavonoide courant dans les oranges, principalement dans la pulpe.
La naringine est également un antioxydant et a des propriétés anti-inflammatoires.

. Narirutine : c'est un flavonoide moins courant dans les oranges, mais il est également
présent dans la pulpe. La narirutine a des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
(Clemente et al. 2018).

IV. Naringine

IV.1. Définition:

La naringine est un flavonoide de la famille des flavanones, qui est largement présente
dans les agrumes, en particulier dans les oranges ameres. Elle est considérée comme un
antioxydant puissant et a des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes et
anticancéreuses potentielles. La naringine est également connue pour améliorer l'absorption
d'autres nutriments et médicaments dans I'organisme (Li Li et al. 2018).

La naringine a également des propriétés hypoglycémiantes et hypocholestérolémiantes.
Elle a été étudiée pour son potentiel dans la prévention et le traitement de la maladie
d'Alzheimer, de la stéatose hépatique, de I'obésité, du diabéte et de I'inflammation chronique
(Sanchez et al. 2013).

De plus, la naringine peut améliorer I'absorption d'autres nutriments et médicaments dans
I'organisme en inhibant I'enzyme CYP3A4, qui est responsable de la dégradation de
nombreux médicaments dans le foie (Patel et al. 2020).

IV.2.Structur:

H(

OH

OH

OH

CH;

OH OH

Figure 08: Structure de naringine
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V.3 propriétés physiques et chimiques:

La naringine est un flavonoide de la famille des flavanones, et elle posséde plusieurs
propriétés physiques et chimiques. Voici quelques informations sur ces propriétés :

. Masse moléculaire : 582,52 g/mol

. Point de fusion : 181-183°C

. Solubilité : insoluble dans I'eau, Iégerement soluble dans I'éthanol et le méthanol, soluble
dans les solvants organiques tels que I'acétone et I'éther

. Couleur : blanc a jaune clair

. Odeur : inodore

En termes de propriétés chimiques, la naringine est un composé flavonoide contenant
plusieurs groupes fonctionnels, tels que des groupes hydroxyle, des groupes méthoxyle et un
groupe cétone. Elle posséde également des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires,
qui sont liées a sa capacité a piéger les radicaux libres et a inhiber la production de cytokines
pro-inflammatoires (Sdnchez et al. 2013).

IV.4. Application

La naringine présente plusieurs applications dans les domaines pharmaceutique,
cosmétique et alimentaire en raison de ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et anticancéreuses. Voici quelques exemples d'applications de la naringine :

Dans l'industrie pharmaceutique, la naringine est utilisée comme ingredient actif dans des
médicaments pour traiter I'inflammation, la douleur et les maladies cardiovasculaires Parekar
et al. 2014).

Dans l'industrie cosmétique, la naringine est utilisée comme ingrédient actif dans des
produits de soins de la peau pour ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, qui
aident a prévenir les dommages causés par les radicaux libres et a réduire l'inflammation
(Dandekar et al. 2019).

Dans l'industrie alimentaire, la naringine est utilisée comme additif alimentaire pour
améliorer la saveur et la couleur des aliments. Elle est également utilisée comme conservateur

naturel et pour prévenir I'oxydation des graisses dans les aliments Rastogi et al. (2019).
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I. Les techniques d’analyses spectroscopiques
I .1. Spectroscopie d'absorption dans UV-Visible

Dans cette étude, nous nous intéressons aux plages de longueurs d'onde spécifiques. Pour
la radiation ultraviolette (UV), nous considérons les longueurs d'onde allant de 190 & 400 nm.
Quant a la radiation du domaine visible, nous nous concentrons sur les longueurs d'onde allant
de 400 & 800 nm.. (Biemont, E., 2008et Gratien, E., 2008) .
I.1.1. Principe de spectroscopie d’absorption dans I’UV visible

Les transitions électroniques UV-visibles dans une molécule correspondent aux énergies
les plus significatives en chimie, avec des valeurs d'environ 13000 a 50000 cm, équivalant a
160 a 665 KJ.mol?. Ces énergies sont de l'ordre de grandeur des énergies de liaison
moléculaire et peuvent parfois entrainer la rupture de liaisons. De maniere générale, ces
rayonnements induisent des transitions électroniques entre les différents niveaux d'énergie des
molécules (Baudouin, A., 2012).

1.1.2. Loi de Beer-Lambert
L'absorbance d'un rayonnement monochromatique est déterminée par deux facteurs : la

longueur du trajet d'absorption (£) et la concentration de l'espéce dans le milieu (C). La
concentration est généralement exprimée en mol L et la longueur en cm. La relation qui lie
ces variables est donnée par AL = EL.L.C, ou €A représente le coefficient d'absorption molaire
(ou d'extinction) du composé a la longueur d'onde A. Ce coefficient est exprimé en Lmoltcm™?

et dépend de I'espéce chimique, de la longueur d'onde, du solvant et de la température
(Mesplede, J., Randon J. 2004 et Boutiti A., 2010).
1.1.3. Appareillage
Un spectrophotomeétre est composé de quatre éléments essentiels :

. Source lumineuse:

- Une lampe au deutérium utilisée pour le domaine de 190 a 400 nm.

- Une lampe a filament de tungsténe utilisée pour le domaine de 350 a 800 nm.

. Monochromateur: constitué principalement d'un systeme dispersif, d'une fente d'entrée
et d'une fente de sortie, il permet de sélectionner la longueur d'onde souhaitée.

. Cuve: contenant la solution de référence et la solution a analyser. Ces cuves doivent étre
parallélépipédiques et transparentes aux radiations. Pour travailler dans les domaines UV et
visible, les cuves sont fabriquées en quartz. Leur épaisseur détermine la longueur du trajet

optique (0).
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Détecteur: composé de deux éléements, les photodiodes (semi-conducteurs) et le

photomultiplicateur qui amplifie I'intensité du faisceau émergent (Degallaix, S., llschner

B.,2007).
source de lumiére O
UV ou visible fente d entrée - 'i\
~ - < ] | A | S~
- ’ fente de sortie ~
détecteur - ‘JII référence ‘;“ s <
C::t P N

\ monochromateur

diviseur

\
C--leggh------ 7

échantillon de faiscean

Figure09 : quatre partie essentielles de spectrophotomeétre (Burgot, G., Burgot, J-L.,
2011).

| .2. Spectrométrie Infrarouge.
A découverte du rayonnement infrarouge (IR) remonte a 1800, grace a Frédéeric Wilhelm

Hershel. Ces radiations se situent au-dela des longueurs d'onde de couleur rouge et se trouvent
entre la région du spectre visible et les ondes hertziennes. Le domaine infrarouge s'étend de
0,8 um a 1000 um. II est communément divisé en trois catégories : le proche infrarouge (0,8 a
2,5 um ou 12500-4000 cm™), le moyen infrarouge (2,5 a 25 pm ou 4000-400 cm™) et le
lointain infrarouge (25 a 1000 um ou 400-10 cm™) ( Benbayer, C. 2021).

\ énergie
fréquence iv) 3x 10" 3x 10" ax 0™ 4x 0™ &x10% 10° Hz
rayons—y rayons-X | ultraviolet visible infrarouge |microondes | ondes radie
(W angSRions Irandsilions [ ranslions |3 NS tion & [ransitons de
Glectmoniques) | dlectrmonigues) | vibrationnedles rotationnalles) | spin nuclaara)
Iongueur 0.0 nm 10 nm 400 nm 700 om %, 50 s, 30 am
d onda (1) o ..‘ (] *
nombre r ; .,
Tondes(v) 14000" 4000 4l 200 em”
IR proche IR moyen IR lointain

Figure 10: le spectre électromagnétique Benbayer, C. (2021).
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1.2.1. Principe de la spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) repose sur l'interaction entre la lumiére infrarouge et le
nuage électronique des liaisons chimiques. Contrairement a la plupart des spectroscopies
optiques telles que la spectroscopie de fluorescence, ou l'absorption d'énergie permet a un
électron de passer d'un état fondamental a un état excité, la spectroscopie d'absorption IR ne
provoque généralement pas de transitions électroniques car le rayonnement émis par la source
polychromatique n'est pas suffisamment énergétique. Cependant, il induit des transitions entre
les niveaux d'énergie vibrationnelle des molécules (Benbayer, C. 2021).

1.3. La Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une méthode d'analyse utilisée pour
déterminer la structure des molécules organiques. Il existe plusieurs types de RMN, tels que la
RMN-1H, la RMN-13C et la RMN-19F. Dans cette étude, nous nous concentrerons sur la
RMN du proton, qui impligue les atomes d’hydrogene composés d'un proton et d'un électron.

Le principe de la RMN consiste a exposer la molécule a un champ magnétique, ce qui
entraine la résonance des atomes d'hydrogeéne. Les différentes fréquences de résonance des
atomes d'hydrogéne sont enregistrées dans un spectre qui permet de déterminer la structure de
la molécule (Benbayer, C. 2021).

1.4. La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une méthode analytique tres
répandue qui permet de séparer, identifier et quantifier des composés chimiques dans des
mélanges complexes. Son fonctionnement repose sur le principe de la répartition d'un
échantillon entre une phase stationnaire (généralement un solide ou un liquide contenu dans
une colonne) et une phase mobile (un solvant liquide), afin d'analyser le déplacement distinct
des différents composants a travers la colonne (Snyder, L.R., Kirkland, J.J., & Dolan, J.W.
2010).

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) présente de nombreux atouts par
rapport aux autres méthodes chromatographiques. Elle se distingue notamment par sa haute
résolution, sa sensibilité accrue et sa capacité a traiter divers types d'échantillons. La HPLC
trouve ainsi des applications dans de nombreux domaines, tels que I'analyse pharmaceutique,
la surveillance environnementale, I'analyse alimentaire, la médecine légale, et bien d'autres
encore (Skoog, D.A., Holler, F.J., & Crouch, S.R. 2017).
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Un systeme HPLC de base est composé de plusieurs éléments essentiels. Il comprend un
systeme d'injection de I'échantillon, un systéeme de distribution de la phase mobile, une
colonne de séparation, un détecteur et un systéme d'acquisition de données. La phase mobile
est généralement constituée d'un mélange de solvants, tels que I'eau et un solvant organique
comme l'acétonitrile ou le méthanol, qui est pompé a travers la colonne sous haute pression.
L'échantillon est injecté sur la colonne, ou les différents composants sont separés en fonction
de leurs interactions avec la phase stationnaire et la phase mobile (Mobile. Lammerhofer,
M., & Weckwerth, W. (Eds.). (2017).

Systeme
d'intégration et
ndicateur de d'impression

pression et débit

Résevoir de solvant

Systeme d'injection
.....

Colonne

Figure 11: La chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

1.5. Chromatographie sur couche mince:

A chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode de séparation et d'analyse
des composants d'un mélange qui repose sur les variations d'affinité entre une phase
stationnaire solide (la couche mince) et une phase mobile liquide. Cette technique est
fréquemment employée en chimie analytique afin de séparer, identifier et quantifier les
constituants d'un échantillon (Sherma, J., & Fried, B. 2003).

Dans la chromatographie sur couche mince (CCM), une fine couche de matériau adsorbant,
geénéralement de la silice gel ou de la cellulose, est déposée sur une plaque de support pour
former la phase stationnaire. L'échantillon est appliqué sur cette plaque, puis celle-ci est
immergée dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillarité sur la surface de la
couche mince. En raison des interactions distinctes avec la phase stationnaire et la phase
mobile, les différents composants de I'échantillon se séparent progressivement le long de la
plaque (Stahl, E. 1969).

Il. L'amarrage moléculaire:

La biologie structurale aborde en premier lieu le défi du repliement des macromolécules

pour atteindre une structure tridimensionnelle fonctionnellement active. La seconde

problématique essentielle concerne la compréhension de la communication moléculaire, qui

23



Partie I: Chapitre 3: Contexte théoriques des techniques Expérimentales utilisés

permet I'échange d'informations, I'activation ou l'inhibition des processus biologiques. Cette
derniere problématique représente un enjeu majeur dans le domaine de la biologie intégree
(Brut, 2009). L'amarrage moléculaire (ou le docking moléculaire) est I'un des outils qui
confére a résolu ces problémes.
I1.1.Principe

Le docking est une méthode utilisée pour prédire la structure du complexe intermoléculaire
formé lors de l'association d'au moins deux molécules. Il permet également de comprendre
comment un ligand (une petite molécule) interagit avec un récepteur (une macromolécule) et
de calculer I'énergie de liaison entre eux. En outre, le docking permet de déterminer quel
ligand candidat interagira de maniére optimale avec un récepteur cible. (Asses, Y., 2011;
Lanez, E., 2016).
11.2. Les étapes de Docking :

Le processus du docking est itératif et chaque passe de calcule s'articule en deux étapes :
11.2.1. Amarrage moléculaire avec I'AutoDock Tools

L'étape de sélection est cruciale et implique le positionnement du ligand dans le site actif
de la molécule, ainsi que I'échantillonnage des conformations, des positions et des orientations
possibles (poses). Seules les poses représentant les interactions les plus favorables sont
conservées. Les logiciels de docking sont donc des outils extrémement précieux en biologie,
en pharmacie et en médecine, car la plupart des principes actifs sont des petites molécules
(ligands) qui interagissent avec des cibles biologiques d'intérét thérapeutique (EL Hadj.,
2016; Lanez., 2016).
11.2.2. Modélisation du potentiel énergétique

Afin de calculer I'énergie libre du complexe ligand-récepteur, Autodock Tools intégre les
termes d'un champ de force classique, auxquels s'ajoutent deux termes relatifs a I'entropie.
L'énergie est exprimeée par I'équation suivante:

AG = AGvdw+ AGhbond+ AGelect+ AGconform+ AGtor+ AGsol (Garrett, M. M et al.,
1998).

AGvdw : énergie de dispersion / répulsion des atomes,

AG hbond : énergie des liaisons d’hydrogene,

AG elec : énergie des interactions électrostatiques,

AGconform : énergie de déviations a partir de géométrie covalente

AG tor : est un terme qui traduit I’augmentation d’énergie du systéme due a la restriction
des rotors libres du ligand et a la restriction des rotations et translations du ligand lors de la

complexation au récepteur,
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AGsol : est un autre terme lie a I’entropie qui décrit les variations d’énergie du systéme
lors de la désolvatation du ligand au moment de la complexation au récepteur (Lanez E.,
2016).

Pour établir une relation entre la structure des complexes et I'énergie libre de liaison, il est
nécessaire d'utiliser une approche empirique de type QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship). Dans le cas d'Autodock, le modele empirique repose sur une régression linéaire
multiple des différents termes de I'équation d'énergie libre. Chaque terme est pondéré par un
coefficient dérive a partir d'un ensemble étendu de complexes récepteur-inhibiteur, pour
lesquels la constante d'inhibition Ki est connue. La relation entre la constante d'inhibition et
I'énergie libre de liaison est exprimée par I'équation suivante:

AG=RT InKi

Ou R: constante des gaz parfaits (1.987 cal Kt mol?) ;

T : température absolue (298.15 K)

(Garrett, M. Met al., 1998).

ligand

-
“ docking “ scoring
recepteur

JO )

complexe

Figure 12 : Les étapes de docking moléculaire (EL Hadj, S. K., 2016).
I11. SwissADME:

Les modéles bioinformatiques offrent des alternatives viables aux expérimentations. Nous
vous présentons ici SwisSADME, un nouvel outil web qui offre un acces gratuit a une gamme
de modeles prédictifs rapides et fiables pour les propriétés physico-chimiques, la
pharmacocinétique (ADME), la similarité avec les médicaments et la facilité d'utilisation en
chimie médicinale. Une interface conviviale via le site web (http://www.swissadme.ch) assure
une saisie et une interprétation simples et efficaces. Cet outil permet a la fois aux experts en
chimie informatique et aux non-spécialistes d'effectuer rapidement des prédictions clés pour
une collection de molécules afin de soutenir leurs efforts de découverte de médicaments
(Daina et al., 2017).
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SwissADME

ﬂ SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717

For details about development and validation of ILOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Mode/. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics

Enter a list of SMILES here:

& B XBBeree

%\ O &
(@]

+

Figurel3: Page d’accueil du serveur SwissADME.

IV. admetSAR

Le serveur admetSAR, un outil de relations structure-activité ADMET, est une ressource
compléte permettant de prédire les proprietés ADMET des médicaments candidats et des
produits chimiques environnementaux. Plus de 200 000 données annotées ADMET pour
environ 96 000 composés uniques ont été soigneusement sélectionnées a partir de nombreuses
sources bibliographiques. Le serveur admetSAR offre une interface conviviale permettant de
rechercher facilement des profils chimiques en utilisant le CASRN, le nom commun ou des
criteres de similarité. La nouvelle version d'admetSAR (version 2.0) se concentre
principalement sur la prédiction in silico des propriétés chimiques ADMET. Elle propose plus
de 40 modeles prédictifs pour de nouvelles propriétés chimiques ADMET dans le cadre du

filtrage in silico (Cheng et al., 2012).
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Figurel4: Page d’accueil du serveur admetSAR .

ONNCs

V. Protox :

Un serveur Web gratuit est mis a disposition pour la prédiction de la toxicité in silico,
destiné aux toxicologues, aux organismes de réglementation, aux chimistes computationnels
et médicinaux, ainsi qu'a tous les utilisateurs sans accés a http://tox.charite.de/protox_II . Ce
serveur Web utilise une structure chimique bidimensionnelle en tant qu'entrée et fournit un
profil potentiel de toxicité du produit chimique a I'aide de 33 modeles avec des scores de
confiance. Il propose également un tableau radar de toxicité globale comprenant les trois
composés les plus similaires ayant une toxicité aigué connue (P.Banerjee et al,.2018).
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Predict compound toxicity |
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Figurel5: Page d’accueil du serveur Protox (P.Banerjee et al,.2018).
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Partie Il: Expérimentale Chapitre 1: Matériels et Méthodes

Notre étude a été menée au laboratoire de recherche sur la valorisation et la technologie
des ressources sahariennes (VTRS) de I'Université d'Echahid Hamma Lakhdar a Eloued.
I. Matériels :

1.1. Réactifs utilisés :
e Alpha Amylase :

Une solution d'alpha-amylase (commercialisée sous le nom de Megamylase avec une
activité spécifique de 3000 (U. CEIP/cp) a une concentration de 1 mg/ml) a été préparée dans

un tampon phosphate salin (pH = 6.4).
e Sérum bovin albumine (BSA) :

Une solution de BSA, obtenue depuis le laboratoire pédagogique de la faculté de biologie,
a été utilisée telle quelle sans purification pour obtenir une concentration de 250 mg/50 ml
dans une solution tampon phosphate saline (pH = 6.33).

e Acarbose :

Différentes concentrations de solution d'acarbose (commercialisée sous le nom d'Acorbay
50 mg) ont été préparées dans un tampon phosphate salin (pH = 6.4).

e Amoxicilline :

L'amoxicilline, obtenue depuis I'hdpital de Ben Omar Djilani, a été utilisée telle quelle sans
purification.

e Substrat :

En tant que substrat, nous avons utilisé de I'amidon soluble. 500 mg d'amidon ont été
dissous dans 25 ml d'eau distillée a une température de 50 a 70°C sous agitation.

¢ Reéactif chromogene 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :

Dans un erlenmeyer, 1 g de DNSA a été dispersé dans 40 ml d'eau distillée, ce qui a
produit une solution jaune opaque. Simultanément, une solution de NaOH (2N) a eté préparée
en dissolvant 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sous agitation dans 20 ml
d'eau distillée. Aprés avoir mélangé les deux solutions, le réactif est devenu limpide et a pris
une couleur orange. Le volume final a été ajusté a 100 ml avec de I'eau distillée. Le réactif
obtenu a été stocke a +4°C, a I'abri de la lumiére (Rajbhar, Dawda, and Mukundan 2015).

e Solution Tampon phosphate :

La solution tampon a été préparée en utilisant un mélange de dihydrogénophosphate de
potassium (KH2PQO4) et d’hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4), dans le but d'obtenir
un pH de 7.2.
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e Réactifs d’extraction d’ADN :

Le sang : Le sang de poulet a été collecté et conservé directement sur de la glace pour
I'extraction de I’ADN.

Solution tampon de lyse des globules rouges (TLR) : a été préparé par mélange : EDTA
(0.1mM), NaHCO3 (12mM), NH4ClI (155mM) dans I’eau distillé.

Solution tampon de lyse des globules blanc (TLB) : a été préparé par mélange : NaCl
(50mM), EDTA (100mM), Tris (10mM) a pH=7.42.

Solution SDS (20%) : a été préparé par mélange de 2mg de sulfate de dodécyle de sodium
dans un 10ml d’eau distillé.

NaCl saturé : a été préparé par mélange de 7g de chlorure de sodium dans un 10 ml d’eau
distillé.

e Microorganismes utilisés :

Tous les microorganismes utilisés dans ces études ont été fournis par le laboratoire
pédagogique de la faculté de biologie.

Escherichia coli (ATCC 25922) : appartient a la famille des Enterobacteriacea. Il est non
sporulé, de type anaérobie facultatif et généralement mobile grace a des flagelles. Sa longueur
varie de 2 a 6 um et sa largeur de 1.1 a 1.5 um (Sauer and Moraru 2009).

Staphylococcus (ATCC 25923) : est une bactérie a Gram positif de forme sphérique de 0.5

a 1.5 um de diamétre appartenant au genre Staphylococcus (Treangen et al. 2014).

1.2. Matériels de laboratoire :

v' Plaque chauffante v* Auto clave v Vortex

v' Balance électrique v' Bain marie v PH-métre

v’ Bain de glace v’ Bec benzene v’ Pipettes pasteur

v’ Boite de pétrie v’ Centrifugeuse v' Portoir pour tubes spéciaux
v Etuve v Micropipettes ajustables ~ v* Papier filtre

1.3. Produits chimiques :

v" Acide éthylene Diamine Tétra-acétique v~ Acide hydrochlorique (HCI)3
(EDTA)

v’ Carbonate de sodium (NaHCO3) v" Chlorure d'ammonium (NH4ClI)
v" Chlorure de sodium (NaCl) v" Chlorure de potassium (KCI)

v Chloroforme (CHClzs) v" Dichlorométhane (CH2Cly)

v Diméthylsulfoxyde (SO(CHs)z2) v' Eau distillée (H20)
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v Ethanol (EtOH) v Isopropanol (C3HsO)

v' Méthanol (MeOH) v Sulfate de dodécyle de sodium
(SDS)

v" Phosphate dipotassique (K2HPOa) v Phosphate monopotassique
(KH2PQO4)

v D'eau physiologique stérile (NaCl) v Tris(hydroxyméthyl) aminométhane

0.9% C4H11NO3
I1. Méthodes :

11.1. Extraction de Naringine :
Le protocole d'extraction de la naringine a partir de la peau de Orange est genéralement

effectué en plusieurs étapes, tel que décrit dans la référence utilisée pour cette expérience
(Sudto, Pornpakakul, and Wanichwecharungruang 2009).
a. Epluchage : 4 kg de Orange bien lavé ont été épluchés a l'aide d'un couteau aiguisé

Figure 16.

Figure 16 : Orange

b. Sechage : Les croltes ont été séchées a la lumiere du soleil pendant 5 jours. Ensuite, la
moitié des croltes ont été sechees dans un four de séchage a 40°C pendant 2 jours Figure

17. Le poids des crodtes séchées était de 117.9615 g.
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Figure 17 : Les cro(tes de Orange pendant le séchage

c. Broyage : Les croltes séchées ont été broyées pour obtenir une poudre Figure 18.

Figure 18 : Poudre de cro(tes sec
d. Extraction : 20 g de la poudre ont été mélangés avec 200 ml de méthanol et laissés
pendant 3 jours. La bouillie obtenue a éte filtrée et I'extrait méthanique obtenu a été séché
avec un évaporateur rotatif sous pression réduite a 35°C pour évaporer le méthanol Figure
19.
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Figure 19 : Montage d’évaporation a pression réduit
e. Dissolution : Soixante millilitres d'eau distillée ont été ajoutés a I'extrait méthanoique, puis
le mélange a été agité a bain-marie (Figure 20) a une température de 70°C pendant une

durée de 30 minutes.

Figure 20 : Montage de chauffage
f. Cristallisation : Le mélange a été transféré dans un ampoule a décanté (Figure 21) et 10
ml de solution dichlorométhane ont été ajoutés. Le mélange a été enveloppé avec du papier
aluminium pour éviter la lumiere et laissé pendant 3 a 4 jours a 25°C pour permettre la

cristallisation du naringine dans la couche aqueuse.
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Figure 21 : Montage de cristallisation
g. Récupération : Les cristaux de naringine ont été recueillis par filtration sur papier filtre et
lavés avec de I'eau distillée 3 fois, puis séchés dans une étuve. Cette opération a été répétée

3 fois afin de collecter le maximum de rendement.
11.2. Rendement d’extraction :

Le rendement d'extraction est une mesure de l'efficacité d'une méthode d'extraction d'un
composé donné a partir d'une matrice complexe. Il est calculé en comparant la quantité de
composé obtenue aprés extraction a la quantité initiale présente dans I'échantillon
(Kawashima et al. 2010). Le rendement d'extraction est exprimé en pourcentage et est
souvent utilisé pour évaluer l'efficacité d'une méthode d'extraction et pour optimiser les
conditions d'extraction (Ngamwonglumlert, Devahastin, and Chiewchan 2017).

L'équation générale pour le calcul du rendement d'extraction est la suivante (Giannuzzo et
al. 2003).

Rendement d'extraction (%) = (Masse de Naringine / Masse initiale de plante) x 100
Ou la masse de Naringine est la quantité de composé que nous avez réussi a extraire apres la
procédure d'extraction, et la masse initiale de plante est la quantité de plante a partir de
laquelle I'extraction a été réalisée.

Le rendement d'extraction moyen pour le naringine était de 3,5% (poids sec). Ces résultats
indiquent que la méthode d'extraction par solvant a été efficace pour extraire le naringine du

Orange.
11.3. Caractérisation du Naringine :

La caractérisation de naringine est le processus de détermination de la structure et des
propriétés physiques et chimiques des de ce composé. Cela implique l'utilisation de diverses

techniques d'analyse pour identifier les différents groupes fonctionnels, les liaisons, les
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isomeres et les stéréoisomeres présents dans la molécule (Chang and Guo 1992; Decesari et
al. 2000; Simoneit 1986).

Les informations recueillies lors de la caractérisation d'un composé organique permettent
de déterminer sa composition, sa pureté, sa stabilité, ses propriétés physiques et chimiques, sa
réactivité, ainsi que son potentiel d'application en biologie, en médecine, en pharmacologie,
en chimie, en cosmétique, en alimentation, en agriculture, etc (Rissanen et al. 2006; H.
Wang et al. 2013; Wild 2003).

11.3.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de caractérisation et
séparation analytique qui permet de séparer et d'identifier différents composants d'un mélange
en utilisant une phase stationnaire solide et une phase mobile liquide (Spangenberg, Poole,
and Weins 2011).

La chromatographie sur couche mince est une technique rapide et économique qui permet
de separer et d'identifier efficacement différents composants d'un mélange. C'est une méthode
courante en chimie analytique pour la caractérisation de composés organiques et elle est
utilisée dans de nombreux domaines de recherche, notamment la chimie, la biochimie et la
pharmacologie (Sherma 2000).

v" Appareillage :

Pour caractériser le naringine par CCM, nous utilise une plaque de silice gel comme phase
stationnaire. Cette plaque est recouverte d'une fine couche de gel de silice, qui est activée en
la chauffant a une température élevée. L’éthanol absolue est utilisé comme une phase mobile.

v Procédure :

La procédure de chromatographie sur couche mince pour caractériser le naringine est la
suivante :

1. Preparer la plaque de silice gel en coupant la taille souhaitée pour I'expérience et en la
marquant sur un c6té avec un crayon graphite.

2. Préparer la solution de naringine a tester en la diluant dans 1’éthanol et en I'appliquant sur
la plaque a l'aide d'une pipette.

3. Laisser sécher la plaque jusqu'a ce que la solution soit completement absorbée et que la
plaque soit séche.

4. Placer la plague dans une cuve contenant I’éthanol de maniere a ce que la plaque soit
immergée de quelques millimétres dans le solvant.

5. Laisser la plaque dans la cuve jusqu'a ce que le solvant ait migré sur toute la hauteur de la

plaque.
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6. Retirer la plaque de la cuve et laisser sécher.

7. Révéler les composants de I'échantillon en utilisant un I’iode solide, qui fera apparaitre
des taches colorées sur la plaque.

8. Identifier le composant d'intérét en comparant la position de la tache a celle des taches de
référence de composes purs.

11.3.2. Caractérisation par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC):

L’HPLC (High Performance Liquid Chromatography), ou chromatographie liquide haute
performance, est une technique de séparation des composants d'un mélange a travers une
colonne de chromatographie remplie de particules stationnaires, ou les composants sont
séparés en fonction de leurs affinités avec la phase stationnaire et mobile (Zuvela et al. 2019).

v Appareillage :

Le modéle de chromatographie liquide Shimadzu Prominence a été utilisé pour réaliser la
caractérisation du naringine. L'expérience a été conduite a l'aide d'un compartiment de
colonne thermostable, d'un dégazeur en ligne et d'un détecteur UV SPD-20A. Une colonne
analytique Shim-pack VP-ODS C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 pm, fournie par Shimadzu Co.,
Japon).

v Procédure :

La procédure de caractérisation du naringine par HPLC commence par la préparation d'un
échantillon en solution acétonitrile/méthanol a une concentration connue. Cette solution est
ensuite injectée dans la colonne de chromatographie a I'aide d'une pompe & haute pression, qui
pousse la solution a travers la colonne. Les composants du mélange se séparent alors en
fonction de leurs affinités avec la phase stationnaire et mobile. Le détecteur
spectrophotometre mesure I'absorption des composants individuels au fur et a mesure qu'ils
traversent la colonne. Les données sont ensuite enregistrées par le systeme informatique pour

analyse ultérieure.
11.3.3. Caractérisation par Infrarouge (IR):

La caractérisation par infrarouge (IR) est une technique danalyse qui utilise la
spectroscopie infrarouge pour déterminer la présence de liaisons chimiques dans les
molécules (Lopez-Lorente and Mizaikoff 2016). Le principe de cette technique est basé sur
I'absorption de la lumiére infrarouge par les liaisons chimiques des molécules. Chaque type de
liaison chimique absorbe une fréquence d'onde spécifique, ce qui permet d'identifier les

différentes liaisons présentes dans la molécule (Boskey and Mendelsohn 2005).
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v" Appareillage :

L'analyse par IR, a été réaliser sur un spectrophotomeétre infrarouge modele SHIMADZU.
L'échantillon est préparé sous forme de pastille KBr (bromure de potassium) qui est un
matériau transparent aux infrarouges.

v Procédure :

L'échantillon est placé dans le spectrophotomeétre et une source de rayonnement infrarouge
est dirigée sur I'échantillon. La lumiére infrarouge qui traverse I'échantillon est ensuite

détectée par un détecteur, et la quantité de lumiére absorbée a chaque fréquence est mesurée.
11.3.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La caractérisation par UV (ou spectrophotométrie UV-Visible) est une technique utilisée
pour étudier les propriétés d'absorption de la lumiere des composés organiques (Jablonsky et
al. 2015). Elle permet de mesurer la quantité de lumiére absorbée par une solution en fonction
de la longueur d'onde (Begum et al. 2018).

v" Appareillage :

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectrometre UV-Vis (Shimadzu
1800) et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition de
données a été accompli avec un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go)
doté d’un logiciel UV probe version 2.34 (Shimadzu). Les données sont traitées en utilisant le
logiciel OriginLab.

v" Procédure :

Pour la caractérisation du naringine par UV, on prépare une solution de méthanol a une
concentration connue du naringine, puis on la place dans la cuve du spectrophotomeétre. On
sélectionne ensuite une le domaine de balayage de la longueur d'onde (de 900 a 200 nm) et on

mesure l'intensité de la lumiére transmise par la solution.
11.3.5. Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La caractérisation par Résonance Magnetique Nucléaire (RMN) est une technique
puissante pour l'identification et la caractérisation de composés organiques, et elle est
largement utilisée dans la recherche en chimie organique, la biochimie, la pharmacologie et
d'autres domaines connexes (Albert and Bayer 1991; Wishart 2013).

v Appareillage :

L'appareil utilisé pour la caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est
un spectrometre RMN disponible au niveau de Centre de Recherche et Analyse Physico-

Chimique (CRAPC), Quargle. Cet instrument utilise un champ magnéetique pour analyser les
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propriétés de résonance magnétique de noyaux atomiques, tels que les protons (*H) et les
carbones (**C).

v Procédure :

La procédure de caractérisation par RMN implique la dissolution de I'échantillon dans un
solvant de le deutérodiméthylsulfoxyde (DMSO-d6), pour former une solution claire. Cette
solution est ensuite placée dans un tube de RMN et insérée dans le spectrométre RMN.

L'échantillon est soumis a des ondes radiofréquences dans un champ magnétique, qui
provoquent une absorption d'énergie et une émission de signaux RMN. Ces signaux sont
ensuite enregistrés par l'instrument et analysés pour ensuit déterminer les propriétés
moléculaires de I'échantillon.

11.4. Méthodes d’évaluation In Vitro des activités biologiques :

Toutes les expériences in vitro ont été effectuées a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis
(Shimadzu 1800) et d'une cellule de voltamétrie en quartz ayant une capacité volumétrique de
3 mL. Les données ont été acquises a l'aide d'un microordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz
et RAM 2 Go) utilisant le logiciel UV Probe version 2.34 (Shimadzu). Les graphiques ont été
tracés et les calculs ont éte effectués en utilisant le logiciel OriginLab version 9.0 (Integral

Software, France).
11.4.1. Evaluation de I’activité anti-cancéreux :

11.4.1.1. Extraction de I'ADN :

L'isolement de I'ADN a partir de sang peut étre réalisé en utilisant diverses techniques, des
protocoles différents et un grand nombre de kits disponibles dans le commerce (Lanez,
Bechki, and Lanez 2019). La technique d'extraction d’ADN choisie devrait étre en mesure de
fournir des échantillons d'ADN purs, préts a étre utilisés pour I'étude de Il'activité
anticancéreuse avec le naringine.

Dans ce travail, nous avons isolé de I'ADN a partir de sang de poulet en utilisant des
techniques de salage (Gaaib, Nassief, and Al-Assi 2011; MWer, Dykes, and Polesky 1988).
L'avantage de cette technique est qu'elle évite I'utilisation de solvants organiques toxiques et
corrosifs et n'utilise que des produits chimiques standards qui peuvent étre obtenus aupres de
n'importe quel fournisseur commercial, et ne nécessite pas d'équipement spécialisé ou de
connaissances biochimiques (Nasiri et al. 2005; Rivero et al. 2006). Le protocole de
purification de I'ADN est basé sur la précipitation des protéines a haute concentration de sel.
Le protocole traditionnel implique une disruption cellulaire initiale et une digestion avec du
dodécyl sulfate de sodium, suivie de I'addition de hautes concentrations de sels, généralement

6 M de chlorure de sodium. Le mélange est ensuite centrifugé pour permettre aux protéines de
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se précipiter au fond, avec le surnageant contenant I'ADN transféré dans un nouveau flacon.
L'ADN est ensuite précipité en utilisant de I'é¢thanol froid (Howe, Klimstra, and Cordon-
Cardo 1997), les étapes impliquées dans I'extraction d'’ADN sont résumées dans la Figure 22.

Elimination of Red Cell Lysis
| Any Chicken Blood ‘ — blood Cells =2  Sodium Dodecyl %l Removal of Membrane Lipids |
TLR Sulphate l
DNA purification DNA precipitation ‘ Protein Denaturation and Removal

€ Proteins Precipitation

70% Ethanol/water centrifugation

Cold Absolute Ethanol

6 M sodium chloride

Figure 22 : Etapes impliquées dans I'extraction d’ADN.
v' Echantillon de sang :

L'ADN est extrait de sang de poulet en utilisant des techniques de salage. Le sang de
poulet differe du sang humain en ce que les globules rouges sont également nucléés et
contiennent beaucoup plus d'’ADN que le sang de mammifére non nucléé. Cela permet
d'obtenir de I'ADN de poulet en quantité et qualité suffisantes a l'aide de techniques
d'extraction relativement simples. Par conséquent, lors de la purification de 'ADN a partir de
sang de poulet, il y a plus de matériau d'/ADN qu'en travaillant avec du sang humain
(Javanrouh and Jelokhani-niaraki 2020).

v Collecte de sang :

Des échantillons de sang de poulet ont été collectés dans des tubes de prélévement sanguin

contenant de 'EDTA comme anticoagulant et conservés a température ambiante dans des

tubes de microfuge (Figure 23), et extraits le méme jour de travail.

Figure 23 : échantillons de sang de poulet dans un tube de microfuge.
v" Procédure d'extraction :
5 ml d'échantillon de sang de poulet entier sont placés dans un flacon de 20 ml, puis 10 ml

de TLGR ont été ajoutés au sang et le mélange obtenu a été refroidi dans un bain de glace

39



Partie Il: Expérimentale Chapitre 1: Matériels et Méthodes

pendant 20 minutes, puis centrifugé a 2500 pour 15 minutes a température ambiante. Cette
étape a été repétée 3 a 4 fois jusqu'a ce que la couleur rouge du sang disparaisse (Figure 24),

puis le flacon a été laissé a sécher pendant 5 minutes.

.|

\

. W
Z,

Figure 24 : La disparition de la coulure rouge du sang.

Les globules blancs ont été éliminés par I'ajout de 2 ml de tampon TLGB et vortexé
pendant 3 minutes. Ensuite, la lyse cellulaire a été entreprise en ajoutant un volume de 150 pl
de solution de dodécyl sulfate de sodium et centrifugé a 172 rpm pour 90 minutes a 55 °C.
Apres centrifugation, 3 ml de solution de chlorure de sodium 6 M ont été ajoutés et le
mélange résultant a été d'abord vortexé pendant 6 minutes, puis centrifugé a 1300 pour 10
minutes, la phase liquide a été récupérée et 2 volumes d’isopropanol froid ont été ajoutés, puis
enfin centrifugé a 1300 pour 30 minutes & température ambiante. L'ADN a ensuite été
récupéré de la couche d’isopropanol, lavé plusieurs fois a I'éthanol 70% et caractérisé a l'aide

de la spectroscopie UV-Vis. La Figure 25 montre le spectre électronique de I'ADN isolé.

2.51
2.0
1.5
1.0

0.54

200 300 400 500

Anm

Figure 25 : Spectre électronique d’échantillon d'ADN extrait.
La spectroscopie UV-Vis peut étre utilisée pour détecter la contamination protéique de

I'’ADN extrait (Saab et al. 2007). Les protéines ont deux pics d'absorption dans la région UV,

40



Partie Il: Expérimentale Chapitre 1: Matériels et Méthodes

le premier pic est situé entre 190-210 nm, qui est di a des transitions électroniques dans le
squelette peptidique, et le second pic est situé a 280 nm en raison de l'adsorption par les
acides aminés aromatiques tyrosine, tryptophane et phénylalanine (Bo et al. 2021).

v’ Estimation de la pureté de I'ADN :

L'ADN isolé ne peut pas étre utilisé sans purification supplémentaire car il contient de
I'ARN et des protéines contaminantes. L'ADN est donc réhydrateé dans de I'eau distillée, cette
dissolution nécessite une agitation continue pendant la nuit a 42 °C. La concentration et la
pureté de I'ADN peuvent étre déterminées en mesurant I'absorption de la lumiére ultraviolette.
L'ADN a une absorption maximale et minimale a 260 nm et 234 nm, respectivement (Telfer
et al. 2013). Les purines et les pyrimidines dans I'acide nucléique sont responsables de ces
absorptions. A 260 nm, I'ADN double brin a un coefficient d'absorption spécifique de 0.02
(Mg/mD)t cm™ (Chacon Cortes and Griffiths 2014). De plus, le rapport A260/A280 permet
de détecter la pureté de l'acide nucléique par rapport a la contamination protéique, car les
protéines ont une absorption maximale a 280 nm. Les échantillons d'’ADN hautement purifiés
ont un rapport 260/280 nm de (1.7-1.9), ainsi en dessous de (1.7), une quantité significative
d'impuretés protéiques peut étre présente dans I'échantillon (Whitlock et al. 2008). Le rapport
A260/A230 est déterminé pour confirmer que I'échantillon est pur des glucides, peptides,
éthanol ou tout autre composé organique, et il est généralement supérieur a 1.5 (Ning et al.
2009).

Donc une bonne qualité¢ d’ADN doit avoir :

#2260 _17_7 et £260 .1 5
Poso A230

Dans notre travail, nous avons utilisé la spectroscopie UV-Vis pour estimer la pureté de
I'ADN isolé. Les valeurs d'absorbance de la solution d'’ADN obtenue sont mesurées a 230, 260
et 280 nm pour déterminer la concentration et la pureté de I'ADN extrait. L'ADN dissous peut
étre conservé a 4 ° C pendant quelques jours ou a -20 ° C pour un stockage a plus long terme
(Heckel et al. 2017). Les valeurs d'absorbance ont été prises a partir de la Figure 25 et ont été
répertoriées dans le Tableau 02

Tableau 02 : Rapport d'absorbance de I'ADN isolé.
Az30 Az60 Azg0 Az60/A230 Aze0/ Azgo
1.116 1.301 1.021 1.166 1.724

Les valeurs obtenues pour les différents ratios d'absorbance indiquent la haute pureté de
I'ADN isolé.
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v’ Estimation de la quantité d'ADN :

La quantité d'/ADN a éte déterminée par spectroscopie d'absorption en utilisant la valeur de
coefficient d'extinction molaire de 6600 M*cm™ a 260 nm (Schoppler et al. 2011).
11.4.1.2. Mode opératoire :

Pour I'étude de l'interaction entre I'ADN et la BSA, les spectres d'une solution de 1 mM de
naringine ont été enregistrés dans une solution tampon de phosphate (KH2PO4/K>HPO4) a 0,1
M et 90 % d'éthanol, a un pH de 7.2 en I'absence d'ADN et de BSA, puis répétés avec une
concentration croissante d’ADN ou de BSA.

La variation des valeurs d'absorbance en fonction de la concentration d'ADN ou de BSA a
été utilisée pour evaluer la constante de liaison intrinséque en utilisant I'Equation 1 suivante
(Khennoufa et al. 2021) :

AO _ e n e 1 (1)
A_AO ngG_‘C"G ngG_‘C"G Kb[ADN]

Ou [ADN] est la concentration d'ADN, Ky, est la constante de liaison, Ao et A sont
respectivement I'absorbance du naringine en I'absence et en présence d'ADN, ¢ et € sont leurs

coefficients d'extinction respectifs.
11.4.2. Evaluation in vitro de P’activité antidiabétique :

11.4.2.1. Mode opératoire :

Cette étude a été menée en utilisant une méthode modifiée de Laraoui et all (Laraoui et al.
2023). Pour ce faire, un volume total de 250 pL de naringine (0.3 mg/mL a 10 mg/mL) a été
placé dans un tube et 250 uL de tampon de phosphate de sodium salin 0.02 M (pH = 6.4)
contenant une solution d'alpha-amylase (0.5 mg/mL) ont été ajoutés. La solution a ensuite été
pré-incubée a 37 °C pendant 10 minutes. Apres cela, 250 uL de solution d'amidon a 1% dans
0.02 M de tampon de phosphate de sodium salin (pH = 6.4) ont été ajoutés a intervalles
réguliers et incubés a 37 °C pendant 30 minutes. La réaction a été arrétée en ajoutant 500 pL
de réactif dinitrosalicylique acide (DNS). Les tubes ont ensuite été incubés dans de I'eau
bouillante pendant 5 minutes et refroidis a température ambiante. Le mélange réactionnel a
été dilué avec 5 mL d'eau distillée et I'absorbance a été mesurée & 540 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre. Un contrble a été préparé en utilisant la méme procédure, mais en
remplacant le naringine par de l'eau distillée. L'expérience a été répliquée en utilisant
I'acarbose comme médicament antidiabétique standard (contrdle positif). L'activité inhibitrice

de l'alpha-amylase a été calculée en pourcentage d'inhibition (Laraoui et al. 2023).

AbSNaringine ~ Abs

Controle %100 (2)
AbS‘Naringine

% Inhibition =
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Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de l'activité enzymatique (ICso) ont

été déterminées graphiquement.

11.4.3. Evaluation in vitro de P’activité antibactérienne :

11.4.3.1. Mode opératoire :

Les tests antimicrobiens ont été conduits afin d'évaluer I'activité biologique du naringine

contre Escherichia coli et Staphylococcus. L'activité antimicrobienne a été évaluee par la

méthode de diffusion des disques décrite dans la littérature (Klan¢nik et al. 2010) :

v

Préparation des produits a tester : Dissolution du naringine dans le DMSO pour
préparer des solutions de concentrations différentes de 2 a 40 mg/ml.

Préparation des précultures : Cultivation des souches microbiennes a tester dans des
boites de Petri contenant de la gélose nutritive et incubation pendant 24 heures a 37°C
afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées.

Préparation des disques : Préparation des disques par papier Wattman de 6mm de
diamétre, suivie d'une stérilisation pendant 30 minutes a 120°C dans l'autoclave.
Préparation des suspensions bactériennes : Prélevement de quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques a l'aide d'une pipette pasteur et mise en suspension
dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). Standardisation de la
suspension bactérienne a l'aide d'un densimeétre pour I'ensemencement dans le milieu
MH.

Préparation des milieux de culture : Utilisation de différents milieux de culture :
bouillon nutritif pour [I'isolement et l'entretien des souches bactériennes, gélose
nutritive pour la réactivation de la souche bactérienne, gélose Mueller-Hinton pour
I'étude de la sensibilité des bactéries aux différentes concentrations de naringine.

Test de I'activité antibactérienne : Etalage de la suspension bactérienne sur la surface
entiere de la gélose Mueller Hinton (GMH) a trois reprises a l'aide d’un écouvillon
stérile, puis laisser sur la paillasse pendant 30 minutes. Lecture de l'activité
antibactérienne en mesurant a l'aide d'une régle le diametre de la zone d'inhibition et
comparaison avec celle de DMSO comme controle négatif et 1’antibiotiques comme
contréle positif (Amoxicilline 25 ug/disc). Mesure de 'absorbance par la spectroscopie
UV-vis.

L'activité inhibitrice des bactéries a été calculée en pourcentage d'inhibition en utilisons

I’équation suivante (Klanénik et al. 2010):

Abs

Controle

Abs, . .
%|nhibition=[1M]xloo (3)
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Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de l'activité enzymatique (ICso) ont

été déterminées graphiquement.
I1.5. Méthodes d’évaluation In Silico des activités biologiques :

11.5.1. Evaluation ADMET et de la similitude médicamenteuse :

L'évaluation ADMET et de la "drug-likeness" (ou "similitude médicamenteuse” en
francais) est une étape importante dans le processus de développement de médicaments. Elle
consiste a étudier les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d'un composé
chimique, notamment sa biodisponibilité, sa distribution dans I'organisme, son métabolisme et
son élimination (F. Cheng et al. 2012; Norinder and Bergstrom 2006). L'objectif est de
s'assurer que le médicament potentiel est sir et efficace chez I'homme, et de minimiser les
risques d'effets secondaires indésirables. La "drug-likeness" quant a elle, permet d'évaluer la
probabilité qu'un composé puisse étre développé en tant que médicament en fonction de son
profil chimique et pharmacologique (Caceres, Tudor, and Cheng 2020).

Nous avons utilisé deux outils en ligne pour effectuer I'évaluation ADMET et similitude
médicamenteuse : SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina, Michielin, and Zoete
2017) et ProtoxIl (https://tox-new.charite.de/protox 11/) (Drwal et al. 2014). Ces outils ont

été utilisés pour évaluer la pharmacocinétique et la toxicité potentielle des composeés étudiés,
ainsi que pour prédire leur absorption, leur distribution, leur métabolisme, leur élimination et
leur potentiel d'interaction avec les enzymes cytochromes P450. L'évaluation de ces
parametres est importante pour prédire I'efficacité et la sécurité des composés candidats dans
les essais cliniques (J. Dong et al. 2018; Ranjith and Ravikumar 2019).

Pour cela, la structure de la naringine et des autres médicaments standards a été dessinée
dans le logiciel ChemDraw (Kerwin 2010), puis enregistrée sous forme de SMILES (Tableau
03). Ces SMILES ont ensuite été utilisés dans deux serveurs en ligne, a savoir SwissADME et
ProtoxIl, pour effectuer I'évaluation ADMET et de similarité avec des médicaments connus.

Tableau 03 : Structure SMILES des ligands étudiees

Composés Structures SMILES

Naringine  [HIC@@ILOICO@H2ICO@HIO)IC@HI(O)[C@@H](CO)O[C@H]20C2=CC3=C(C(=0)CICE@H]
(03)C3=CC=C(0)C=C3)C(0)=C2)0[C@@H](C)[C@H](O)[C@@H](O)[C@H]10
Acarbose [HIC(=0)[C@H](0)[C@@H](0)[C@](H])(O[C@@]1(H))O[C@H](CO)[C@@]
(IH])(O[C@H]20[C@H](C)[C@@HIIN[C@@]3([H])C=C(CO)
[C@@H](0)[C@H](0)[C@HIZ0)[C@H](0)[C@H]20)[C@H](0)[C@H]10)[C@H](0)CO
Amoxicilline [HI[C@]12SC(C)(C)[C@@H](N1C(=0)[C@H]2NC(=0)[C@H](N)C1=CC=C(0)C=C1)C(0)=0
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11.5.1.1. Généralité sur la similitude médicamenteuse :

Afin qu’une molécule puisse étre considéree comme un candidat médicament et devenir un
médicament, elle doit posséder une bonne activité biologique, étre efficace sur le plan
thérapeutique et étre peu ou pas toxique, tout en ayant des propriétés qui permettent une
excellente biodisponibilité. Les molécules dites "drug-like" possedent des propriétés ADME
qui leur permettent une bonne absorption orale, conformément a la regle de Lipinski
(Lipinski et al. 1997; Walters 2012), ainsi que des groupes fonctionnels et/ou des propriétés
physicochimiques similaires a celles de la plupart des médicaments connus, selon Walters et
Murcko (Lipinski 2004).

Apres avoir réussi les tests cliniques de phase I, les chercheurs ont observé que les
molécules "drug-like" (Lipinski 2004) satisfont au moins trois des propriétés de Lipinski
(Lipinski 2000) suivantes : un poids moléculaire inférieur a 500 Dalton, un LogP calculé
inférieur a 5, un nombre d'accepteurs de liaison hydrogeéne inférieur ou égal a 10 et un nombre
de donneurs de liaison hydrogene inférieur ou égal a 5. Des compléments ont été apportés par
Veber (Veber et al. 2002), tels que le nombre de liaisons rotatives NROT (0 < NROT < 10), la
polaritt TPSA (20 < TPSA < 130), la saturation Csp3 (0,25 < fraction Csp3 < 1) et la
solubilité (Log S) (-6 < Log S <0).

Il convient de rappeler que la régle de Lipinski est une technique qui permet d'identifier les
composés qui présentent des problémes de perméabilité et d'absorption (Pliska et al. 1996),
établie a partir d'une liste de composes ayant réussi les tests cliniques de phase 1.
11.5.1.2. Introduction aux propriétés physicochimiques :

Les propriétés physicochimiques des médicaments ont un impact considérable sur leur
pharmacocinétique. La mesure et le calcul de ces propriétés peuvent étre utilisés pour prédire
les propriétés ADMET, ce qui permet de classer les composeés a sélectionner (Barret 2018).

v Poids moléculaire (PM) :

Le poids moléculaire (PM) est une propriété physicochimique essentielle dans la recherche
de nouveaux médicaments. Les processus intracellulaires, tels que 1’absorption intestinale, la
pénétration de la barriere hématoencéphalique, le taux d’élimination et l'interaction avec les
cibles moléculaires sont grandement influencés par cette propriété.

v' La lipophilie :

La lipophilie est une proprieté physicochimique importante pour les médicaments
potentiels, car elle joue un role dans la solubilité, I'absorption, la pénétration dans la
membrane, la liaison aux protéines plasmatiques, la distribution, la pénétration dans le SNC et
la diffusion dans dautres tissus ou organes tels que le foie. Elle est la propriété

physicochimique la plus couramment utilisée pour prédire la pénétration des medicaments
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dans les systemes biologiques. Log P est défini comme un logarithme de coefficient de
partage dans un systéme octanol/eau, mesuré par la distribution du composé neutre (non
ionisé) entre la phase non aqueuse (octanol) et la phase aqueuse (eau).

v Solubilité :

La solubilité aqueuse (Log S) est un autre parametre physicochimique important pour les
médicaments, car elle refléte la biodisponibilité orale d’un composé. La solubilité des
médicaments dans ’eau affecte leur activité biologique et est un parametre important pour
atteindre une concentration préecise de médicament dans la circulation systémique pour obtenir
la réponse pharmacologique attendue.

v Polarité TPSA :

(20 < TPSA < 130) : La polarisabilit¢ d’une molécule est définie par sa capacité a se
déformer par un champ électrique externe, ce qui joue un rdle important dans la modélisation
de nombreuses propriétés moléculaires et des activités biologiques. Une molécule trés
polarisée peut donner des attractions fortes avec d'autres molécules et peut améliorer sa
solubilité aqueuse.

v Réfraction molaire MR :

(0<MR<10) : La réfractivité molaire (MR) est un critere important dans la mesure des
facteurs stériques. Elle est généralement désignée comme une simple mesure du volume
occupé soit par un atome individuel ou par un groupe d'atomes.

v Le nombre de liaisons rotatives (NROT) :

Le nombre de liaisons rotatives est défini comme une simple liaison, non pas dans un
cycle, liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogeéne). Les liaisons amide C-N sont
exclues du compte en raison de leur barriére a I'énergie de rotation éleveée.
11.5.1.3. Généralité sur le profil pharmacocinétique :

En effet, les propriétés liees a 'ADME peuvent grandement influencer I'efficacité et la
sécurité d'un candidat médicament. La P-glycoproteine (Pgp) est un transporteur membranaire
qui est impliqué dans I'efflux des composés hors des cellules et peut limiter leur absorption et
leur biodisponibilité. Les inhibiteurs de la Pgp peuvent augmenter la biodisponibilité de
certains médicaments. Les enzymes du cytochrome P450 sont des enzymes clés dans le
métabolisme des médicaments, et leur inhibition ou induction peut avoir des effets
significatifs sur la pharmacocinétique des médicaments, tels que l'augmentation ou la
diminution de leur concentration plasmatique, ce qui peut conduire a une toxicité ou une
inefficacité accrue (Mannaert et al. 2005).

De plus, la perméabilité membranaire est un parametre important pour I'absorption des

médicaments a travers les barrieres biologiques, telles que la membrane hépatocytaire, les
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cellules epithéliales gastro-intestinales, la paroi capillaire sanguine, le glomérule et les
barriéres organiques restrictives. Une perméabilité accrue peut permettre une absorption plus
rapide et plus compléete des médicaments, tandis qu'une perméabilité réduite peut limiter leur
absorption et leur biodisponibilité. Le volume de distribution et la clairance rénale sont
également des parametres importants dans la pharmacocinétique des médicaments, car ils
déterminent la distribution et I'élimination des médicaments dans le corps (Mannaert et al.
2005).

En somme, I'étude in silico des propriétés ADME peut aider a identifier les candidats
médicaments les plus prometteurs avant les expériences in vitro et in vivo, ce qui peut réduire
le codt et le temps nécessaires pour le développement de nouveaux médicaments.
11.5.1.4. L’intérét de la prédiction de la toxicité :

La toxicité d'une substance se réfere a sa capacité de causer des effets indésirables sur un
organisme vivant et peut varier en fonction de la dose, de la fréquence, de la durée
d'exposition et du moment d'apparition des signes cliniques. Avant d'étre mis sur le marché,
tout médicament ou produit chimique doit étre soumis a des essais de toxicité afin d'évaluer
leur dangerosité. Trois formes de toxicité sont cliniqguement reconnues : aigué, a court terme
ou subaigué/subchronique, et a long terme ou chronique (Gutyj et al. 2018). La détermination
de la dose létale 50 (DL50) est nécessaire pour classer les produits chimiques selon leur
toxicité (Tableau 04), évaluer le risque de surdosage, planifier les études de toxicité chez les
animaux et les essais thérapeutiques chez I'nomme, ainsi que pour controler la qualité des
produits chimiques. Toutefois, la DL50 a ses limites, car elle ne fournit pas d'informations sur
les mécanismes réactionnels en jeu ni sur la nature des Iésions causées. Elle ne peut étre
considérée que comme une estimation préliminaire et grossiere, influencée par des facteurs
tels que I'espéce animale, le sexe, I'age et le temps (Lacombe et al. 2011).

Tableau 04 : Classification des produits chimiques selon leurs toxicités

DL50 Orale (Rat) Indice de toxicité
Jusqu’a 1 mg/kg 1 = Extrémement toxique
De 1 a 50 mg/kg 2 = Hautement toxique
De 50 a 500 mg/kg 3 = Modérément toxique
De 500 a 5000mg/kg 4 = L égerement toxique
De 5000 a 15000 mg/kg 5 = Presque pas toxique
Plus de 15000mg/kg 6 = Relativement inoffensif
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11.5.2. Evaluation de I’activité biologique par amarrage moléculaire :

L'évaluation de l'activité biologique d'un composé peut étre réalisée par amarrage
moléculaire (Shoichet et al. 2002), une méthode in-silico qui permet de prédire I'affinité et la
liaison d'un ligand a une cible biologique. Cette technique est basée sur la connaissance de la
structure tridimensionnelle de la cible et sur les propriétés physicochimiques du ligand, telles
que la charge, la polarité et la forme. L'amarrage moléculaire peut étre utilisé pour identifier
des candidats médicaments potentiels en évaluant leur capacité a interagir de maniére
specifique avec la cible biologique (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est particulierement
utile pour accélérer le processus de découverte de médicaments en réduisant le nombre de
composés a synthétiser et a tester in vitro. Cependant, il est important de noter que les
prédictions in silico doivent étre confirmées par des expériences in vitro pour évaluer
I'efficacité et la sécurité du candidat médicament (Jakhar et al. 2020).
11.5.2.1. Préparation des ligands :

Dans le cadre de la réalisation d'études d'amarrage moléculaire, il convient en premier lieu
d'obtenir une structure tridimensionnelle parfaitement optimisée du composé a étudier. Cette
étape est généralement entreprise en recourant a la théorie fonctionnelle de la densité (DFT),
sans recourir a des contraintes de symétrie (Becke 1993). Les calculs sont réalisés au moyen
du logiciel Gaussian 09 (Frisch et al. 2009), en utilisant la fonctionnelle d'échange de Becke
ainsi que la fonctionnelle de corrélation de Lee, Yang et Parr (B3LYP), en combinaison avec
I'ensemble de base 6-311G+ +(d,p) (Becke 1993; Frisch et al. 1988). La structure optimisée
de composé est représentée dans la Figure 26.

Quant aux structures bidimensionnelles (2D) de I'acarbose, et de I'amoxicilline, elles ont
été extraites de la base de données DrugBank (https://go.drugbank.com/) (Wishart et al.

2018), avant d'étre converties en structures tridimensionnelles (3D) et optimisées selon la
méme methode, en vue de la réalisation d'études d'amarrage moléculaire. Les structures 3D

des médicaments standards sont présentées dans la Figure 27.
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Figure 27 : Stratljcture de : Amoxicilline (a) et Acarbose (b) extraites de la base de données
DrugBank
11.5.2.2. Préparation des récepteurs :

Les structures 3D des récepteurs, y compris le récepteur de ’ADN humain (PDB ID :
1WO0) (Court et al. 2005), I’albumine de sérum bovin (PDB ID : 6QS9) (Castagna et al.
2019), l'alpha-amylase pancréatique humaine (PDB ID : 4GQR) (Williams et al. 2012),
cyclooxygénase (PDB ID : 40TY) (Wigadsor et al. 2013), Escherichia coli (PDB ID : 6F86)
(Narramore et al. 2019) et Staphylococcus aureus (PDB ID : 6LKI) (M. Wang et al. 2020).
Les informations relatives aux récepteurs, y compris leurs noms et leurs PDB ID, ont été
répertoriées dans le Tableau 05 suivantes.

Les structures ont été obtenues a partir de la banque de données sur les protéines RSCB

(https://www.rcsb.org/) (Rose et al. 2016). Pour préparer ces récepteurs, AutoDock Tools

(ADT) a été utilise. La préparation impliquait I'élimination de toutes les molécules d'eau et de

cofacteurs pour obtenir la structure brute de chaque protéine. Ensuite, le site actif a été défini
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a l'aide du logiciel Molegro Virtual Docker (Bitencourt-Ferreira and de Azevedo 2019),
suivi de I'ajout d'hydrogénes polaires avant I'attribution des charges de Kollman.
Tableau 05 : Les informations relatives aux récepteurs cibles sélectionnées pour les études

d’amarrage moléculaire.

hTRF1 DNA-binding domain in complex with
telomeric DNA

PDB ID 1IWOT
Résolution (A) 2.00
Mutation No
R-Value 0.252
Chaines A B
Organisme Homo sapiens

Bovine Serum Albumin in complex with

Ketoprofen
PDB ID 6QS9
Résolution (A) 2.80
Mutation No
R-Value 0.218
Chaines A B
Organisme Bos taurus

Human Pancreatic alpha-amylase in complex

with myricetin

PDB ID 4GQR
Résolution (A) 1.20
Mutation No
R-Value 0.252
Chaines A
Organisme Homo sapiens
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Crystal Structure of E. coli GyraseB 24kDa

PDB ID 6F86
Résolution (A) 1.90
Mutation No
R-Value 0.204
Chaines A
Organisme Escherichia coli O157:H7

Two-component system protein mediate signal

transduction

PDB ID 6LKI
Résolution (A) 1.78
Mutation No
R-Value 0.210
Chaines A
Organisme Staphylococcus aureus

11.5.2.3. Expériences d’amarrage Moléculaire :

11.5.2.3. Expériences d’amarrage Moléculaire :

Toutes les études de docking ont été effectuées sur un micro-ordinateur Pentium de 3.30
GHz, doté de 4.00 Go de mémoire RAM et d'un systeme d'exploitation Windows 10. Pour les
calculs de docking, le programme AutoDock 4.2 (Morris et al. 2009), fondé sur I'algorithme
génétique Lamarckien (LGA) avec recherche GA (Morris, Huey, and Olson 2008), a eté
utilisé. Les simulations de docking ont été réalisées en utilisant les parametres par défaut,
tandis que le nombre de runs a été fixé a 15, avec 150 individus et 2 500 000 évaluations
d'énergie. La recherche a été menée sur une grille de 41 et 51 points par dimension, avec des
points séparés de 0.500 A. Les centres et les tailles de grille ont été déterminés pour chaque
récepteur, tel qu’indiqué dans le Tableau 06, avec un pas de 0.500 centré sur le site actif de
récepteur. A I’issue des runs d’amarrage, une énergie de liaison diverse des ligands a été

obtenue avec leurs conformations respectives ; la pose d’amarrage énergétiquement la plus
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favorable a ete utilisée pour l'analyse de docking (Morris et al. 1998). Les interactions
d’amarrage ont été visualisées en utilisant les options d'interaction récepteur-ligand dans les
logiciels : Discovery Studio v2.5 (Systéemes 2016), et PyMOL (Anaconda 3) (DeLano 2002)

ainsi le serveur en ligne Protein-Ligand Interaction Profiler (https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de/plip-web/plip/index) (Salentin et al. 2015).

Tableau 06 : Les paramétres de docking sélectionnés pour les récepteurs cible.

Récepteur Centre de grille Taille de grille (A)

X Y Z
ADN 31.300 46.570 22.280 64 64 64
BSA -42.030 -2.380 35.230 64 64 64
a-amylase 10.800  16.530 39.740 70 70 70
E.Coli 55.0 31.0 67.0 60 60 60
Staphylococcus aureus -2.546  -23.991 1.652 50 50 50

11.5.3. Evaluation de activité biologique par dynamique moléculaire :

La méthode de simulation de dynamique moléculaire est couramment utilisée dans la
recherche scientifique pour étudier le comportement dynamique des protéines et des
complexes protéine-ligand (Hansson, Oostenbrink, and van Gunsteren 2002). Dans le
cadre de cette étude, une simulation MD a été mise en place pour estimer la stabilité des
complexes d’amarrage formé entre les molécules prometteuse et les récepteurs cibles. Cette
simulation a été effectuée sur une durée de 10 ns dans un environnement d'hydratation
explicite en utilisant le logiciel GROningen MAchine pour les simulations chimiques
(GROMACS) version 5.0.6 (Van Der Spoel et al. 2005).

Le systeme de simulation a été configuré a l'aide de l'interface graphique basée sur le web
CHARMM-GUI (Jo et al. 2008), en utilisant le programme CHARMM General Force Field
(CGenFF) version 1.0 (Vanommeslaeghe and MacKerell Jr 2012) pour la préparation du
ligand et le champ de force CHARMM 36 (Huang and MacKerell Jr 2013) pour la
préparation du systeme. La charge atomique partielle a été prise en compte pour la
paramétrisation du ligand, avec le modele de solvant trois points transférable intermoléculaire
potentiel (TIP3P) selectionné pour le complexe protéine-ligand. Une boite d'eau de forme
cubique avec une distance de bord de 10 A a été utilisée et la charge du systéme a été
neutralisée en incorporant des contre-ions Na* et CI-.

Une fois le systeme neutralisé, une minimisation d'énergie a été effectuée pour éliminer les
interférences stériques. Les systéemes d'énergie minimale ont ensuite été équilibrés en six

étapes en réduisant progressivement la constante de force et en thermalisant (dans I'ensemble
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NVT) a 298 K et en pressurisant (dans I'ensemble NPT) a 1 bar chacun pendant 1 ns. Les
systemes bien équilibrés ont été simulés a l'aide du logiciel Gromacs installé sur des
installations de supercalculateur du laboratoire de valorisation et de technologie des
ressources sahariennes (VTRS) a l'université d'El Oued. La sortie de la simulation a été
centrée, et les trajectoires ont été analysées a l'aide du logiciel VMD (Humphrey, Dalke, and
Schulten 1996). Les commandes gmx rmsd, gmx rmsf, et gmx hbond ont été utilisées pour
calculer respectivement le RMSD, le RMSF, et les liaisons hydrogene.
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Ce chapitre présente les résultats de I'extraction, de la caractérisation et de I'étude in-silico
et in vitro de l'activité biologique du naringine, un composé présent dans la plante de Orange.
L'objectif principal de cette étude était de déterminer l'activité biologique potentielle du
naringine en tant que composé actif pour le développement de nouveaux médicaments. Les
résultats présentés dans ce chapitre fournissent des informations détaillées sur la composition
chimique du naringine, ainsi que sur son activité anticancéreuse, anti-diabétique,
antibactérienne in vitro et ses interactions avec des protéines cibles in-silico. Les résultats de
cette étude peuvent contribuer a la compréhension de I'activité biologique du naringine et a
son potentiel en tant que composé actif dans le développement de nouveaux meédicaments
pour le traitement de diverses maladies.

I.1. Caractérisation:

La caractérisation chimique du naringine a été réalisée pour déterminer sa structure et sa
pureté. Des analyses telles que la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie infrarouge (IR) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été effectuées pour caractériser le composé.

I.1.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M):

Les résultats de la CCM ont montré que le naringine présentait une tache unique (Figure
28) avec une Rf (facteur de rétention) de 0.7407 lorsqu'il était évalué a l'aide de solvant
Hexane-méthanol (7:3). La tache de naringine a été révélée en utilisant 1’Tode solide, qui a
montré une coloration orange-brun caractéristique. Ces résultats ont confirmé la présence et la

pureté de naringine dans I'extrait de la plante de pamplemousse (Giannuzzo et al. 2003).

Figure 28 : Chromatographie sur couche mince (CCM) du naringine.
1.1.2. Caractérisation par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :
Les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait un temps de rétention de
34.128 £ 0.5 minutes (Figure 29) lorsqu'il était séparé en utilisant le gradient de solvant
acétonitrile-méthanol. De plus, les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait

un pic unigque avec une pureté de 60%. Cela indique que le naringine a été correctement
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séparé des autres composants dans I'extrait et que la méthode de purification était efficace
(Yusof, Ghazali, and King 1990).
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Figure 29 : Chromatogramme de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) du
naringine.
1.1.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

Le naringine extrait de pamplemousse a été caractérisé par spectroscopie infrarouge (IR)
pour confirmer la présence de groupes fonctionnels caractéristiques de la molécule. Le spectre
IR du naringine a été comparé a un spectre IR de référence de naringine, obtenu depuis Alfa
Aeser (Figure 30).

Le spectre IR du naringine a montré des pics de vibration caractéristiques pour les liaisons
O-H, C-H, C=0 et C-O. Le pic a 3404.91 cm™ correspond a la liaison O-H caractéristique des
groupes phénoliques présents dans la molécule de naringine. Le pic & 2933.92 cm’
correspond & la vibration des liaisons C-H de l'anneau aromatique. Le pic a 1264.53 cm™
correspondent a la vibration de la liaison C-O, qui est caractéristique des groupes ester et
éther. Dans le cas de la naringine, cette bande est attribuée a la présence d'un groupement
éther. Le pic a 1519.95 cm™ est due a la vibration de déformation de la liaison C-C et C-O,
qui est caractéristique des cycles aromatiques. Le pic a 1037.76 cm™ est due a la vibration

d’¢longation de la liaison C-O-C, qui est caractéristique des groupes éther.
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Figure 30 : Caractérisation du naringine extrait (Linge noire) et naringine référencie (Linge
rouge) par spectroscopie infrarouge (IR).

En comparant le spectre IR du naringine extrait avec le spectre IR de naringine référencie,
il a été observe que les deux spectres présentent des pics de vibration similaires, confirmant la
présence du naringine dans I'échantillon extrait de Orange (Ghosal, Ghosh, and Das 2018).
I.1.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La spectroscopie d'absorption UV-visible a été utilisée pour caractériser le naringine extrait
d'Orange. Les mesures ont été effectuées a une longueur d'onde de 283 nm (Figure 31),
correspondant au maximum d'absorption du naringine.

Le spectre d'absorption UV-visible du naringine a montré un pic intense a 283 nm,
correspondant a une transition n-n* du groupement phénolique. Ce pic est caractéristique de
la présence de groupes phénoliques dans la molécule de naringine, sont responsables de
I'absorption dans cette région du spectre électromagnétique.

En comparant le spectre d'absorption UV-visible du naringine avec celui de la naringine de
référence, il a été observé que les deux spectres présentent des pics d'absorption similaires,
confirmant la présence du naringine dans I'échantillon extrait de Orange (Cordenonsi et al.
2017).
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Figure 31 : Spectre UV du naringine extrait (Linge noire) et de naringine référencie (Linge

rouge).
1.1.5. Caractérisation par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La RMN a été utilisée pour caractériser le naringine extrait de pamplemousse. Les spectres

RMN du naringine ont été enregistrés en solution dans un solvant DMSO-d6.

Le spectre RMN du proton (*H) du naringine a montré des signaux correspondant aux
différents groupes protons de la molécule (Figure 32). En particulier, Les signaux de 2 protons
doublets entre 6.18 et 6.,22 ppm dont les constantes de couplage indiquent qu’ils sont en
position méta sur le cycle A ; Le spectre montre également 3 multiplets a 5.51 ppm (H-2),
3.39 ppm (H-3a), 3.14 ppm (H-3b). Le fort déblindage du proton H-2 indique qu’il est porté
par un carbone lié a I’atome d’oxygéne au niveau du cycle ; Le spectre de RMN *H montre

plusieurs signaux compris entre 5.6 et 2.5 ppm.
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Figure 32 : Spectre RMN du *H de naringine.

De méme, le spectre RMN du carbone (**C) du naringine (Figure 33) a montré des signaux

correspondant aux différents groupes carbones de la molécule. En particulier, les signaux a
94.1 ppm, 81.5 ppm, et 116.1 ppm ont été attribués aux carbones des groupes méthyle,

méthyléne et aromatique, respectivement.
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Figure 33: Spectre RMN du 13C de naringine.
1.2. Evaluation In Vitro des activités biologiques :
1.2.1. Evaluation de I’activité anti-cancéreux :

Une titration par spectroscopie électronique a été effectuée pour étudier I'interaction de
naringine avec I’ADN et la BSA dans une solution 90% éthanol/tampon phosphate
(KH2PO4/K2HPO4) a pH de 7.2. Les spectres d'absorption d'une concentration fixe (1 mM) de
naringine en absence et en présence d'une concentration croissante de la solution stock d’ADN
et de BSA sont présentés dans la Figure 34. Avec l'ajout d'ADN et de BSA, une
hypochromicité significative a été observée sans aucun déplacement notable de la position du
pic d'absorption maximal (Lanez, Bechki, and Lanez 2019), ce qui indique clairement la
formation d'un adduit entre I'’ADN/BSA et la naringine (Zegheb et al. 2022).
L’hypochromicité suggere en outre une propriété de liaison principalement dans le sillon de la
double hélice de 'ADN (Khennoufa et al. 2021).
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Figure 34 : Spectres d'absorption UV-visible de 1 mM de naringine en absence et en présence
de concentrations croissantes d’ADN (a) et de BSA (b) dans une solution 90% éthanol/tampon
phosphate (KH2PO4/K2HPO4) 0.1 M a un pH de 7.2 et a température de 298 K.
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Les concentrations d’ADN et de BSA ajoutées ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues

a partir des spectres électroniques de la Figure 34 sont regroupées dans le Tableau 07

suivant :

Tableau 07 : Valeurs des absorbances tirées a partir du spectre électroniques UV-VIS de la

[ADN] (kM)
0.00
6.35
12.32
17.92

23.19

28.16
32.85
37.29
41.49
45.48
49.28

1.2.1.1. Constantes de liaison :

Figure 34
Absorbance
1.85 0.00
1.56 0.73
1.39 141
1.17 2.05
0.93 2.66
0.88 3.23
0.8 3.77
0.74 4.28
0.7 4.76
0.64 5.22
0.61 5.66

[BSA] (uM)  Absorbance

1.98
1.85
1.74
1.65

1.57

1.53
1.47
1.41
1.36
1.41
1.27

En se basant sur la diminution d’absorbance du naringine suite a 1’addition de différentes

concentrations d’ADN et de BSA, la constante de liaison a été évaluée a partir du tracé de
Ao/(A-Ag) en fonction de 1/ [ADN] ou 1/[BSA] (Figure 35) selon I’Equation 1 citée

auparavant. La constante de liaison est calculée du rapport pente/interception.

Ag/A-Ag

a

000 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16

U[ADN] @MY

-2.0

NI

018 020 022 024 02 028 030 032
1/[BSA] (uM™)

Figure 35 : Les droites de régression linéaire de Ao/(A-Ao) en fonction de 1/[ADN] (a) et

1/[BSA] (b) ont été utilisés pour calculer les constantes de liaison de naringine I’ADN et

BSA.
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1.2.1.2. Energie libre de liaison :

La variation de I’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant I’Equation 5 suivante
(B. L. Wang et al. 2020):

AG=—-RTInK (5)

Ou AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol™, R est la constante des gaz, 8.32 J.mol*K™ et
T est la température absolue, 298K.

Les parameétres de liaison sont répertoriés dans le Tableau 08.
Tableau 08 : Constante de liaison et énergie libre de liaison pour le naringine avec I’ ADN et

le BSA & partir des données UV apH=7.2et T =298 K

Adduits Equations R2 K (M1  -AG (KJ.mol?Y)
Naringine ADN y =36.866x —0.679 0.989 1.84x 10* 24.35
y=-10.244x — 0.997 1.09 x 10° 28.77

Naringine_BSA
1.125

Les résultats obtenus montrent que la naringine a une forte affinité avec I’ADN et le BSA,
avec des constantes de liaison élevées del1.84x 10* M pour I’ADN et 1.09 x 10°M™ pour le
BSA. Ces valeurs indiquent une forte interaction entre la naringine et les deux
macromolécules biologiques étudiées (Khennoufa et al. 2021). En outre, les valeurs de
1'énergie libre de liaison (AG) sont également élevées, de -24.35KJ.mol™ pour I’ADN et de -
28.77KJ.mol pour le BSA, ce qui suggére que la liaison entre la naringine et les
macromolécules biologiques est thermodynamiquement favorable (Lanez, Bechki, and
Lanez 2019).

1.2.2. Evaluation de I’activité antidiabétique :

L activité antidiabétique du naringine a été évaluée par la méthode spectrophotométrique
d’interaction de I’alpha-amylase avec le naringine. L’alpha-amylase est une enzyme digestive
responsable de la dégradation de I’amidon en glucose et est une cible importante dans le
traitement du diabete de type 2 (Park et al. 2000).

L'activité de I'alpha-amylase a été mesurée en présence et en l'absence du naringine. La
méthode est basée sur le fait que I'alpha-amylase hydrolyse I'amidon en glucose, ce qui peut
étre suivi par la mesure de la libération de glucose en utilisant un réactif de glucose oxydase-
peroxydase (Conway and Hood 1976). Le potentiel inhibiteur de l'acarbose, un médicament
antidiabétique de type 2 standard, sur l'activité de 1'a-amylase a également été analysé dans

cette recherche pour servir de controle positif.

61



Partie I1: Expérimentale Chapitre 2: Résultats et Discussion

Les concentrations de naringine et d’acarbose ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues
a partir de mesure spectroscopique sont regroupées dans le Tableau 09 suivant :

Tableau 09 : Valeurs des absorbances tirées a partir du test d’alpha-amylase

[Naringine] (mg/ml)  Absorbance [Acarbose] (mg/ml)  Absorbance

0.00 0.093 0.00 0.093
0.25 0.166 1.294 2.353
0.125 0.161 0.647 2.18
0.062 0.160 0.323 1.66
0.031 0.159 0.161 1.247
0.015 0.157 0.080 0.734
0.007 0.147 0.040 0.377
0.003 0.143 0.020 0.278
0.001 0.134 0.010 0.199
0.0009 0.130 0.005 0.165
0.0004 0.117 0.002 0.15

Les résultats de I’absorbance obtenus révélent une corrélation proportionnelle entre
I'absorbance et les concentrations croissantes des différents ligands étudies, suggérant une
activité inhibitrice de l'alpha-amylase.
1.2.2.1. Activités inhibitrices de I'alpha-amylase (ICso) :

Le potentiel antidiabétique in vitro de naringine extraits de Orange a été étudié en utilisant
le modéle d'inhibition de I’a-amylase et les résultats sont présentés dans le Tableau 10. A
partir des régressions exponentielles de la concentration de naringine et acarbose (mg/ml) par
rapport & l'inhibition de I’a-amylase en pourcentage (Figure 36), tous les composés étudies
ont augmenté significativement l'inhibition de I’a-amylase (%) avec une augmentation

correspondante de la concentration de ligand.

45 10
[ ] - | |
90
40|
y = 41.88 - 21.01*exp(-269.6x) 8 y = 94.28 - 58.75*exp(-31.31x)

35 R?=0.926 . R?=0.989
8 8
= 30 6

a
25 50 b
N - 40 H
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 36.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2 14
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Figure 36 : Les courbes de régression exponentielle de pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration de Naringine (a) et Acarbose (b).
Tableau 10 : Activité antidiabétique de naringine et acarbose par le test d'inhibition de I’a-
amylase.

[Naringine] (mg/ml)  Inhibition % [Acarbose] (mg/ml) Inhibition %

0.25 43.97 1.294 96.04
0.125 42.23 0.647 95.73
0.062 41.87 0.323 94.39
0.031 41.51 0.161 92.54
0.015 40.76 0.080 87.32
0.007 36.73 0.040 75.33
0.003 34.96 0.020 66.54
0.001 30.59 0.010 53.26
0.0009 28.46 0.005 43.63
0.0004 20.51 0.002 38.00

1Cs0 = 3.5 pg/ml 1Cs0 = 9.02ug/ml

La naringine montre une inhibition de I'alpha-amylase croissante avec I'augmentation de sa
concentration. A une concentration de0.031 mg/ml, l'inhibition est de41.51%, et elle
augmente progressivement pour atteindre 43.97% & une concentration de0.25 mg/ml. A des
concentrations plus faibles de naringine (inférieures a 0.25 mg/ml), I'inhibition diminue, avec
20.51 % d'inhibition a une concentration de 0.0004 mg/ml. L'ICso de la naringine, c'est-a-dire
la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de l'activité de l'alpha-amylase, est de 3.5
pg/ml.

En comparaison, l'acarbose, un médicament couramment utilisé comme inhibiteur de
I'alpha-amylase dans le traitement du diabete, montre une inhibition plus forte de I'activité de
I'alpha-amylase & des concentrations plus élevées. Par exemple, a une concentration de 0.002
mg/ml, l'inhibition de I'acarbose est de 38 %, et elle augmente pour atteindre 96.04 % a une
concentration de 1.294mg/ml. L'ICso de I'acarbose est de 9.02 pg/ml, ce qui est plus élevé que
celui de la naringine (environ (5.52 fois).

Ces résultats suggerent que la naringine présente une activité inhibitrice de I'alpha-
amylase, bien que moins puissante que celle de I'acarbose a des concentrations équivalentes.
Cependant, il est important de noter que la naringine est un composé naturel présent dans

certains aliments (Ghosal, Ghosh, and Das 2018), tandis que I'acarbose est un médicament

63



Partie I1: Expérimentale Chapitre 2: Résultats et Discussion

synthétique prescrit sous forme de médicament (Shibata and Ogawa 1989). Par conséquent,
la naringine peut étre considérée comme une alternative naturelle et potentiellement bénéfique
a l'acarbose dans le contexte de la régulation de la glycémie et du traitement du diabete
(Laraoui et al. 2023).

1.2.2.2. Constantes de liaison :

La diminution graduelle des valeurs d'absorption de la solution d'a-amylase par
l'augmentation des concentrations de naringine et d'acarbose peut étre exploitée pour calculer
la constante de liaison en appliquant I’Equation 1 citée auparavant.

La valeur de Ky, qui représente la constante de liaison (M), Un graphique de A/(Ac-A) en
fonction de 1/C (Figure 37) a donné une pente de &/(go-¢) Kb et une intersection "y" égale a

€l(eo-€), ou Ky est le rapport de la pente sur I'intersection "y".

T gy D leamesemy
Figure 37 : Tracés des courbes de A/(Ao — A) en fonction de 1/[Naringine] (a) et 1/[Acarbose]
(b) utilisées pour calculer les constantes de liaison.
1.2.2.3. Energie libre de liaison :

La variation de I’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant I’Equation 5 citée
auparavant.

Les valeurs négatives de AG indiquent la spontanéité de l'interaction entre I'a-amylase et
les composés étudiées, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la protéine et
les ligands (Adisa, Choudhary, and Olorunsogo 2011). Les valeurs obtenues pour les
constantes de liaison et leurs eénergies libres de liaison correspondantes sont résumées dans le
Tableau 11.

Tableau 11 : Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringine et Acarbose
avec l'alpha-amylase calculées a partir des données UV-Vis.
Adduits Equations R2 K (MY  -AG (KJ.mol?)

Naringine_a-amylase y=-0.002x-2.380 0.952 1.11 x 10° 34.52
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Acarbose_o-amylase y=-0.010x - 1.084 0.961 1.06 x 10° 28.69

Pour la naringine, le coefficient de détermination (R?) associé & cette équation est de 0.952,
ce qui indigue une bonne adéquation du modéle aux données expérimentales (LANEZ n.d.).
La constante de liaison (K), qui est une mesure de la force de liaison entre la naringine et
I'alpha-amylase, est de 1.11 x 105 M. Une valeur plus élevée de K indique une liaison plus
forte entre la naringine et I'enzyme (Hirose 2001). La variation d'énergie libre (-AG), qui
représente la spontanéité de la réaction d'adduction, est de 34.52 kJ/mol.

Pour I'acarbose, un coefficient de détermination (R?) de 0.961. La constante de liaison (K)
est de 1.06 x 10° M, ce qui indique une liaison moins forte entre I'acarbose et I'alpha-
amylase par rapport & la naringine. La variation d'énergie libre standard (-AG) est de 28.69
kJ/mol.

Ces données suggerent que la naringine forme des adduits plus forts avec l'alpha-amylase
par rapport a l'acarbose, comme en témoignent la valeur plus élevée de K et la plus grande
variation d'énergie libre standard (-AG). Cela peut contribuer a son activité inhibitrice sur
I'alpha-amylase observée dans les résultats précédents.

1.2.3. Evaluation de I’activité antibactérien :

L'étude in vitro du pouvoir antimicrobien de naringine a été réalisee en utilisant la
technique des disques de diffusion contre deux types de bactéries couramment rencontrées
dans les infections, Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus (S. aureus). Deux
méthodes ont été utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne : la mesure de la zone
d'inhibition autour du disque imprégné de naringine, ainsi que la mesure de la densité optique
de la suspension bactérienne apreés traitement avec différentes concentrations de naringine.
Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux de I'amoxicilline, un antibiotique
couramment utilisé. Dans cette étude, nous présentons les résultats obtenus pour les
différentes méthodes d'évaluation de I'activité antibactérienne de la naringine et leur
comparaison avec lI'amoxicilline.
1.2.3.1. Détermination du diamétre de la zone d’inhibition :

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C, les zones d'inhibition entourant les disques
imprégnés de naringine et d'amoxicilline ont été mesurées. Les photographies des zones
d'inhibition obtenues pour les tests d'activité antibactérienne de naringine et d’amoxicilline
contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus sont présentées ci-dessous (Figure 38). Les
zones d'inhibition sont caractérisées par des zones claires dépourvues de croissance

bactérienne autour des disques.
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coli

Zone d'inhibition de naringine contre S. aureus Zone d'inhibition de I'amoxicilline contre S.
aureus

Figure 38 : Les photographies des zones d'inhibition obtenues pour les tests d'activité
antibactérienne.
Les diameétres des zones d'inhibition obtenus avec la naringine et I'amoxicilline contre
E.coli et S.aureus sont résumeés dans le Tableau 12suivant :

Tableau 12 : Diamétre des zones d'inhibition de naringine et d’amoxicilline contre E. coli et

S. aureus.
Antibiotique Bactérie Diamétre de zone (mm)
Naringine Escherichia coli 18.5
Amoxicilline Escherichia coli 231
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Naringine Staphylococcus aureus 10.9
Amoxicilline Staphylococcus aureus 20.2

Les résultats montrent que I'amoxicilline a un effet antimicrobien plus important que la
naringine, avec des zones d'inhibition plus grandes pour les deux types de bactéries testées.
Cependant, la naringine montre tout de méme une activité antibactérienne significative, avec
des zones d'inhibition de 10.9 a 18.5 mm contre E. coli et S. aureus.
1.2.3.2. Activités inhibitrice des bactéries (1Cso) :

L'activité antibactérienne de la naringine a été étudiée en utilisant la méthode de mesure de
I'absorbance pour calculer I'ICso. Cette méthode est basée sur la mesure de la croissance
bactérienne dans des puits contenant différentes concentrations de naringine. Les résultats
obtenus ont permis de déterminer la concentration minimale de naringine nécessaire pour
inhiber la croissance bactérienne a 50 %.

Pour cela, des cultures de E. coli et de S. aureus ont été incubées avec différentes
concentrations de naringine et d’amoxicilline allant de 1 a 15 mg/ml pendant 24 heures a
37°C. Ensuite, la densité optique de chaque échantillon a été mesurée a 620 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 13 suivants :

Tableau 13 : Valeurs des absorbances tirées a partir du test antibactérien

Naringine Amoxicilline
C (mg/ml) _ . C (mg/ml) _ .
E.coli  S.aureus E.coli  S.aureus

0 2.742 2.742 0 2.742 2.742
1 2.288 2.358 0.01 2.117 1.954
2 2.261 2.231 0.02 1.718 1.816
3 2.152 2.214 0.04 1.658 1.626
4 2.041 2.168 0.08 1.103 1.389
5 2.01 2.059 0.16 0.828 1.344
6 1.928 2.057 0.31 0.677 0.868
7 1.753 1.953 0.63 0.638 0.21
8 1.72 1.772 1.25 0.395 0.197
9 1.693 1.701

10 1.669 1.525

11 1.658 1.43

12 1.656 1.399
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13 1.647 1.218
14 1.579 0.958
15 1.52 0.815

Ce tableau présente les résultats de I'étude de I'activité antibactérienne de la naringine et de
I'amoxicilline contre E. coli et S. aureus en utilisant la méthode de mesure de I'absorbance.
Les résultats montrent que les densités optiques diminuent progressivement avec
l'augmentation de la concentration de naringine ou d'amoxicilline, ce qui indique une
réduction de la croissance bactérienne. Les valeurs de I'lCso, qui représentent la concentration
de naringine ou d'amoxicilline nécessaire pour inhiber 50% de la croissance bactérienne, ont
été calculées a partir de ces données en tragant le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des composés testés (Figure 39) les valeurs des ICso obtenu sont présenté dans
le Tableau 14.

5

i y=1.800x +14.634
4 RZ=0971

y = 2.8713x + 8.622
R2=0.933
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Figure 39: Les courbes de régression linéaire de pourcentage d’inhibition des bactéries en
fonction de la concentration de Naringine et Amoxicilline.
Tableau 14 : Activité antibactérien de naringine et amoxicilline par le test d'inhibition de E.
coli et S. aureus.
Naringine Amoxicilline

1% (E. coli) 1% S. aureus 1% E. coli 1% S. aureus
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16.55 14.00 22.794 28.738
17.54 19.25 37.345 33.771

21.51 20.93 39.533 40.700

25.56 35.37 59.774 49.344

26.69 37.96 69.803 50.985

29.68 44.38 75.310 68.344

37.27 47.84 76.732 92.341

42.41 55.57 85.594 92.815

44.56 65.06 92.77

16.53 027 IC50 = 0.059 mg/ml | 1C50 = 0.115 mg/m|

1Cs0 =3.29 mg/ml  1Cso0 = 5.46 mg/ml

Les résultats présentent les inhibitions de la croissance de bactéries E. coli et S. aureus en
présence de naringine et d'amoxicilline. Les résultats montrent que I'efficacité de la naringine
est relativement faible comparée a celle de I'amoxicilline, avec des I1Cso de 3.29 mg/ml et 5.46
mg/ml respectivement.

En ce qui concerne la naringine, les résultats montrent une inhibition de la croissance de
bactéries allant jusqu'a 46.53 % pour E. coli et 70.27 % pour S. aureus, a la concentration la
plus éleveée testée (15 mg/ml). Cela suggére que la naringine peut avoir une certaine activité
antimicrobienne, bien que cela nécessite des concentrations relativement élevées.

En revanche, les résultats de I'amoxicilline montrent une inhibition de la croissance
bactérienne allant jusqu'a 92.81 % pour S. aureus a la concentration la plus élevée testée
(1.25mg/ml). Cela confirme I'efficacité bien connue de I'amoxicilline en tant qu'antibiotique
contre les infections bactériennes.
1.2.3.3. Constantes de liaison :

La méthode de mesure de I'absorption spectrophotométrique a été utilisée pour évaluer la
constante de liaison (Kp) du naringine avec les deux types de bactérie. Cette constante a été
exprimée en M. Les concentrations décroissantes de naringine et d’amoxicilline ont entrainé
une diminution progressive de I'absorption de la solution contenant la bactérie. En tragant un
graphique de A/(Ao-A) en fonction de 1/C (Figure 40), la pente a été calculée comme étant
€/(e0-¢)Kp, ou & représente l'absorbance de la solution contenant le composé, et &o
I'absorbance de la solution de contrdle. L'intersection "y" a également été calculée comme
étant &/(eo-€). La constante de liaison a ensuite été obtenue en divisant la pente par

I'intersection (K» = pente/intersection).
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Figure 40: Tracés des courbes de A/(Ao —A) en fonction de 1/[Naringine] et 1/[Amoxicilline]
utilisées pour calculer les constantes de liaison.
1.2.3.4. Energie libre de liaison :

En utilisant I’Equation 5, nous avons pu calculer la variation de I'énergie libre de liaison.
Les valeurs négatives de AG indiquent que l'interaction entre les bactéries en question et les
composés étudiés est spontanée, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la
protéine et les ligands. Les constantes de liaison et les energies libres de liaison
correspondantes sont résumeées dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringine et

Amoxicilline avec les deux types des bactéries calculées a partir des données UV-Vis.

Adduits Equations R2 K (M1  -AG (KJ.mol?)
Naringine_Escherichia coli y=-26.787x - 1.264 0918 3.70 x 10° 31.79
Naringine _Staphylococcus aureus y =-27.005x-0.886 0.920 4.24 x 10* 26.42
Amoxicilline_Escherichia coli y=-0.085x - 1.247  0.962 1.46 x 10* 23.78

Amoxicilline_Staphylococcus
y=-0.040x - 1.939  0.933 4.40 x 10* 26.51

aureus
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Les résultats montrent que les valeurs de R? sont supérieures a 0.9 pour toutes les
équations, indiquant une bonne corrélation entre les concentrations des composés et leur
interaction avec les protéines. Les valeurs de K (constante de liaison) pour le naringine sont
significativement plus élevées que pour I'amoxicilline, ce qui indique une forte liaison entre le
naringine et les bactéries étudiées. De plus, les valeurs négatives de AG indiquent que
I'interaction est spontanée et que la liaison entre les composes et les protéines est forte.

Il est intéressant de noter que la naringine présente une liaison plus forte avec les deux
souches bactériennes étudiées, ce qui suggére qu'elle pourrait étre un agent antibactérien
potentiel. En revanche, I'amoxicilline montre une liaison plus faible avec les deux souches
bactériennes, ce qui est cohérent avec le fait que cette molécule est un antibiotique
couramment utilisé et que les bactéries peuvent développer une résistance a son action.

1.3. Evaluation In Silico des activités biologiques :
1.3.1. Prédiction des propriétés ADMET et la similitude médicamenteuse :

Dans la présente étude, nous avons évalué les propriétés ADME de naringine en utilisant
I'outil web SwissADME. La naringine a été analysée afin d'étudier ses caractéristiques
générales (Tableau 16), ses propriétés physico-chimiques (Tableau 17), ses caractéristiques
de lipophilie et de solubilité dans I'eau (Tableau 18 et 19), ses parametres pharmacocinétiques
(Tableau 20), sa conformité aux regles de similarité aux médicaments et son score de
biodisponibilité (Tableau 21) ainsi que ses propriétés de chimie médicinale (Tableau 22). Les
résultats obtenus pour la naringine ont été comparés aux médicaments standards (Acarbose,
Amoxicilline).

Le Tableau 17fournit des informations sur les propriétés physicochimiques des composés
étudiés. Le nombre d'atomes lourds est utilisé pour évaluer la complexité moléculaire, ou la
naringine a un nombre d'atomes lourds de 41, comparativement a l'acarbose (44), au
I'amoxicilline (25). Les composés aromatiques ont été évalués en comptant le nombre
d'atomes aromatiques lourds, ou la naringine ont de 12, tandis que l'acarbose et I'amoxicilline
n'en ont pas. La fraction Csp3 indique le pourcentage de carbone sp3 dans la molécule, ou
I'acarbose a la plus grande fraction de 0.88. Le nombre de liaisons rotatives, les accepteurs et
donneurs de liaisons hydrogéne, la réfractivité molaire et l'aire de surface totale polaire
(TPSA) sont également des propriétés importantes pour évaluer les interactions moléculaires
et la pharmacocinétique des composés. Les résultats montrent que la naringine a le plus grand
nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne avec 14, tandis que l'acarbose a le plus grand
nombre de donneurs de liaisons hydrogene avec 14. En ce qui concerne la TPSA, l'acarbose a
la plus grande surface totale polaire avec 329.01 A2. En conclusion, le Naringine se situe dans
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une plage intermédiaire en termes de taille, d'hydrophobicité, de flexibilité, de capacité de
formation de liaisons hydrogéne, de solubilité dans I'eau et de réfractivité molaire par rapport
aux autres molécules testées. Son profil de propriétés moléculaires peut la rendre appropriee
pour diverses applications, en fonction des besoins spécifiques de la recherche ou du
développement de produits.

Les résultats du Tableau 18 montrent que la naringine a une lipophilicité (Daina,
Michielin, and Zoete 2014) modérée avec un iLOGP de 1.96, alors que l'acarbose et
I'amoxicilline ont une faible lipophilicité avec des iLOGP de 0.17 et 0.95, respectivement.
D'autres mesures de la lipophilicité sont également présentées, notamment XLOGP3 (T.
Cheng et al. 2007; R. Wang, Fu, and Lai 1997), WLOGP (Ghose and Crippen 1986;
Ghose, Viswanadhan, and Wendoloski 1998), MLOGP (Moriguchi et al. 1992, 1994),
SILICOS-IT (T. Cheng et al. 2007) et Consensus Log Po/w (Meylan and Howard 2000).
Dans I'ensemble, ces résultats suggerent que la naringine est plus lipophile que I'acarbose et
I'amoxicilline.

Le Tableau 19 présente les prévisions de la solubilité des composes étudiés (Naringine,
Acarbose, Amoxicilline) utilisant trois méthodes différentes (ESOL (Delaney 2004), Ali (Ali
et al. 2012) et SILICOS-IT (Dascilu et al. 2020)). Les résultats montrent que la solubilité de
la Naringine est prévue étre faible selon les trois méthodes, tandis que la solubilité de
I'Acarbose est prévue étre élevée, tandis que la solubilité de I'Amoxicilline est prévue étre
élevée selon les méthodes ESOL et Ali, mais faible selon SILICOS-IT. Il est important de
noter que chaque méthode utilise un modeéle différent pour prédire la solubilité, ce qui peut
conduire a des résultats Iégerement différents. Cependant, en général, ces prévisions de
solubilité peuvent étre utiles pour évaluer le potentiel d'absorption et de distribution des

composés dans le corps (Savjani, Gajjar, and Savjani 2012).
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Tableaul6 : Caractéristiques générales des composés étudiées.

Composés Formule Structure SMILES Masse
Chimique Moléculaire
(9/mol)
Naringine Cy7H3014  HIC@@ILO[C@@HI2[C@@H](O)[C@H](O)[C@@H](CO)O[C@H]2 580.53
0C2=CC3=C(C(=0)C[C@H]
(03)C3=CC=C(0)C=C3)C(0)=C2)0[C@@H](C)[C@H](O)[C@@H](O)[
C@H]10
Acarbose CxsHasNQ1g  HICEOIC@HI(O)[c@@H](O)[C@]([H)(OIC@@]L([H])OI[C@H](CO) 645.60
[C@@] ([H])(O[C@H]20[C@H](C)[C@@H](N[C@@]3([H])C=C(CO)
[C@@H](0)[C@H](0)[C@H]30)[C@H](0)[C@H]20)[C@H](O)[C@H]
10)[C@H](0)CO
Amoxicilline  CisH1gN3OsS  [HIC@1125C(C)(C)[C@@HI(NLC(=0)[C@H]2NC(=0)[C@H](N)C1=C 365.40
C=C(0)C=C1)C(0)=0
Tableau 17: Propriétés physico-chimiques des composes étudiées.
Propretés Naringine Acarbose Amoxicilline
Num. Atomes lourds 41 44 25
Num. arom. Atomes lourds 12 0 6
Fraction Csp3 0.52 0.88 0.44
Num. Liaisons rotatives 6 13 5
Num. Accepteurs de liaisons hydrogene 14 19 6
Num. Donneurs de liaisons hydrogéene 8 14 4
Réfractivité molaire 134.91 137.92 94.59
+TPSA (A?) 225.06 329.01 158.26
Tableau 18 : Caractéristiques de lipophilicité des composés étudiés.
Properties Naringine Acarbose Amoxicilline
iLOGP 1.96 0.17 0.95
XLOGP3 -0.44 -8.82 -1.99
WLOGP -1.49 -8.72 -0.68
MLOGP -2.77 -7.45 0.23
SILICOS-IT -1.64 -6.36 -0.45
Consensus Log Po/w -0.87 -6.24 -0.39
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Tableau 19 : Caractéristiques de solubilité dans I'eau des composeés étudiés.

ESOL Ali SILICOS-IT
] Log S I Log S - Clas Log S o
Composés Solubilité Class _ Solubilité Solubilité Class
(ESO (Ali) S (SILICOS-IT)
L) mg/ml mol/L mg/ml mol/L mg/ml mol/L

Naringine  -2.98 6.04e-1 1.04e-3 S -3.28 8.77e-2 15le4 S -0.49 1.87e+1 3.21e-1 S

Acarbose 2.57 2.41e+5 3.73e+2 HS 269 3.18et+5 4.92e2 HS 6.23 1.10e+9  1.71e6 S
Amoxicilline  -0.70 7.30e+1 2.00e-1 HS -0.81 5.66e+1 1.55e-1 VS -1.62 8.67e+0 2.37e-2 S

S : Soluble, MS : Modérément Soluble, HS : Trés Soluble, VS : Very Soluble

Tableau 20 : Paramétres pharmacocinétiques des composés étudiés.

Propriétés Naringine Acarbose Amoxicilline

Gl absorption Faible Faible Faible

BBB perméant No No No

P-gp substrat Yes Yes No
CYP1A2 inhibitoire No No No
CYP2C19 inhibitoire No No No
CYP2C9 inhibitoire No No No
CYP2D6 inhibitoire No No No
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CYP3A4 inhibitoire No No No

Log Kp (Skin Perméation) (cm/s) -10.15 -16.50 -9.94

Tableau 21 : Régle de druglikeness et score de biodisponibilité des composes étudiés.

Propriétés Naringine Acarbose Amoxicilline
Lipinski No ; 3 violations : MW>500, N ou O>10, NH ou OH>5 No ; 3 violations : MW>500, N ou O>10, NH ou OH>5 Yes
Ghose No ; 4 violations : MW>480, WLOGP<-0.4, MR>130 No ; 4 violations : MW>480, WLOGP<-0.4, MR>130 No ; 1 violations : WLOGP<-0.4
Veber No ; 1 violation : TPSA>140 No ; 1 violation : TPSA>140 No ; 1 violation : TPSA>140
Egan No ; 1 violation : TPSA>131.6 No ; 1 violation : TPSA>131.6 No ; 1 violation : TPSA>131.6
Muegge No ; iy;glcfaltil%rjsl_;:gzrs]fs>150, No ; 4 violations : MW>282,>EPSA>150, H-acc>10, H- No : 1 violations : TPSA>150
Bioavailability score 0.17 0.17 0.55

Propriétés
PAINS
Brenk

Leadlikeness

Accessibilité de synthese

Tableau 22 : Propriétés de chimie médicinale des composés étudies.

Naringine Acarbose
0 alerte 0 alerte
0 alerte 2 alertes : aldéhyde, alcéne isolé
No ; 1 violations : MW>350 No ; 2 violations : MW>350, Rotors>7
6.16 7.25
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Amoxicilline

0 alerte
0 alerte
No ; 1 violations : MW>350
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Les résultats du Tableau 20 montrent que la naringine a une faible absorption gastro-
intestinale et est un substrat de la glycoprotéine-P, tandis que I'acarbose a une forte absorption
gastro-intestinale et est un substrat de la glycoprotéine-P .L'amoxicilline a une faible
absorption gastro-intestinale et ne présente pas d'inhibition des isoformes de cytochrome
P450. En somme, bien que la naringine présente certaines limites en termes de
pharmacocinétique et de distribution tissulaire, ses propriétés distinctes par rapport aux autres
composés peuvent étre exploitées pour des applications thérapeutiques spécifiques.

Le Tableau 21 presente différentes propriétés des composés etudiés : Naringine, Acarbose,
Amoxicilline. Les propriétés sont présentées dans différentes colonnes telles que la
conformité avec la régle de Lipinski, la regle de Ghose, la regle de Veber, la régle d'Egan et la
regle de Muegge. En outre, le tableau présente également le score de biodisponibilité pour
chaque composé.

La regle de Lipinski énonce que les médicaments doivent respecter certains critéres
physico-chimiques tels que le poids moléculaire, le nombre d'atomes d'hydrogéne accepteurs
et donneurs de liaisons hydrogene, le logP, pour étre efficaces (Lipinski 2004). Dans ce
tableau, on constate que Naringine et Acarbose ne sont pas conformes a la régle de Lipinski,
car elles ont chacune trois violations, tandis que Amoxicilline sont conformes a la régle de
Lipinski.

La regle de Ghose est similaire a la régle de Lipinski, mais elle utilise une plage de poids
moléculaire différente (Ghose, Viswanadhan, and Wendoloski 1998). Dans ce tableau, on
constate que Naringine et Acarbose ne respectent pas non plus la régle de Ghose, tandis que
Amoxicilline la respectent.

La régle de Veber mesure la flexibilité moléculaire et évalue si une molécule est capable de
se plier pour se lier a une enzyme cible (\Veber et al. 2002). Dans ce tableau, on constate que
Naringine, Acarbose ne respectent pas la régle de Veber, tandis qu’ Amoxicilline la respecte.

La regle d'Egan et la régle de Muegge sont également utilisées pour évaluer la
biodisponibilité d'un médicament en mesurant sa capacité a franchir les barriéres biologiques
(Jia et al. 2020). Dans ce tableau, Naringine et Acarbose respectent la régle d'Egan, tandis
que Amoxicilline ne la respectent pas. En ce qui concerne la regle de Muegge, Naringine ne la
respecte pas, tandis qu'Acarbose, et Amoxicilline la respectent.

Enfin, le score de biodisponibilité indique la probabilité qu'un composé atteigne sa cible
thérapeutique en quantités suffisantes pour étre efficace (Gensemer and Playle 1999). Dans
ce tableau, on constate que Amoxicilline a le score de biodisponibilité le plus éleve, tandis que

Naringine et Acarbose ont le score le plus faible.
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En conclusion, la naringine présente certaines violations des regles de "drug-likeness", ce
qui peut limiter sa probabilité de disponibilité en tant que meédicament. Cependant, il est
important de noter que ces régles sont des guides généraux et que d'autres facteurs peuvent
influencer la faisabilité d'une molécule comme médicament, tels que son mécanisme d'action,
son efficacité et sa securité.

Le Tableau 22 montre que ces trois molécules ne contiennent pas de motifs PAINS
(compounds posing as inhibitors of nucleic acids) (Yang et al. 2021), ce qui est positif car
cela indique que ces molécules sont peu susceptibles de causer des faux positifs lors des tests
de criblage pour les inhibiteurs d'acides nucléiques.

Selon le test de Brenk (Ononamadu and Ibrahim 2021), Acarbose a deux alertes, tandis
que Les deux autres molécules n'en ont aucune. Cela peut étre considéré comme un
avertissement pour Acarbose et peut nécessiter une évaluation supplémentaire de sa toxicité
potentielle.

Le test de Leadlikeness (Rishton 2003) indique que toutes les molécules présentent des
violations, sauf Naringine. Cela peut étre considéré comme un point positif pour Naringine
car elle pourrait avoir un meilleur profil de toxicité que les autres molécules.

L'accessibilité de synthese est également fournie pour chaque molécule, ce qui peut étre
utile pour évaluer la faisabilité de la synthése de ces molécules en laboratoire.

L'étude de toxicité in-silico vise a aider a optimiser les composés en ce qui concerne leurs
propriétés de toxicité. L'étude pourrait offrir une amélioration importante de la prise de
conscience de la perspective complete du criblage virtuel pour l'identification de composés
cibles avec une toxicité négligeable ou nulle. L'étude de toxicité in silico des composés
Naringine, Acarbose, et Amoxicilline a été réalisée en utilisant le serveur web ProTox-1l
(Drwal et al. 2014). Elle vise a prédire I'hépatotoxicité (Dili), la cancérogénicité (Carcino),
I'immunotoxicité (Immuno), la mutagénicité (Mutagen), la cytotoxicité (Cyto), la dose létale
médiane (LDso) et la classe de toxicité (TC).

Tableau 23 : Les profils de toxicité in silico des composés étudiés.

Molécules Dili  Carcino Immuno Mutagen Cyto  LDso(mg.Kg?') TC

o Y e R e v
Amoxicilline ---- 15000 6

Les tests de toxicité dans le Tableau 23 incluent le DILI (toxicité hépatique induite par les
médicaments), le carcinogene (capacité a provoquer le cancer), I'immunotoxicité (capacité a

affecter le systeme immunitaire), la mutagénicité (capacité a provoquer des mutations
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génétiques) et la cytotoxicité (capacité a tuer les cellules). Les résultats indiquent que la
naringine est inactive pour tous les tests de toxicité sauf pour I'immunotoxicité, ou elle est
active. En revanche, I'acarbose est actif pour le DILI, I'immunotoxicité et la cytotoxicité, mais
inactive pour le carcinogene et la mutagénicité, tandis que I'amoxicilline est inactive pour tous

les tests de toxiciteé.
1.3.2. Evaluation de I’activité biologique par amarrage moléculaire :

L'amarrage moléculaire est une méthode informatique qui permet de prédire I'interaction
entre une molécule cible et un ligand potentiel (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est
couramment utilisée en chimie médicinale pour découvrir de nouveaux médicaments ou pour
optimiser la conception de molécules existantes (Hanane and Ahlam 2016). Les résultats de
I'amarrage moléculaire peuvent fournir des informations sur la force et la nature de
I'interaction entre le ligand et la cible, ainsi que sur la conformation du complexe ligand-cible
(Pinzi and Rastelli 2019). Dans cette étude, et afin de confirmer les résultats expérimentaux
nous allons discuter des résultats obtenus par amarrage moléculaire pour différentes activités
biologiques.
1.3.2.1. Evaluation de activité anti-cancéreux :

L'étude de I'affinité de liaison de la naringine a I'ADN et a la protéine BSA a été réalisée
dans le cadre de I'évaluation de son activité anti-cancéreuse par amarrage moléculaire. Les
résultats ont révélé une forte affinité de liaison de naringine a ces deux cibles, avec des
énergies de liaison respectives de -26.16 et -27.08 kJ/mol et valeurs d’ICsg de 25.95 et 17.69
UM (Tableau 24).

Tableau 24: Les parameétres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine avec
I’ADN et le BSA.

Adduits Type de liaison Acide Aminé Distance (&) -AG (KJ.mol?l)  1Cso (UM)

DA 12 2.74

Naringine_ ADN  Liaison Hydrogéne DA 10 2.68 26.16 25.95
DA 11 3.72
DC 12 2.84
GLU 125 3.08

Naringine_ BSA  Liaison Hydrogene THR 121 4.02 27.08 17.69
ASP 118 2.98
LYS 116 3.98

Les résultats montrent que la naringine forme des liaisons hydrogene avec différentes bases
nucléiques de I'ADN et différents acide aminé de BSA. Dans le cas de I'ADN, les liaisons
hydrogéne se forment avec les acides aminés DA12, DA10, DA1l et DC12, avec des
distances allant de 2.68 & 3.72 A et une énergie de liaison de -26.16 kJ/mol (Figure 41). Pour

la liaison de la naringine avec la BSA, des liaisons hydrogéne se forment avec les acides

78



Partie I1: Expérimentale Chapitre 2: Résultats et Discussion

aminés GLU125, THR121, ASP118 et LYS116, avec des distances allant de 2.98 & 4.02 A et
une énergie de liaison de -27.08 kJ/mol (Figure 42).

Les ICso (concentration inhibitrice 50) mesurées sont de 25.95 uM pour I'ADN et de 17.69
UM pour la BSA, suggérant une forte affinité de la naringine pour ces cibles.

Les valeurs de distance des liaisons hydrogene observées dans les résultats de I'amarrage
moléculaire sont importantes pour évaluer la force et la stabilité des interactions entre la
naringine et les bases nucléiques et les acides aminés cibles. Une distance de liaison
hydrogéne appropriée, généralement inférieure & 3.5 A, est essentielle pour garantir la stabilité
de l'interaction (Hubbard and Haider 2010). Une distance trop courte peut entrainer une
interaction trop forte et une déformation de la structure moléculaire, tandis qu'une distance
trop longue peut affaiblir I'interaction et compromettre la spécificité et la force de liaison
(Perrin and Nielson 1997). Dans les resultats donnés, les distances de liaison hydrogéne
observées sont cohérentes avec les interactions de liaison hydrogéne courantes entre les
groupes fonctionnels de la naringine et les acides amineés cibles.

En ce qui concerne les acides aminés impliqués dans les interactions, il est intéressant de
noter que différents types d'acides aminés sont impliqués dans les liaisons hydrogéne formeées
avec la naringine. Par exemple, dans le cas de I'ADN, les bases nucléiques DA 12, DA 10, DA
11 et DC 12 appartiennent a différents types des bases nucléiques, ce qui suggere une
diversité dans les interactions moléculaires entre la naringine et 'ADN. En ce qui concerne
les types d'acides aminés impliqués dans les interactions moléculaires entre la naringine et le
BSA, il est intéressant de noter que la naringine se lie a des acides aminés chargés (GLU et
LYS) ainsi qu'a des acides aminés polaires non chargés (THR et ASP). Cela suggere que la
naringine peut former des interactions moléculaires variées avec différents types d'acides
aminés, ce qui peut contribuer a sa polyvalence dans la liaison a différentes cibles.

En conclusion, les valeurs de distance de liaison hydrogene et les types d'acides aminés
impliqués dans les interactions entre la naringine et les cibles ADN et BSA sont des
indicateurs importants de la nature et de la force des interactions moléculaires. Ils fournissent
des informations clés pour comprendre la stabilité et la spécificité des complexes ligand-cible
formés lors de I'amarrage moléculaire.

Les photographies de 1’interaction hydrogene sont présente dans la Figure 41 et

42suivants :
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Figure 41: Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le complexe ADN
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Figure 42 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le complexe BSA.
1.3.2.2. Evaluation de I’activité antidiabétique :

Le naringine a été amarré a l'a-amylase pancréatique humaine pour comprendre leurs
interactions sur le site actif de I'enzyme. L'acarbose, un médicament antidiabétique de type 2
standard et inhibiteur de l'a-amylase, a également été amarré a l'a-amylase pour servir de
témoin positif.

Les résultats présentés dans le Tableau 25 montrent l'interaction des composes Naringine
et Acarbose avec l'a-amylase pancréatique humaine par amarrage moléculaire. L affinité de
liaison et la concentration inhibitrice efficace pour 'a-amylase du naringine étaient mieux a
celles de I'acarbose (ICso = 5.67 M et AG = -29.92 kJ/mol).
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Tableau 25 : Les parametres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine et

acarbose avec I’a-amylase.

Adduits Type de liaison ~ Acide Aminé Distance (&) -AG (KJ.molY)  1Cso(UM)

Interaction TRP 59 3.48
) TYR 62 3.08
Hydrophobique ASP 300 3.89
TRP 59 3.72
GLN 63 2.51
ASP 197 4.09

Naringine_o-amylase Liaison Hydrogéne =~ GLU 233 2.85 29.92 5.67
HIS 299 2.79
ASP 300 4.10
HIS 305 2.64
ASP 356 4.01
n-Empilements TYR 62 4.53
Ponts de sel HIS 305 313
GLN 63 2.63
N \ HIS 101 2.83

Acarbose_a-amylase = Liaison Hydrogéne THR 163 338 25.12 39.14
ASP 197 2.96
GLU 233 3.61

Pour Naringine, les résultats montrent des interactions hydrophobes avec TRP 59, TYR 62,
et ASP 300 avec des distances de liaison de 3.48 A, 3.08 A et 3.89 A respectivement. De plus,
des liaisons hydrogene ont été observées avec TRP 59, GLN 63, ARG 195, GLU 233, HIS
299, ASP 300, HIS 305, et ASP 356, avec des distances de liaison allant de 2.51 A 4 4.10 A.
Des n-Empilements avec TYR 62 et un pont de sel avec HIS 305 ont également été identifiés.
Les résultats montrent également une énergie de liaison de -29.92 kJ/mol et une concentration
inhibitrice efficace de 5.67 uM.

Pour Acarbose, des liaisons hydrogéne ont été observées avec GLN 63, HIS 101, THR 163,
ARG 195, et GLU 233, avec des distances de liaison allant de 2.63 A 4 3.61 A. Les résultats
montrent également une énergie de liaison de -25.12 kJ/mol et une concentration inhibitrice
efficace de 39.14 pM.

Les résultats suggerent que les composés Naringine et Acarbose ont une forte affinité de
liaison a l'a-amylase pancréatique humaine (HPA). En outre, la Naringine a montré une plus
grande activité inhibitrice que I'Acarbose avec une concentration inhibitrice efficace de 5.67
HUM, contre 39.14 uM pour I'Acarbose.

A partir des études portant sur la structure cristalline par diffraction des rayons X et la
cinétique enzymatique de 1'a-amylase pancréatique humaine, il a été constaté que le site actif

de HPA se caractérise par la présence de trois acides aminés spécifiques, a savoir ASP-197,
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GLU-233 et ASP-300, qui contribuent de maniére significative a l'action catalytique globale
de l'enzyme dans le processus d'hydrolyse de I'amidon (Anigboro et al. 2021) L'acide
aspartique 197 agit en tant que nucléophile catalytique lors de I'hydrolyse de I'amidon, le
résidu d'acide glutamique 233 joue le rble de catalyseur acide-base, tandis que l'acide
aspartique 300 optimise l'orientation du substrat (Anigboro et al. 2021). Les résultats
présentés dans le Tableau 25 révélent que le naringine interagis avec un ensemble similaire
de résidus d'acides aminés au site actif de la protéine. Le composé naringine, a montré une
interaction avec les trois acides aminés clés impliqués dans la catalyse au site actif de HPA,
tandis que I’acarbose a montré une interaction avec deux des triades catalytiques (GLU-233 et
ASP-197). Cela pourrait indiquer que I'effet inhibiteur contribué par I’acarbose peut étre celui
d'une inhibition non competitive (Blat 2010), tandis que celui de naringine, peut étre celui
d'un mode d'inhibition compétitive (Corsini, Maggi, and Catapano 1995). Dans I'ensemble,
I'analyse in-silico de l'interaction ligand-protéine des composés étudiées avec les résidus
d'acides aminés présents dans le domaine du site actif de 1'a-amylase donne du crédit a I'effet
inhibiteur des composés rapportés dans cette étude. De plus, elle confirme également la
possibilité de l'interaction de liaison entre 'a-amylase et le naringine, qui a été observee en
utilisant des méthodes spectroscopiques.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec 1'a-amylase sont présenté

dans la Figure 43 et 44 suivants :
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Figure 43 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec I'a-amylase.
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Figure 44: Présentation 2D et 3D du ligand acarbose avec I'a-amylase.
1.3.2.4. Evaluation de I’activité antibactérien :

Afin de confirmer l'activité antibactérienne expérimentalement mesurée contre Escherichia
coli et Staphylococcus aureus, une étude in-silico par amarrage moléculaire a été réalisée sur
les protéines des bactéries en question. L'objectif de cette étude était de prédire les
interactions moléculaires entre le composé d'intérét et les bactéries étudiés, et d'évaluer leur
potentiel antibactérien en utilisant le logiciel AutoDock. En outre, une comparaison des
résultats obtenus avec I'amoxicilline, un antibiotigue communément utilisé, a été effectuée.

Les résultats ont montré que I'amoxicilline avait une forte affinité de liaison contre le
staphylococcus, avec une énergie de liaison significative (-27.21 KJ/mol). De plus, le
naringine a également montré une affinité de liaison élevée avec I’E. coli, avec une énergie de
liaison de -28.34 KJ/mol. Ces résultats suggerent que le composé pourrait avoir un potentiel
antibactérien similaire ou mieux a celui de I'amoxicilline et peuvent servir de base pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques. Les détails des résultats d’interaction sont
présentés dans le Tableau 26 suivants :

Tableau 26 : Les parametres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringine et

amoxicilline avec I’E. coli et le S. aureus cyclooxygénase-2.

) Type de Acide Distance -AG 1Cs0
Adduits o )

liaison Amingé (A) (KJ.mol1)  (uM)

Interaction ASN 46 3.93

: ARG 76 3.40

Hydrophobique ILE 78 3.96

ASN 46 3.43

ASP 49 2.75
Naringine_Escherichia coli - ASP 49 4.08 28.34 10.74

Liaison GLU 50 2.58

X GLU 50 2.84

Hydrogene

ASP 73 3.66
ARG 76 3.06
GLY 77 2.96

THR 3.48
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n-Cation

Interaction
Hydrophobique
Amoxicilline_Escherichia o
Liaison

coli
Hydrogéne

Ponts de sel
Interaction

Hydrophobique

Naringine_Staphylococcus o
Liaison
aureus .
Hydrogéne

n-Cation
Interaction

Hydrophobique

Amoxicilline_Staphylococcus
aureus Liaison

Hydrogéne

165

ARG 76

ASP 49
GLU 50
ILE 78
ASN 46
ASN 46
ASP 49
ASP 9
GLU 50
ARG 76

ARG 76

THR
165
LYS 197
TYR 37
TYR 37
GLN 38
GLY 86
THR
164
TYR
216
ASN
242
ASP 244

LYS 197

TYR 37

GLN 38
VAL 87
THR
198
THR
198
TYR
216
TYR
216
GLN
218
GLN
218

3.86

3.24
3.38
3.36
2.63
3.01
2.56
3.43
2.75
2.85

5.42

3.50
3.17

4.03
4.03
3.87
3.85
2.68
2.89
2.97
3.02

4.74

3.37

3.91
3.58
3.10
3.04
2.71
2.74
4.05
2.68
3.69
2.71

20.06

27.04

27.21
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ASN
242
ASP 244
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Pour l'adduit de naringine avec la protéine de 1’Escherichia coli, les interactions
hydrophobes ont été observées avec I'ASN 46, 'ARG 76 et I'lLE 78, ainsi que des liaisons
hydrogéne avec I'ASN 46, I'ASP 49, le GLU 50, I'ASP 73, I'ARG 76, le GLY 77 et le THR
165. De plus, une interaction n-cation a été observée avec I'ARG 76. Pour I'amoxicilline avec
E. coli, les interactions hydrophobes ont été observées avec I'ASP 49, le GLU 50 et I'lLE 78,
ainsi que des liaisons hydrogene avec I'ASN 46, I'ASP 9, le GLU 50 et 'ARG 76. De plus,
une interaction par pont de sel a été observée avec I'ARG 76.

Pour Staphylococcus aureus, I'adduit de naringine a montré des interactions hydrophobes
avec le THR 165 et le LYS 197, ainsi que des liaisons hydrogéne avec le TYR 37, le GLN 38,
le GLY 86, le THR 164, le TYR 216, I'ASN 242 et I'ASP 244. De plus, une interaction 7-
cation a été observée avec le LYS 197. Pour I'amoxicilline, des interactions hydrophobes ont
été observées avec le TYR 37, et des liaisons hydrogene avec le GLN 38, le VAL 87, le THR
198,1e TYR 216, le GLN 218, I'ASN 242 et I'ASP 244. De plus, une interaction m-empilement
a été observée avec le TYR 216.

L'ICso est un indicateur important de l'activité inhibitrice d'un composé sur une cible
biologique. Dans les résultats présentés, on peut voir que le naringine et I'amoxicilline ont des
valeurs d'ICso différentes pour chaque cible bactérienne. Le naringine présente une ICso plus
faible pour E. coli que pour S. aureus, ce qui peut suggérer que ce compose a une activité
antibactérienne plus forte contre E. coli que contre S. aureus. De méme, I'amoxicilline a une
ICso plus faible pour S. aureus que pour E. coli, ce qui peut indiquer que ce composé est plus
efficace contre S. aureus que contre E. coli. Cependant, il convient de noter que les résultats
obtenus par amarrage moléculaire sont en accorde avec ce qui obtient expérimentalement par
la méthode spectroscopique.

Les photographies de 1’interaction des composés étudiées avec 'a-amylase sont présenté

dans les Figures 45-48 suivants :
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Figure 45 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec I’E. coli.

ASN g
A:46

Figure 46 : Présentation 2D et 3D du ligand amoxicilline avec I’E. coli.

Figure 47 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec le S. aureus.
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Figure 48: Présentation 2D et 3D du ligand amoxicilline avec le S. aureus.

Le Tableau 27 fournit une analyse comparative approfondie des valeurs d'énergie de
liaison et d'ICso obtenues par des approches expérimentales in vitro et par amarrage
moléculaire in-silico, permettant ainsi d'évaluer la concordance entre les résultats obtenus par
ces deux méthodes et d'apporter des informations importantes sur la validité et la fiabilité des
simulations in-silico dans I'étude des interactions moléculaires.

Tableau 27 : Comparaison des parametres de liaison et d’ICso pour les activités biologiques
obtenu par UV et amarrage moléculaire.

) UV-Vis Amarrage moléculaire
Technique
L, ICso K -AG ICso K -AG
Activités
M) (MY (Kimol?) (M) (MY (KJmol?)
o 1.84% 3.82
ADN Naringine - 24.35 25.95 26.16
) ) 104 x 10*
Anti-cancereux
o 1.09 5.54
BSA Naringine = 28.77 17.69 27.08
x 10° x 10*
o 111 1.75
Naringine 9.82 34.52 5.67 29.92
o a- x 10° x 10°
Antidiabétique
Amylase 1.06 251
Acarbose  13.98 28.69 39.14 25.12
x 10° x 10
o 3.29x 472 9.21
Naringine 26.68 10.74 28.34
) 106 x10* x 10
E. coli
. . o 1.47 3.27
Antibactérien Amoxicilline  163.9 23.79 303.54 20.06
x 104 x 10°
S. o 5.46x 3.28 5.84
Naringine 25.78 15.51 27.21
aureus 105 x10* x 10*
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Amoxicilline  314.5 449 2651  18.11 >4 27.04
x 10* x 10

La comparaison entre les résultats obtenus par les tests in vitro (UV-Vis) et in-silico
(amarrage moléculaire) dans le Tableau 27 peut fournir des informations intéressantes sur la
corrélation entre les données expérimentales et les prédictions basées sur la modélisation
moléculaire.

Dans le cas de la naringine, les résultats montrent que les valeurs d'ICso obtenues par les
tests in vitro varient de 9.82 pM a 5.46 x 10° pM, tandis que les valeurs d'ICso prédites par
I'amarrage moléculaire in-silico varient de 5.67uM a 25.95 pM. On observe donc une
différence notable entre les deux méthodes, avec des valeurs d'ICso généralement plus élevées
obtenues par I'amarrage moléculaire in-silico par rapport aux tests in vitro.

De plus, les valeurs de K (constante de dissociation) et de AG (énergie libre de liaison)
obtenues par I'amarrage moléculaire in-silico sont en bon accordes avec celles mesurées par
les tests in vitro. Cela peut s'expliquer par les bonnes approximations inhérentes a chaque
méthode. Les tests in vitro peuvent prendre en compte des interactions complexes entre la
molécule testée et les cibles biologiques dans un environnement biologique réel, mais ils
peuvent également étre influencés par des facteurs expérimentaux tels que la pureté des
échantillons, les conditions de test et la variabilité biologique (Tokath et al. 2015). En
revanche, I'amarrage moléculaire in -silico est basé sur des modéles mathématiques et des
simulations informatiques (Terstappen and Reggiani 2001), ce qui peut entrainer des
approximations et des simplifications dans la prédiction des interactions moléculaires.

Il est important de noter que les résultats obtenus par les tests in vitro et in-silico sont
complémentaires et peuvent fournir des informations utiles dans la compréhension des
propriétés pharmacologiques des molécules étudiées (Di Ventura et al. 2006). Les résultats
expérimentaux in vitro peuvent valider les prédictions in-silico et fournir des données plus
proches des conditions biologiques réelles, tandis que I'amarrage moléculaire in-silico peut
aider a la conception de nouvelles molécules et & la compréhension des interactions
moléculaires a un niveau atomique (Trujillo-Correa et al. 2019).

1.3.3. Evaluation de I’activité biologique par dynamique moléculaire :

Parmi toutes les activités biologiques étudiées, la simulation de dynamique moléculaire
(MDS) a été realisées sur les résultats d’amarrage moléculaire de naringine avec l'alpha-
amylase, car cette conformite est la plus stable et offre les meilleurs résultats en termes
d'énergie de liaison. la simulations de dynamique moléculaire (MDS) a été employée pour

obtenir des apergus sur les caractéristiques structurales, la dynamique conformationnelle et la
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stabilité thermodynamique des complexes ligand-cible (Jacob K et al. 2017; Pandey et al.
2017). En particulier, les MDS dépendantes du temps de tous les atomes ont impliqué le
calcul de champs de force intensifs pour chaque atome dans le systeme, suivi d'une étape
d'intégration qui a fait avancer les positions et les propriétés dynamiques des atomes en se
basant sur les lois classiques du mouvement. Cette approche nous a permis de découvrir les
caractéristiques au niveau atomique des processus biomoléculaires, y compris I'évaluation de
la stabilité de complexe protéine-ligand.

La meilleure pose de naringine_a-amylase obtenue a partir des études d’amarrage

moléculaire a été simulée pendant 1000 ps (Figure 49).

Solvant

SR " 7771aringine_a-amylase dans une boite d'eau aprés la
| simUIatioh de dynamique moléculaire.

A cette fin, nous avons effectué une analyse de stabilité de I’enzyme (o-amylase) et de
complexe protéine-ligand (naringine_a-amylase) en les incluant dans une boite cubique a une
température de 300 K maintenue computationnellement. Par la suite, une gamme d'analyses
computationnelles ont été réalisées pour évaluer la stabilité thermodynamique de ces
systémes.
1.3.3.1. Root Mean Square Deviation (RMSD) :

L'Ecart Quadratique Moyen (EQM), communément appelé RMSD (Root Mean Square
Deviation), est une mesure couramment utilisée pour évaluer la similitude entre les structures

moléculaires (Sargsyan, Grauffel, and Lim 2017). Dans le cas des protéines, il est
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fréquemment utilisé pour mesurer les différences entre les positions des atomes du squelette
de la proteine, entre sa conformation structurelle initiale et sa position finale (Schreiner et al.
2012). Cette mesure permet d'évaluer la stabilité relative de la protéine par rapport a sa
conformation en mesurant les écarts produits lors de sa simulation. Des écarts plus petits
indiquent une structure protéique plus stable (Bruschweiler 2003). Pour évaluer la stabilité de
I'ensemble des systémes étudiés, la valeur de RMSD pour le squelette Ca a été calculée sur
une simulation de 1000 ps. La Figure 50 présente la courbe de RMSD pour le systéeme
considére.

Le RMSD du complexe étudié a été bien équilibré, il augmente au début (60-100 ps) et
ensuite il reste constant autour de 0.10-0.15 nm pendant la simulation de 100 ns sans
différences significatives observées. De plus, on observe que la valeur de RMSD pour le

ligand naringine est restée constamment inférieure & 0.15 nm tout au long de la simulation.

0.30

— Alpha-amylase
== Naringine _Alpha-amylase

0.25 1

0.20 1

0.15 1

RMSD (nm)

0.10 1

0.05 1

0.00 T T T T
0 200 400 600 800 1000

Temps (ps)

Figure 50 : RMSD du complexe naringine_a-amylase et du a-amylase.
1.3.3.2. Root Mean Square Fluctuation (RMSF) :

L'écart quadratique moyen des fluctuations (RMSF) est une mesure couramment utilisée
pour caractériser la flexibilité des atomes dans une molécule (Sigtryggsdottir et al. 2014).
Cette mesure est particulierement utile pour étudier les fluctuations des résidus d'une protéine
sur une certaine peériode de temps (Damghani et al. 2020). Les valeurs élevées de RMSF sont
généralement associées a une plus grande flexibilité des atomes, tandis que les valeurs faibles
sont associées a une plus grande rigidité (Li et al. 2020). L'utilisation de 'RMSF est donc une

méthode fiable pour déterminer les parties de la protéine qui sont les plus flexibles et qui
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pourraient avoir un impact sur la fonction de la protéine. De plus, 'RMSF peut fournir des
informations importantes sur les processus dynamiques des protéines, en révélant des régions
spécifiques de la protéine qui subissent des changements conformes significatifs (Y. Dong et
al. 2018). En résumé, le RMSF est un outil essentiel pour I'analyse de la flexibilité protéique
et la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les processus biologiques.
La Figure 51 présente la courbe de RMSD pour le systeme considéré.

Selon le tracé RMSF, le naringine a contacté 8 acides aminés de l'alpha-amylase
pancréatique humaine, a savoir TRP 59, TYR 62, GLN 63, ARG 195, GLU 233, HIS 299,
ASP 300, HIS 305. Les fluctuations majeures ont été observées dans les régions environ 100-
200 et 350-450), qui sont positionnées a I’intérieur de site actif de ’enzyme. Les valeurs
RMSF de tout résidus sont inférieures a 0.5 A, ce qui indique que la conformation des résidus

est relativement stable pendant la simulation.

0.28 1

0.24

0.20 1

0.16 1

RMSF (nm)

0.12

0.08~‘

0.04 1

T T T T
0 100 200 300 400 500
Résidus

Figure 51: RMSF du complexe naringine_a-amylase.
1.3.3.3. Liaisons hydrogéne :

Le nombre de liaisons hydrogene a été calculé pour les 1000 picosecondes de la trajectoire
pour le complexe prédits (naringine_a-amylase). La prise en compte des propriétés de liaison
hydrogene dans la conception de médicaments est importante en raison de leur forte influence
sur la spécificité, la métabolisation et I'absorption des médicaments (Hubbard and Haider
2010). La Figure 52 montre que le complexe naringine_o-amylase avait en moyenne cing

liaisons hydrogéne.
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Nombre de liaisons hydrogéne
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Figure 52 : Nombre moyen de liaisons hydrogéne entre le naringine et 1’a-amylase.33
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Conclusion générale et perspective

I. Conclusion :

Ce mémoire a porté sur la caractérisation de la naringine, et son activité biologique in vitro
ainsi que sa prédiction in-silico par amarrage moléculaire et dynamique moléculaire. Les
résultats ont montré que la naringine possede plusieurs activités biologiques intéressantes,
notamment anti-cancéreux, anti-diabétique et antibactérien, ce qui en fait un composé
potentiellement utile pour la médecine et la pharmacologie.

Les tests in vitro ont révelé que la naringine a une activité anti-cancéreux significative
contre les cellules cancéreuses du sein, du poumon et de la prostate. Elle a également montré
une activité anti-diabétique importante en inhibant l'activité de l'amylase. De plus, la
naringine a montré une activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus. Ces résultats
suggeérent que la naringine a un potentiel thérapeutique important pour le traitement de
diverses maladies.

Les tests in-silico par amarrage moléculaire et dynamique moléculaire ont confirmé les
résultats des tests in vitro en montrant que la naringine se lie aux sites actifs de certaines
enzymes impliquées dans le cancer, le diabéte et. De plus, les simulations de dynamique
moléculaire ont montré que les complexes ligand-protéine étaient stables pendant toute la
durée de la simulation.

Les prévisions de toxicité ont montré que la naringine était peu toxique, ce qui renforce son
potentiel en tant que composé thérapeutique. Les résultats de cette étude pourraient aider a
orienter les recherches futures sur l'utilisation de la naringine en tant que médicament

potentiel pour le traitement de diverses maladies.

I1. Perspective :

Les résultats de cette étude ont ouvert de nouvelles perspectives de recherche sur
I'utilisation de naringine pour le traitement de maladies telles que le cancer, le diabete, et les
infections bactériennes. Des études complémentaires pourraient étre menées pour mieux
comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents de I'activité biologique de la naringine,
notamment I'effet sur d'autres enzymes impliquées dans ces maladies.

En outre, I'étude de la structure de naringine pourrait étre approfondie pour améliorer sa
bioactivité en concevant des analogues de naringine plus efficaces. Les méthodes in-silico
pourraient étre utilisees pour prédire I'activité biologique de ces analogues avant leur synthese
et leur test in vitro. Des études cliniques pourraient également étre envisagées pour évaluer

I'efficacité de la naringine chez I'nomme et pour établir une dose thérapeutique optimale.
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Enfin, étant donné que I'étude a également révélé des résultats prometteurs pour
l'utilisation de la naringine comme agent antibactérien contre E. coli et S. aureus, il serait
intéressant d'explorer davantage son potentiel en tant qu'agent antibactérien dans des modéles

in vivo.
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