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LISTE DES ABREVIATIONS

5-HPETE : acide de 5 (S) -hydroperoxy-6-trans-cis-8, 11,14-eicosatétraénoique

5-LOX : 5-lipoxygeénase
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ATP : adénosine tri phosphate
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Introduction générale

Le processus de découverte d’un nouveau médicament est un processus basé sur une méthode
quasiment expérimentale, long et couteux (entre 12 et 15 ans et prés d’un milliard de dollars).
A I’aide de I’outil informatique, des méthodes de modélisation moléculaire in silico, telle que
le docking moléculaire, ont pris une place capitale dans le processus du Drug design. En effet,
cette approche consiste a rechercher le mode d’interaction le plus favorable entre le ligand et
son récepteur, le plus facile a mettre en ceuvre, plus rapide et avec un coit trés inferieur que

les méthodes expérimentales classiques [1].

Notre travail de master a pour objectif essentiel d’étudier I’inhibition de I’enzyme 5-
lipoxygénase par glucosinolates de Brassicaceae par modélisation moléculaire : cas de

I’inflammation

L’enzyme arachidonate 5-lipoxygénase (5-lipoxygénase ou 5-LOX) est I’enzyme responsable
de la production de leucotriénes inflammatoires. La surproduction de leucotrienes est une

cause majeure de I’inflammation dans 1’asthme, la rhinite allergique et 1’arthrose.

Parmi les inhibiteurs connus de la 5-LO, seul le médicament antiasthmatique Zileuton est
approuvé pour une utilisation chez I’homme sous forme de mélange racémique. Cependant,
I’hépato toxicité indésirable ainsi que son profil pharmacocinétique nécessitant une

administration fréquente limite son utilité dans les traitements.

Par conséquent, la recherche de nouveaux inhibiteurs naturels de la 5-LOX a une importance
majeure pour remplacer ce médicament. Ces inhibiteurs sont les glucosinolates de

Brassicaceae qui ont montré expérimentalement une inhibition des lipoxygénase.

Le but de notre travail est d’étudier théoriquement I’inhibition de la 5-LOX par une série de
glucosinolates en utilisant des méthodes de calcul : DFT (Density Functional Theory) (pour
préparer les différents inhibiteurs), et de docking moléculaire, et ensuite choisir le meilleur

inhibiteur de cet enzyme.

Pour le présent travail, dans le premier chapitre nous présenterons les méthodes de
modélisation moléculaire. Le deuxiéme chapitre sera consacré a I'étude bibliographique de
I'enzyme 5-LOX, et son implication dans l'inflammation (I'asthme). Le troisieme chapitre
concerne une présentation des glucosinolates. Dans le quatrieme chapitre, nous retrouveront la
partie matérielle et méthodes. En fin, le cinquiéme chapitre présente l'essentiel de nos

résultats et une discussion
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Chapitre I : Les méthodes de la modélisation moléculaire

Chimie informatique appelé aussi chimie théorique ou modélisation moléculaire, est une
branche de la chimie et/ou de la physico-chimie utilisant des programmes informatiques
spécifiques étudier les structures et les propriétés d’objets chimiques tels que les molécules,

les solides.. .etc.

Par conséquent, a mesure que les outils informatiques évoluent, il devient possible de
développer des techniques de calcul de plus en plus complexes, permettant ainsi d’étudier des
systemes de plus en plus complexes [1,2].

Le but principal de la modélisation moléculaire estde convertir des données
structurales pour visualiser info graphiquement, et dessiner des molécules, connaitre les
mouvements dynamiques des molécules et des énergies et la prédiction qualitative des

propriétés des molécules [3].

Pour le moment, les études théoriques s’orientent vers une conception rationnelle, donc la
connaissance des relations entre les propriétés physico-chimiques et la structure moléculaire
des molécules connues permettant aux scientifiques de développer de nouvelles molécules,

avec une assez bonne attente [4].

Les méthodes de la modélisation moléculaire peuvent étre classées en trois catégories [5].

e La mecanique quantique

e La mécanique moléculaire

e Ladynamique moléculaire
e Les méthodes QSAR/QSPR
e Le docking moléculaire

e Monté Carlo

I. Méthodes quantiques :

La résolution de 1’équation de Schrodinger est le fond des meéthodes de la meécanique
quantiqgue (MQ) pour décrire un systeme(les interactions au niveau atomique) en tenant

compte des électrons et des noyaux de chaque atome de ce systeme [6] :

HY = EYVY (1)
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¥ : fonction d’onde du systéme,

H ’operateur Hamiltonien (contenant des opérateurs associés a des énergies
cinétique et potentielle du systéme) s’appliquant a ‘¥,

E : énergie du systeme.

Un systéme constitué de n électrons en interaction avec N noyaux est décrit par la fonction
d’onde poly-électronique Y=V (r1, r2,...... rn) d’énergie E, I’hamiltonien total (I:I) du

systeme est défini en unités atomique [7].

2 on e’ e’
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1. Méthodes ab-initio (Hartree-Fock —Roothaan):

Les méthodes ab-initio sont des méthodes purement théoriques, toutes les intégrales sont
calculées d’une maniere exacte et la seule approximation faite est I’approximation de Borhn
Oppenheimer et 1’approximation OM-CLOA. Ces méthodes ab-initio ou les méthodes
Hartree- Fock- Roothaan traitent toutes les particules (noyaux et électrons) de maniére

explicite (aucun parameétre empirique n’est utilisé dans le calcul de 1’énergie) [8].
2. Méthodes semi-empirique :

Lors d’un calcul ab initio la quasi-totalité de temps machine est consommeé par les calculs des
intégrales, et dans le but de réduire ce temps, il est nécessaire de simplifier les équations de
Roothaan. Pour ce faire des parameétres ajustés expérimentalement remplacent une partie du

calcul des intégrales.
Il existe de nombreuses variantes :

e INDO :( inter mediate Neglect of Differential Overlap): Cette méthode a été proposé
par Polple, Beveridge et Dobosh en 1967.Elle permet de faire la distinction entre les

états singlet et les états triplet d’un systéme en conservant les intégrales d’échanges

[9].
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e MINDO/3 :( Modified Neglect of Diatomic Overlap):Cette méthode a eté proposé par
Dewar et Thiel en 1977.elle est baseée sur I’approximation [9].

e NDDO :(Neglect of Diatomic Differential Overlap) qui consiste a négliger le
recouvrement différentiel entre des orbitales atomiques sur des atomes différents [9].

e AMLI :(Austrin modell) :c’est une méthode proposé par Dewar en 1985 AM1 est une
correction de MNDO [9].

e PM3 :(Parametric Method 3): proposé par Stewart en 1989.PM3 représente la

troisieme version de MNDO [9].
Il. Mécanique moléculaire :

1. Energie potentiel en mécanique moléculaire (champ de force) :

La description des systemes en mécanique moléculaire (MM) est basée sur une morphologie
proche de la physique classique. En effet, les atomes sont considérés comme des spheres
dures incompressibles, portant des charges partielles fixes qui sont liées entre elles par des

liaisons a des ressorts.

La mécanique moléculaire elle utilise le champ de force qui est une somme de termes
énergétiques harmoniques, représentant les interactions liantes et non liantes qui ont lieu a
I’intérieur d’une molécule ou entre plusieurs molécules. Quant aux parametres du champ de
force, ils sont obtenus a partir de données expérimentales tels que 1’étude par spectroscopie
infrarouge de la vibration des liaisons ou encore la mesure de la longueur des liaisons par
cristallographie aux rayons x. En plus la mécanique quantique peut donner des informations

sur I’angle de torsion ou sur la fréquence de vibration des liaisons par exemple [10].

Les parametres sont caractéristiques d’un champ de force et ne sont pas des constantes de
force. L objectif de la mécanique moléculaire est de construire un modele mathématique qui

décrive un ensemble de molécule [11].
L’énergie totale peut étre décomposée en 2 termes : [9]

E totale=E liantetE non _ liante (3)

L’énergie liante regroupe les atomes liés par un ou plus deux ou trois liaisons covalentes. Elle

est devisée en plusieurs termes :

E Iiante:E Iiaison"'E erxion"‘E torsion (4)
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Au-dela de ¢a I’énergie est calculée sous forme d’énergie non liante :

Enon-liante:E éIectrostatique+EVDW (5)
1.1-Energie d’interaction entre atomes liés :

Les déformations des liaisons et des angles sont représentées par un oscillateur harmonique
avec une sommation sur toutes les liaisons covalentes ou sur tous les angles entre atomes liés

par liaison covalente [12].

orsion

» e 4

Non—Bonded Interactions

Figurel : énergie de liaison
1.2-Energie d’élongation :

Définit I’énergie mise en jeu par la différence de la longueur r des liaisons apres dilatation et

compression a partir de leur valeur d’équilibre [13].

Figure 2 : énergie d’élongation
E(r) =YKr(r—ro) (6)
I'o - longueur de liaison d’équilibre
K : constante de force

1.3- Energie de torsion :
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L’énergie de torsion est donnée par 1’équation suivante :
V(in) =Y K@ (1+ cosng) (7

V(n) : la barriére énergétique de rotation
n : le nombre de minimas énergétiques

Q@ : I’angle diédre [10]

Figure 3 : angle de torsion entre quatre atomes de carbone

1.4-Energie de rotation :

C’est I’énergie impliquée dans les changements d’angle entre deux liaisons adjacentes a partir

d’un angle de liaison a I’équilibre [3].

E() =Y. K60 (0 — 00) (8)
Oy :I’angle a I’équilibre entre 3 atomes en (°)
K , - la constante de force rotation associée en kcal/mol

O : désigne la valeur d’angle de liaisons entre 3 atomes



Chapitre I : Les méthodes de la modélisation moléculaire

Figure 4 : énergie de déformation des angules de valence
2 - Energie d’interaction des atomes non-liés :
Cette énergie s’exprime sous la forme [14]

E atomes non Iiés:EVDW"'E éIectrostatique"‘E liaisons hydrogéne (9)
2.1-Energie de VDW :

Nous appelons I’énergie de Van-der-Waals c’est 1’énergie d’attraction et de répulsion entre
deux atomes constituant un dipole .elle s’exprime sous la forme du potentiel de Lennard-
Jones, qui se compose d’un terme d’énergie attractive a l/rij6 et d’un terme d’énergie répulsive
enl/rijlz.les interactions de VDW se produisent entre des atomes relativement proches.
Lorsque la distance entre les deux atomes est inférieure a la somme des rayons de VDW, le
terme répulsif qui prédomine et inversement pour une distance supérieur, c’est le terme

attractif qui fonctionne principalement [14].

B Aij  Bij
Evdw = Xi_o 2i=o [rij 12~ m] (10)

A jj, B ij: parametres dépendant de la nature des atomes i et j distants de rj;
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@)

Energif de € pulsion

—-
| EIIE‘I'.E‘]','E- d'itiraction Iy

]'-Znerg-h- ;fni male

Figure 5 : courbe f (rjj) representative de la fonction d’énergie de Van der Waals entre

deux atomes i et j (potentiel de Lennard-Jones
2.2-Interactions électrostatiques :

Les interactions électrostatique existent entre différentes paires d’atomes (deux atomes

portant chagque une charge) est traduit par un potentiel électrostatique [15]

L’énergie de I’interaction électrostatique est décrite par la loi de coulomb :

Eéléctrostatique = }i_o Y=o % (11)
di, gj : charges des atomes i et j
rij : distance i-j
D : constante diélectrique du milieu

2.3-Energie de liaisons hydrogéne :

La liaison hydrogene ou pont hydrogene est une force intermoléculaire ou intramoléculaire
impliquant un atome d’hydrogéne porté par un atome électronégatif et un atome électronégatif

(comme 1’oxygene, I’azote et le fluor) portant un doublet libre. L’intensité d’une liaison
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hydrogéne est intermédiaire entre celle d’une liaison covalente et celle des force de

VDW.L’énergie des liaisons d’hydrogéne est de 1’ordre de 3Kcal/mol.
I11. Dynamique moléculaire :

Des lois de la mécanique classique, les trajectoires des atomes en phases cristalline, en
solution ou en phase gazeuse [16-17] ont conduit a la dynamique moléculaire pour étudier
I’évolution d’un systéme dans 1’espace conformationel. Au cours du temps, 1’énergie du
systeme le long de son parcours a travers la surface potentiel du systéme est donnée parla

résolution numérique des équations classique du mouvement (de Newton).
1. principe :

Le calcul des positions et les vitesses d’un systeme atomique est I’objectif de la simulation de

dynamique moléculaire [18].

En dynamique moléculaire classique [19-20], les atomes d’une molécule sont représentés par
des masses ponctuelles dont 1’ensemble des forces exercées sur lui par les autres atomes en

fonction du temps détermine le mouvement.
Tout d’abord, a une certaine température, une vitesse initiale est attribuée a chaque atome.

A partir de ces vitesses, considérées comme constantes, la position i et ot est I’incrément de
temps. A partir de ces nouvelles coordonnées, on détermine les forces qui agissent sur chaque
atome (équation 1) selon le champ de force et le potentiel utilisé, et selon la seconde loi de

Newton, de nouvelles vitesses et position sont définies.

Fi =mi-ai (12)

Fi: Le vecteur de force qui s’exerce sur I’atome i
mi: la masse de ’atome 1
al : Vecteur accélération de 1’atome i

L’¢équation de Newton montre que la vitesse et le sens de mouvement atomique dépendent des

forces agissant sur les atomes. En réalité, les atomes possedent une vitesse initiale propre qui

10
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se conforme a 1’énergie cinétique totale du systéme.et bien sOre, cette énergie dépend de la

température de simulation étudiée.

Pendant 1’augmentation de la température, on fournit une énergie cinétique aux atomes
correspondant a une certaine température. Il s’agit de la seule énergie cinétique qui permet au

systeme de franchir des barriéres de potentiel que les autres minimiseront ne peuvent franchir.

Les vitesses V des atomes sont déterminées par le tirage aléatoire suivant une distribution de

Maxwell :
Ec =Y mi<Vi>?=> NKbT (13)
Ou : (Vi)?: valeur du moyenne carré de la vitesse
N : nombre d’atome du systéme
Ky, : constante de Boltzmann
T : température absolue
Ensuite, on peut démarrer une simulation pour cela on calcule :

Les accélérations (a) : on utilisant la loi de Newton (20) avec F;: force appliquée sur

I’atome « i » est calculée avec la relation suivant :

Fi = dEp / ri(t) (14)
Les vitesses : la premiére dérivée de I’accélération c’est la vitesse . al = dvi / dt (15)

Les positions : la premiére dérivé de la vitesse ou la deuxiéme dérivé de 1’accélération c’est la

position: Vi = dri / dt (16)
et
ai = driZ / dt? (17)

Des intégrations successives de ces équations sont effectuées en divisant la trajectoire en une
série d’état discret séparés par des intervalles de temps trés courts, ce qui conduits a une
trajectoire en fonction du temps. Puisque, la vitesse et I’accélération de 1’atome ‘i’ a 1’ instant

“’t”” sont connue, on peut connaitre sa position a I’instant t +At.
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At : le pas d’intégration (= 10™)

ri (t+ At) = Ti(t) + Vi- At +3 ai * At? (18)
2. Un calcul de dynamique moléculaire :
2.1. Préparation du systeme :

La premiére étape principale consiste & obtenir un fichier contenant les coordonnées de tous

les atomes du systeme.

Si I’étude se fait en solvant explicite, il est nécessaire de plonger la molécule dans le solvant
dans I’environnement proche du soluté. Et si 1’eau est un solvant, toutes les molécules est

situé a moins de 2.8 A° d’un atome lourd du soluté sont supprimées.
2.2. Minimisation :

La minimisation du systéme se fait par I’utilisation successive des deux méthodes SD et GC,

en cas de solvatation implicite.

En cas de solution explicite, le protocole est le suivant : les minimalisations sont effectuées
consécutivement : sur le soluté uniquement (le solvant étant fixe) puis sur le solvant
uniquement (le soluté étant fixe). Ces deux dernieres étapes sont répétées une deuxiéme fois,

puis le systéme solvant soluté dans son ensemble est minimalise, sans aucun restriction.

Enfin, la structure obtenue correspond a un point minimum de I’hyper surface d’énergie

potentielle pour une température de 0 K.
2.3. Chauffage:

Cette étape nous permet de contribuer progressivement et unitairement 1’énergie cinétique au

systeme pour atteindre la température de simulation requise qui est souvent de 300 K.

Pendant des intervalles de temps réguliers, la vitesse est assignée au hasard selon une

distribution de Boltzmann pour chaque atome N du systéme.

La relation suivante relie directement la température aux vitesses :

2.4. Equilibrage :
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Cette étape consiste a stabiliser 1’énergie totale et par conséquent la température d’équilibrage
se fait en deux étapes: Premiérement, on laisse évoluer le systeme et en méme temps en
surveillant 1’énergie totale que 1’on stabilise en jouant sur la température par 1’intermédiaire
des vitesses comme durant la phase de chauffage. Dans la deuxiéme étape, 1’énergie totale est
contr6lée avec la température, mais dans cette étape le contréle se fait par réajustement.la

température ne doit pas dépasser (+ OU -) 10K de la température definie.
2.5.  Production :

Pendant 1’étape de production, le systéme se développe librement, sains contrainte. C’est cette
étape qui donne la trajectoire de simulation de dynamique moléculaire correspondante qui va
servir a I’analyse du comportement du systeme. Pour valider cette étape, il faut au minimum
surveiller la stabilité du systéme par I’intermédiaire de 1’énergie totale et de la température. Si
I’une de ces quantités change donc on peut la dériver, cela signifier qu’il ya une erreur ou une
hétérogénéité entre les paramétres de simulation utilisés, par exemple, la phase d’équilibrage

a été trop courte ou bien le pas d’intégration est inappropriée [21].

Préparation du systeme
Préparation des coordonnées initiales : Attribution des
vitesses initiales.

TI

Chauffage
Mise des vitesses a la température souhaitée : Elimination des
conformations mauvaises

Figure 6: protocole générale pour des simulations DM

IV. Le docking moléculaire :
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Des principes de reconnaissance mutuelle entre la molécule et sa cible gouvernent
I’action d’une molécule dans une protéine. C’est le réle de docking moléculaire. 1l est
défini par un ensemble de méthodes algorithmiques et géométriques permettant la
production in silico de la géométrie ( orientation relative et position )la plus favorable
d’un ligand dans son récepteur [22].généralement, le récepteur est une grosse molécule
par exemple une protéine et le ligand est une petite molécule .Le terme docking est utilisé
seul pour désigner un «docking protéine-ligand » [23]. Récemment, des molécules
d’importance thérapeutique ont été congues, il a bénéficié des avancées de diverses
disciplines scientifiques telles que la biologie, la médecine, la chimie pharmaceutique et
informatique. En effet, avec le développement de I’outil informatique, la modéelisation
moléculaire et plus précisément le docking moléculaire deviennent un outil essentiel dans

la recherche en biologie [24-25].
1. Application de docking :

Il existe au moins deux applications principales au programme de docking. L’application
classique est la prédiction du mode d’interaction, qui repose sur la détermination correct de la
position du ligand par rapport a son récepteur .I’autre application consiste a optimiser des

molécules ayant déja une activité avec le récepteur.
L’optimisation de la géométrie de ligands déja connus peut avoir plusieurs raisons :

L’amélioration de son affinité, de sa spécifi¢, de sa synthese ou méme de ses propriétés

ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité). [26]

De nombreuses cibles thérapeutiques (protéines) dont la structure 3D en complexe avec le
ligand ont été déterminées par le docking moléculaire. Actuellement, des conceptions
rationnelles basées sur des stratégies de criblage virtuel conduisent a un grand nombre de

médicaments mis sur le marché.
Exemple des stratégies de criblage virtuel :

e Un inhibiteur de 1’aldose réductase : en cherchant dans des bases de données
de composés [27].

e Un inhibiteur de la trans-activation de la HIV-1 RNA : une recherche dans de
des bases données de composés et un docking rigide sont utilisés [27].
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e Un inhibiteur de la thrombine et celui de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénases : des chimio théques combinatoires sont étudiés parle
docking [28].

2. Du docking rigide vers I’introduction de la flexibilité :

Selon la prise en compte de la flexibilité du ligand, on peut classés les méthodes de docking

en 3 catégories :

Dans la premiere classe le ligand et la protéine sont considérés rigides, reflétant ainsi le
principe de concept « clé-serrure » ou la clé représente le ligand, et la serrure représente la

protéine [29].

La seconde classe considere le ligand comme étant flexible par contre la protéine reste
toujours rigide. Les résultats obtenus en utilisant cette approche pour concevoir un
nouveau médicament sont tres bons. Ce type de docking reste encore utilisé jusqu’ a

présent.

La derniere classe permet de traiter en flexibilité du ligand et de fagon partielle la protéine
[30].

3. Les outils de docking moléculaire :

3.1. Récepteur :

Pour faire le docking, la disponibilité de la structure des protéines est 1’'un des éléments
essentiels [30]. Parmi les sources d’informations de ces structures on a la cristallographie
aux rayons X et de la RMN. Cette méthode est responsable de la plus part des structures
issues d’une basse de données de structure accessibles gratuitement appelée la « Protein
Data Bank » (PDB). En mars 2018, plus de 117000 structures protéiques ont été résolues

et ajoutées a la liste de la PDB grace a la cristallographie aux rayons X

Environ 11000 structures ont été fournies par la technique RMN pour seulement 1500
dans le cas d’un microscope électronique [32]. Quand la structure 3D d’une protéine n’est
disponible expérimentalement, les méthodes de prédiction par homologie de séquence

peuvent étre mises en ceuvre [33].

3.2- Ligand :
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Il existe deux méthodes pour obtenir une structure tridimensionnelle d’un ligand. La

premiére méthode de nature commerciale, est constituée de bases de donneées de structure

chimiques appelés espaces chimiques ou chimio théques. Dans La seconde méthode des

ligands de la PDB ou de la littératures dessinés, optimisés et sauvegardés dans différents

extensions (pdb, mol, mol2.....etc.) a I’aide des logiciels de construction moléculaire tels

que cham. Drew, Argus lab., Titan ou Sybyl...sont utilisés [34].

3.3- Les programme :

Le docking permet de prédire les interactions probables entre des ligands (substrat,

activateur ou inhibiteur) et leur cible. Ce processus se deroule en deux étapes :

Dans la premicre étape, le ligand est placé dans son site d’interaction. La seconde étape

consiste, quant a elle, a évaluer les poses de ligand lors de la premiere étape pour ne garder

que le meilleur. Les types des algorithmes utilisés pour ces deux étapes en fonctions du

programme de docking utilisée [35]. Il existe actuellement un nombre important de

programmes de docking moléculaire sont disponibles. Parmi les programmes les plus utilisés,
nous citons comme exemple Auto Dock [36], FlexX [37], Gold [38], Dock [39] et Surflex

[40].
Nom Editeur Sitelnternet
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrddinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccde.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

Figure 5 :adresses des principaux programmes de docking moléculaire[60]

4. Les etapes du docking :
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Le docking (la premiére étape) : étape de sélection, consiste a positionner le ligand dans
le site actif de la protéine et a analyser les conformations, les positions et les orientations

(poses) possibles, et seuls les meilleurs modes d’interactions sont retenus.

Le scoring (la seconde étape) : étape de classement, consiste a estimer 1’affinité ligand-
protéine et d’attribuer un score aux poses obtenues lors de la premiére étape pour choisir a

finalement la meilleure pose. [41,42]

Docking Scoring
—p —

Figure 6 : principe général d’un programme de docking

Ligand

Compleze ¢t AG

Recepteur

5. Algorithmes de docking :

Il existe plusieurs méthodes qui permettent de prendre en compte la flexibilité du ligand en

particulier des méthodes systématiques et aléatoires ou stochastiques
5.1. Méthodes systématiques :

Cette méthode est basee sur la decoupe de ligand en fragments rigides et flexibles. Entre les
points ou les rotations sont possibles, une ou plusieurs ancres sont déterminées.
Premierement, un [43,44] ou plusieurs [45,46] fragments qui doivent étre rigides sont placés
au sien du site actif et donc mis en interaction avec la cible, ensuite le ligand est reconstruit

en plagant les fragments flexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de
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torsion. Cette méthode a été implémentée dans nombreux programmes dont Dock [43] FlexX
[44] et Surflex [47].

5.2. La méthode stochastique :

L’approche stochastique consiste a déformer aléatoirement la structure tridimensionnelle du
ligand. Parmi les principaux algorithmes stochastiques est la méthode par algorithme
génétique. Cette méthode a été incorporée dans nombreux programmes dont Auto Dock et
GOLD [48]

6. les fonctions de score :

Les différentes fonctions de score mises en oeuvre dans les programmes de docking ont fait
I’objet de plusieures publications [49] [50] [51]. Elle sont généralement classées suivant trois
classes : les fonctions de score basées sur des connaissances statistiques, les fonctions de
score basée sur un champ de force et les fonctions de score empirique . Enfin, la combinison
de plusieurs fonctions de score de nature différente peut créer des fonctions de score de

consenus.
6.1 les fonctions de score basées sur un champ de force :

Le champ de force est la somme de deux énergies :L’énergie entre atomes liés et 1’énergie
entre atomes non-liés. Ce second terme correspond au terme principal de 1’énergie
d’intéraction protéine-ligand dans le cas d’une application a un probléme de docking. La plus
part du temps, les fonctions de scores basées sur un champ de force ne considérent qu’une
seule conformation de la protéine. Ainsi, si ’on souhaitait faire une comparison entre
I’activité de deux ligands avec la meme conformation, cele permet de faire abstraction du
terme d’énergie interne dela protéine qui s’annule dans 1’expression de la différence d’énergie

libre d’intéraction entre les deux ligands.

les fonctions de score présentent de nombreuses limitations en plus de celles caussés par la
représentation du systéme . Exceptionnelement, les effets d’entropie, qui peuvent varierd’un
ligand a I’autre pour un site actif donné, aussi bien que pour un ligand donné d’un site actif a
I’autre,ne sont pas pris en considération. par consequent,la contribution enthalpique de

I’énergie libre d’intéraction est ainsi prise en considération.
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Les fonctions G-Score [52] (basée sur le champ de force de Tripos [52]) et celle incorporée
dans AuttoDock [53] (basée sur le champ de force AMBER) sont des exemples de fonction

de score.
6.2.les fonctions de score empiriques :

Ce type de fonctions de score calculent 1’énergie libre de liaison approximativement, en
sommant de fagcon pondérée différents termes d’intéraction dérivés de paramétres structuraux.
Les poids de la fonction de score sont ajustés a fin de reproduire les données expérimentales,
par exemple les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de complexes protéine-

ligand.

La majorité des programmes de docking implémentent ce type de fonction de score a cause
de leur efficacité ( en terme de rapport précision/rapidité). Mais,le principal inconvenient de
ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées pour les caliber qui,
en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter leur transférabilité sur d’autre systémes.

Parmi les fonctions de score empiriques principal, on peut citer : LigScore [54].
6.3. les fonctions de score basées sur des conaissances statistiques :

Ce type de fonctions de score sont basées sur un principe que les distances interatomiques les
plus représentées statistiquement dans les complexes constituent des contacts énergétiques
appropriées et, qu’a I’inverse, les plus rares représentent des intéractions moins stables. En
plus,leur paramétrisation dépend de la quantité d’informations expérimentales disponibles et
on doit leur apparition a la profusion de données structurales accessibles dans des bases de
données telles que la PDB. Par exemple populaire de ces fonctions de scores :DrugScore [55].

6.4. les fonctions consensus :

Les fonctions consensus sont des fonctions hybrides combinent les résultats issus de diverses
fonctions de score. On suppose qu’il est possible de compenser partiellementles les faiblesses
intrinséques detoutes les fonctions de score employées,évitant leurs erreurs individuelles et
ainsi d’augmenter la probabilité d’identifier des composés actifs [56]. Mais, dans la cas ou les
termes des différentes fonctions de score sont fortement corrélés,’intérét du consensus
devient limité car il peut entrainer une amplification des erreurs, au lieu de les atténuer. Ces

fonctions consensus ont réecemment fait le role d’une revue [57].
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CHAPITRE II: La 5-lipoxygenase, I’inflammation, Zileuton et les
Glucosinolates

L'arachidonate 5-lipoxygénase, également connue sous le nom d’ALOXS5, 5-
lipoxygénase, 5-LOX ou 5-LO, est une enzyme de la famille des lipoxygénases contenant du
fer non hémique (EC 1.13.11.34) qui chez I'homme est codée par le gene ALOX5. Elle
catalyse la transformation des acides gras en leucotriénes ainsi que des métabolites induisant

plusieurs processus pathologique comme I’inflammation, cancer, thermogenes, ostéoporose

[1].

Dans les tissus des animaux les lipoxygénases sont des métallo-enzymes. Un atome de
fer non hémique unique est présent par molécule et il oscille entre deux états d’oxydation

Fe(Il) (enzyme inactive) et Fe(lll) (forme active) [2].

Les lipoxygénases (LOX) appartiennent a une famille hétérocyclique d’enzymes qui
catalysent la peroxydation des lipides dioxygénases d’acide gras polyinsaturée (AGPI) en
leurs deérivés hydroperoxydés correspondants. Le substrat le plus courant dans les tissus

animaux est 1’acide arachidonique [2].

Jusqu'a présent, trois iso-enzymes majeures ont été trouvés chez les étres humains,
classés en fonctions de leur spécificité de position de I’oxygénation de 1’acide arachidonique
(AA): la 5-,12- et 15-LOX insérer O2 au C-5, -12 et -15 positions des acides aminés
respectivement, et produire le 5-, 12- et -15 HPETE ( acide hydroperoxy-eicosatetraenoique)
[3]; ces enzymes ubiquitaires jouent un réle important dans certaines maladies humaines
telles que I’inflammation , les maladies cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives et

les troubles cancéreux[4].
I. La5-lipoxygénase :

La lipoxygénase oblige la présence de Ca?* et ’ATP [5].C’est une famille de
dioxygénases contenant du fer, ce dernier étant un catalyseur de 1’hydroper oxydation des
lipides, contenant une structure cis, cisl, 4-penta diéne. Les produits principaux sont des
acides gras hydroperoxydés, qui sont généralement réduits a des dérivés hydroxylés. La 5-
LOX joue un role important dans la biosynthése des leukotrienes (LT) [6]. La 5-LOX peut
étre isolée de leucocytes humains et porcins, les mastocytes murins et des cellules de leucémie
basophiles de rat [7]. La lipoxygénases se déplace entre le cytoplasme et le noyau. La 5-LOX
est trouvé seulement dans le noyau, lorsqu’elle est phosphorylée sur la Ser-271. La
translocation du cytosol et la matrice nucléaire vers 1’enveloppe nucléaire et 1’association

avec la membrane est favorisé par la fixation du calcium [6].Les études sur les rdles
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biologique de 12 et 15-LOX sont limitées, En revanche, La 5-LOXa été largement étudiée et

pourrait étre biologiquement la plus importante car elle est impliquée dans la biosynthése des
médiateurs inflammatoires puissants (LTs), qui est la seconde voie métabolique principale de
I’acide arachidonique (AA) [3].

1. Legenedela5-LOX:

Le gene humain majeur 5-LOX (71, Kpd) est situé sur le chromosome 10 et devisé en
14 exons. Un géne de lipoxygénase immémorial commune est suggéré par 1’identique
organisation intron-exon humain 5-12-et 15-LOX. Différents sites d’initiations de
transcription ont été décrits dans le gene de 5-LOX : le majeur (position0) est situé a 65
nucléotides en amont de L’ATPG. Dans la partie distale du gene et dans le promoteur des
éléments régulateurs sont indiqués. Le promoteur est friqué en GC, indiqué par les multiples
sites SP1 contraignant. Abréviation : TGFRE, élément TGF-b- sensibles [6].

Total length: 71,8 kbp
)
Exon 1 2 k! 4 56 7 89 14
' 3 L b b T M
L . L] ) L L | L)

5LO promotar &
A e et 9 SUeee-e0- |

® GOOOGH Sp1 she
® GGGAGG Sp1 site
A PUA site

NFAT site
B NF-xfl st

AP-2 site
¥ VDRE

Figurel : le géne de la 5-LOX
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2. Lanomenclature internationale de I’enzyme 5-L OX :

EC 1.13.1134
EC1-oxydoréductases

EC 1.13- Agissant sur les donateurs individuels et 1’incorporation de 1’0xygéne moléculaire
(des oxygénases). Il faut que 1’0xygene ne doive pas étre dérivé de 1’02.

EC 1.13.11-En plus I’incorporation de deux atomes d’oxygéne.
EC 1.13.11.34-Arachidonate 5-lipoxygénase
Nom accepté : arachidonate 5-lipoxygénase.

Autres noms connu: 5A-lipoxygénase, A5-lipoxygénase, C-5-lipoxygénase, LTA synthase,
arachidonique 5-lipoxygénase, acide arachidonique 5-lipoxygénase, leucotriene A4 synthase,
leucotriéne-A4 synthase.

Nom systématique : arachidonate : oxygéne 5-oxydoréductase [8].

Dans la nomenclature de la lipoxygénase le nombre fait référence au carbone de 1’acide

arachidonique a laquelle I’oxygéne est ajouté [6].

La 5-LOX est un catalyseur des réactions de 1’acide arachidonique (AA) en acide 5(S)
hydroperoxy-6-trans-cis-8, 11,14-eicosatétraénoique (5-HPETE), apres en LTA4 allylique
époxyde [6]. L’hydrolisation enzymatique du LTA4 se fait par la LTA4 hydrolase pour
obtenir I’acide di-hydroxylé le LTB4 alors que sa conjugaison avec le glutathion conduit au
LTCA.

3. Lastructure générale de la 5-LOX :

L’objectif des études de la séquence des acides aminés des protéines est de mieux

comprendre la corrélation entre leurs caractéristiques structurelles et leurs activités biologique

[9].

L’enzyme 5-LOX est constituée de 673 acides aminés et un poids moléculaire de 77839 da.
La séquence des 17 premiers acides aminés est pareille a celle déterminée par la méthode de
dégradation d’Edman de la 5-LOX de la cellule leucémie de basophile de rat [5].
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3. Le site actif :

Le site actif de I’enzyme 5-LOX est une cavité allongée, ou les acides aminés
(leucines 368, 373, 414, et lle 406) sont conservés dans tous les types dans lipoxygénases
métabolisant I’acide arachidonique. Ces acides aminés comportent des chaines latérales
hydrophobes qui forment une zone ou le penta diéne doit étre placé pour la catalyse. Dans la
séquence 5-LOX, en plus de ces acides aminés, on retrouve également les résidus Tys 181,
Ala 603, Ala 606, Thr 364, spécifiques des sequences 5-LOX, et les petites chaines latérales
de Ala 603 et Ala 606 semblent étre une condition nécessaire a la formation de Tyr 181, qui,
avec Phe 177, ©* bouchons * de la cavité a la fin. Les deux acides aminés Tyr 181 et Ala 603
est en contact avec une liaison VVan Der Waals, et les petites chaines latérales des Ala 603 et
Ala 606 permettent la fois des composés aromatiques volumineux (Phel77 et Tyr 181) pour
pointer dans la cavité ou ils peuvent étre protégés du solvant. Les acides aminés Asn 407 et

His 432 prétent également a définir le site actif [10].

Figure 2 : le site actif de la 5-LOX
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Il. L’inflammation :

L'inflammation est le processus physiologique de défense du corps contre les attaques. Ses
fonctions sont:

-Agent d'attaque détecte,
-Eliminer l'agent,
-Réparer les tissus endommagés.
Tant que I'ajustement est maintenu, le mécanisme est bénéfique pour le corps. En fait,
I'inflammation peut entrainer des manifestations pathologiques dans les situations suivantes:
-Réponse inflammatoire insuffisante,
-La réponse inflammatoire est exagérée,

-Un stade d'inflammation persiste et peut étre auto-entretenu lorsque I'agent pathogene
n'existe plus.

On distingue deux types de I’inflammation : L'inflammation aigué est différente de
I'inflammation chronique. L'inflammation aigué est la premiere réponse a une attaque. C'est
immeédiat et rapide. Une fois que l'inflammation anormale persiste, on parle d'inflammation
chronique, puis on trouve des manifestations pathologiques liées a ce mécanisme. (Figure3)
[11].

[ Reéaction inflammatoire ]
Reéponse adaptée et Réponse inadaptée et
controlée mal contrélée

| !

Réponse protectrice et Reéponse agressive et
essentielle entretenue

Situation pathologique
Inflammation chronique

Figure 3: la réaction inflammatoire
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1. Inflammation aigué

L'inflammation aigué est la réponse immédiate du corps humain a I'agent attaquant, qui se
caractérise par une forte exsudation vasculaire et une forte présence de noyaux poly morpho
nucléaires dans les foyers inflammatoires [12,13].L'inflammation aigué peut étre guérie
spontanément ou apres le traitement, mais si le tissu est gravement endommagé, des séquelles
peuvent subsister [14].Indépendamment du stimulus inflammatoire et du tissu enflammé, le
stade de la réponse inflammatoire aigué est toujours le méme (Figure 3): modifications
vasculaires dans les tissus enflammés, telles qu'une augmentation de la perméabilité des
parois des vaisseaux sanguins

Cette permeabilité accrue permet au fluide plasmatique de s'‘échapper vers I'environnement
extravasculaire, un phénoméne connu sous le nom d'exsudation plasmatique. Ces
modifications vasculaires permettent aux leucocytes de se recruter dans le milieu
extravasculaire puis de se déplacer vers le site de l'inflammation.Les globules blancs
détruisent et éliminent les stimuli nocifs qui y sont présents, laissant place a la réparation des

tissus endommages [15].

1.1. Inflammation chronique

La persistance de l'inflammation et de son trouble de contrble causes physiologiques de
I'inflammation chronique [16]. En fait, l'infiltration excessive de globules blancs dans le site
d'inflammation et I'élimination insuffisante de la cause de l'inflammation sont les causes de
I'inflammation chronique [15].

Une inflammation chronique peut également étre provoquée dans certaines maladies auto-
immunes, dans lesquelles les antigenes activent en permanence le systeme immunitaire. Par
conséquent, I'inflammation chronique est caractérisée par une longue durée [17]. Par exemple,
les crises de goutte sont causées par le dépdt de cristaux d'urate dans les tissus. La présence de
ces cristaux attire les neutrophiles qui les prennent. Les neutrophiles résistent a l'action des
enzymes lysosomales et ne peuvent pas s'en débarrasser et les libérer avec les enzymes dans
les tissus environnants. Cela conduit au recrutement de nouveaux globules blancs,
principalement des macrophages et des lymphocytes, et amplifie la réponse inflammatoire

chronique [18].
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1.2. Médiateurs de I’inflammation :

Le contrble du métabolisme des acides gras polyinsaturés est effectué par deux types
d’enzymes, cyclooxygénase (COX) et lipoxygénase (LOX), qui conduisent ensemble a la
biosynthese de métabolites biologiquement actifs : les eicosanoides, la libération de ces
médiateurs provoque une réponse inflammatoire.

Ces médiateurs affectent le développement et la résolution de I'inflammation en agissant sur
diverses cellules impliquées dans I'inflammation [15]. On peut distinguer deux types de
substances intermédiaires. Certains sensibilisent les neurones et provoquent une
vasodilatation. C'est le cas de la prostaglandine et du leucotriéne B4. Le métabolite de I'acide
arachidonique lui-méme provient de I'action de la phospholipase A2 et libére des
phospholipides membranaires en réponse aux lésions tissulaires.

D'autres activent ou sensibilisent les nocicepteurs et augmentent la perméabilité
vasculaire, comme la bradykinine plasmatique libérée par les mastocytes, la sérotonine
plaquettaire et I’histamine [19]. D'autres molécules sont impliquées dans I'apparition ou le

maintien du processus inflammatoire.

1.3. Biosynthese des eicosanoides [20,21]

Les eicosanoides est un milieu lipidique a activité biologique, dérivé des acides gras
polyinsaturés a vingt atomes de carbone. Chez les mammiféres, leur principal précurseur est
I'acide arachidonique (AA) (figure 3.1).

Dans l'organisme, les acides gras (essentiels) incorporés aux aliments sont principalement
présents sur la membrane sous forme de phospholipides. Sous l'effet de la stimulation
cellulaire (infection microbienne, friction, coup, blessure, brdlure, substance (chimique,
facteurs de croissance, etc.) La phospholipase A2 (PLA2) libére I'AA des phospholipides
membranaires, ce qui déclenche la cascade d'acide arachidonique. Ensuite, il peut étre
métabolisé de trois manieres :

a. lavoie des cyclooxygénases

Il assure la formation des prostaglandines (PGD2, PGE2 et PGF2a), les prostaglandines
(PGI2) et le thromboxane A2 (TXAZ2). Ces composés jouent un réle important dans le

processus inflammatoire et le maintien de I'népatite, homéostasie gastro-intestinale et rénale.
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b. lavoie des lipoxygénases

Il provoque principalement la biosynthese des leucotriéne et des hépoxillines. Ces composés
sont impliqués dans plusieurs réactions biologiques importantes, telles que les réactions
d'inflammation et d’hypersensibilité.

Ces enzymes assurent la formation de divers acides époxy et hydroxyarachidiques (EET et
HETE) qui sont impliqués dans le contr6le de la fonction rénale et de la tension vasculaire.
Les effets physiologiques et / ou physiopathologiques de ces métabolites AA sont l'objet de
recherches approfondies, notamment dans le domaine de I'hypertension [22, 23,24].

Dans notre travail, nous nous intéressons particulierement aux voies de la lipoxygénase.

Phospholipides membranaires Stimulus

[ "3',:” cellulaire

e
Phospholipase A,
Acide arachidonique
. ,f-", - . .
Cycfooxygenas?/s_,f ‘ “M\M Lipoxygénases
T g Cytochrome P450 x“‘\
* Monooxygénases

Prostanoides Leucotriénes,

hépoxillines et
Y lipoxines

Epoxy- et hydroxy-
eicosanoides

Figure 4 : Biosynthése des eicosanoides

2. L’asthme

2.1. Définition de ’asthme

L’asthme est une maladie hétérogéne défini comme une pathologie inflammatoire
chronique des voies respiratoires au niveau des bronches et des petites bronches, les
bronchioles (voir schéma), liee aux multiples facteurs genétiques et environnementaux
[25].Elle se traduit par des épisodes récidivants d’essoufflement, oppression thoracique,
dyspnée, respiration sifflante, production d’expectoration et une toux qui s’associent a des

restrictions des vois aériennes et a une hyperréactivité bronchique .Ces symptdmes
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provoquent des problémes indésirables tels que la fatigue, I’insomnie, la réduction des

activités physiques et affectent la qualité de vie du patient [26].

Bronche saine Bronche durant une
crise d'asthme

Figure 5: les branches avant et durant une crise d’asthme

2.2. Traitement

Actuellement, le traitement de I’asthme vise a soulager les symptomes causés par le
bronchospasme et I’inflammation des voies aériennes et a diminuer le risque d’exacerbation.
Malheureusement, a ce jour il est encore impossible de faire guérir cette maladie [27,28].

I1 existe 2 classes de médicaments permettant de controler les symptomes de 1’asthme.
La premiére classe, appelés médicaments de crise ou de secours(les bronchodilateurs) doivent
étre pris en cas de symptdmes. lls a un effet de soulagement immédiat, mais ne permettent pas

de calmer ’inflammation des bronches.

La deuxieme classe, les médicaments constituent le traitement de contréle ou de
fond(les anti-inflammatoires). Il faut les prendre tous les jours, méme en 1’absence de géne
respiratoire deés que 1’asthme est modéré et persistant. Ils permettent de calmer et diminuer
I’inflammation des bronches et par la suite d’espacer les crises. S’ils ne sont pas pris
régulierement, la fréquence et la gravité des crises augmentent, ainsi que le besoin de recourir

aux médicaments de crise.
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2.2.1. Le traitement de crise ou de secours (Les bronchodilatateurs) :
a.Béta-2- mimétique ou Béta-2-agoniste

Les Béta-2-agonistes inhalés sont des agents trés puissants utilisés uniquement pour
soulager les symptdmes de crise (toux, oppression thoracique, respiration sifflante et
essoufflement). De loin, I’activité cruciale des Béta mimétiques consiste a stimuler les
récepteurs 32 qui se trouvent au niveau des muscles lisses des voies respiratoires, qui permet a
ce dernier de se détendre [29].

Il existe deux catégories de Béta2-agoniste a savoir : Béta2-Agoniste a courte durée
d’action (SABA) et Béta2-Agoniste a longue durée d’action (LABA).

b. Béta2-Agoniste a Longue durée d’action

Le Béta2-Agoniste a Longue durée d’action (LABA) confere un contréle plus longue
des symptémes de I'asthme, il est spécialement utile pour prévenir les symptémes nocturnes.

En monothérapie, I'utilisation de BALA semble étre moins efficace que les corticostéroides
inhalés (CSI) [29].

c. Béta2-Agoniste & Courte durée d’action

Le Béta2-Agoniste a courte durée d’action (SABA) utilisés uniquement pour soulager les
symptomes immédiat de crise [30] et sont les agents essentiel qui interviennent dans la prise
en charge des symptomes d’asthme aigue. Cette catégorie médicamenteuse confere une
bronchodilatation rapide par I’interaction avec des récepteurs B2-adrénergiques spécifiques
[31].

2.2.1.1. Les anti cholinergiques

Les médicaments anti cholinergiques (Tiotropium, glycopyronium et I’aclidinium)
possédant un effet bronchodilatateur, qui joue le r6le des inhibiteurs compétitifs et réversibles
des récepteurs cholinergiques de 1’acétylcholine [32].

L’efficacité des antis cholinergiques particulierement le Tiotropium aide & réduire le risque
d’exacerbation et d’augmenter la fonction pulmonaire chez les patients atteints d’asthme mal

controlé malgré I’utilisation de CSI et BALA [33].
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2.2.1.2. Lathéophylline

Depuis 1930, la théophylline apparentée de la caféine est utilisée dans le traitement de
I’asthme [34].
La théophylline C’est le plus ancien des bronchodilatateurs utilisé comme un traitement

pour les patients souffrant un asthme mal contrélé [35].

2.2.2. Le traitement de fond ou Les anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont conseillés en cas d’asthme persistant [36].

2.2.2.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens

a. Les corticoides
Parmi tous les traitements de I’asthme. Les corticoides stéroidiens ou les corticostéroides sont
les médicaments anti-inflammatoires les plus puissants et les plus efficaces. Les
corticostéroides diminuent l'inflammation des voies respiratoires et, par conséquent, la
production de mucus, ils permettent 1’inhibition de I’infiltration des cellules inflammatoires
dans les voies aériennes et les poumons, I’inhibition de la migration et ’activation des
cellules inflammatoires, la diminution de la perméabilité vasculaire, I'élimination de la
sécrétion des voies aériennes, le blocage de I’hyperréactivité des voies respiratoires,
I’inhibition de la production de cytokines et permettent la promotion des conséquences des

béta-2-agonistes [37].

2.2.2.2.  Les anti-inflammatoires non stéroidiens

a. Les anti-leucotriene

Les Antileucotrienes diminuent I'inflammation causée par les leucotrienes (médiateurs
inflammatoires), des substances contribuant a la réponse inflammatoire. Cette catégorie
médicamenteuse semble ne pas avoir des effets secondaires sur la minéralisation osseuse et

sur I’axe surrénalien [38].

b. Les anti-lg

Les anticorps monoclonaux anti-IgE sont des medicaments destinée a traiter 1’asthme
allergique sévere. Ils peuvent se lier aux IgE sériques, mais aussi aux IgE membranaires des

mastocytes et des lymphocytes B [39].
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c. Lescromornes

Les cromoglycates sont des médicaments destinée a traiter 1’asthme persistant 1éger. Les
cromones permettent la suppression de la réponse inflammatoire induit par les IgE et
I’inhibition des cellules inflammatoires. Cependant il est important de noter que cromonessont

moins efficace que les CSI [40].
2.2.3. Autres traitements

a. Les antibiotiques

Macrolides utilisés pour traiter les infections associées L'asthme sévére, en plus de l'effet

antimicrobien, peut également réduire les macrolides inflammation neutrophile [41].
3.2.4. Traitement de la crise d’asthme

Dans le traitement de la crise d’asthme, les béta-2-agonistes sont les bronchodilatateurs les
plus avantagés, du fait de leur rapidité et efficacité. La voie inhalée est prioritaire dans tous
les cas a cause de son efficacité liée a la pénétration locale et de ses effets systémiques limités
[42].

m.  Zileuton:

Des recherches intensives dans le domaine des inhibiteurs de la synthése de leucotriene (LT)
ont conduit a la découverte de différentes classes de composés, agissant directement sur
I'activité enzymatique de la 5-LOX ou sur d'autres enzymes ou protéines impliquées dans la
biosynthése des leucotriéne LTs [par exemple les inhibiteurs de cPLA 2 ou de 5-LO -activation
de la protéine (FLAP)]. Les inhibiteurs directs de I'enzyme 5-LOX ont été classés sur la base
de leur mécanisme d'action. Idem, les inhibiteurs du ligand de fer chélates le fer du site actif,
les inhibiteurs redox actifs découplent le cycle catalytique de la 5-LOXet les inhibiteurs non
redox de type 5-LO entrent en compétition avec I’AA [43]. Cependant, la majorité de ces
composés ont échoué dans les études précliniques et / ou dans les essais cliniques en raison
de leur manque d'efficacité ou de leur toxicité. Jusqu'a maintenant, le ligand de fer zileuton
(Figure 1) était le seul inhibiteur de la 5-LO qui pouvait entrer sur le marché [44], mais son

utilisation clinique est limitée par la toxicité hépatique.
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Figure 6: Voies de synthése des leucotriénes et niveaux d’action des Antileucotriénes

1. Définition :

Zileuton un benzothiophéne N -hydroxyurée est le premier et le seul inhibiteur de 5-LOX
(Zyflo®) disponible sur le marché. Dans les essais cliniques, il a été démontré qu'il provoque
des effets bronchodilatateurs, probablement liés a l'inhibition des cysLT et a leur action de
tension dans les muscles lisses bronchiques. Cependant, le zileuton apporte aussi une
amélioration chronique des fonctions des voies respiratoires, associée a une réduction des
composants inflammatoires de I'asthme, tels que I'oedéme, l'infiltration cellulaire et la
production de mucus [44] et réduire la dose de glucocorticoides anti-inflammatoires
nécessaire pour contrdler I'asthme. Notamment, bien que des doses de zileuton de 400 et
600 mg aient été également efficaces pour I'amélioration aigué des fonctions pulmonaires,
une amélioration significative de la fonction chronique des voies respiratoires n'a été
observée qu'apres l'administration quatre fois par jour de 600 mg de ce médicament

[45].Par conséquent, la dose orale recommandée de zileuton pour le traitement de I'asthme
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est de 4 x 600 mg - jour -1 (ou 2 x 1200 mg - jour -1 pour les comprimés a libération
prolongée récemment approuvés, Zyflo CR®), pour une dose quotidienne totale de 2400 mg,
entrainant des concentrations plasmatiques maximales d'environ 5 pg - ml -1
(correspondant a environ 21 uM) et une exposition systémique (aire moyenne sous la
courbe) de 19,2 ug - h - ml -1. Bien qu'une liaison de 93% aux protéines plasmatiques doive
étre prise en considération, ces concentrations plasmatiques dépassent nettement les
valeurs de Cl 50 pour la 5-LOX dans le sang (soit 0,5 a 1 uM), et la contribution des effets sur

d'autres cibles a I'ensemble I'action de zileuton est une possibilité raisonnable.

HO\ 0
[“sccuiens | \
ZYFLO
| e % NH,
g
-

Figure 7 : le médicament zileuton (Zyflo)

2. Effet indésirables :

Zileuton présente une toxicité hépatique (provoquent une élévation potentielle des enzymes
hépatiques) et, par conséquent, son utilisation clinique est limitée par la nécessité de
surveiller les taux d'enzymes hépatiques(les enzymes hépatiques) pour cette raison, zileuton
est contre-indiqué chez les patients présentant une maladie hépatique active ou une
élévation persistante des enzymes de la fonction hépatique supérieure a trois fois la limite
supérieure de la normale. Fait intéressant, la Iésion hépatique causée par le zileuton semble

étre un effet toxique direct qui n'est pas lié a I'inhibition du I'enzyme 5-LOX [46].

Zileuton peut provoquer des événements neuropsychiatriques, notamment des troubles du
sommeil et des changements de comportement. Les patients doivent étre avisés d'informer
leur fournisseur de soins de santé si des événements neuropsychiatriques surviennent lors

de l'utilisation de Zyflo ou Zyflo CR
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Donc, la recherche de nouveaux inhibiteurs naturels de la 5-LOX a une grande importance

pour remplacer ce médicament.

Ces inhibiteurs sont les glucosinolates qui ont montré expérimentalement une inhibition des

lipoxygénase [47].

IV. Glucosinolates :

1- Introduction

Au début du XIXe siecle, les premieres observations ont été faites sur les propriétés uniques
des glucosinolates et des isothiocyanates (connu sous le nom d’huiles de moutarde) ont été
signalés, tels que résultats des efforts pour comprendre |'origine chimique de la saveur
piquante des graines de moutarde [48]. Ensuite au moins 120 glucosinolates différents ont
été isolés et identifiés dans I'ordre botanique des Brassicales (Brassicaceae). La famille des
Brassicaceae, également appelée cruciferes, comprend environ 375 genres et environ 3 200
espéces, y compris de nombreuses plantes économiquement importantes telles que les
légumes-feuilles et racines, les oléagineux et les condiments, et la plante modele
Arabidopsisthaliana. Les légumes Brassicaceae sont largement cultivés, avec de nombreux
genres, espéces et cultivars dont Brassicara pa (chou chinois, moutarde chinoise, bokchoy et
navet), B. oleracea (chou, brocoli, chou-fleur, chou frisé, choux de Bruxelles et chou-rave), B.
napus (colza et rutabaga), B. juncea (vert moutarde) et Raphanussativus (radis). Les
glucosinolates, métabolites secondaires trouvés dans les Brassicaceae et les familles
apparentées, ont trois groupements: un groupement B thioglucose, un groupement oxime

sulfoné et une chaine latérale d'aglycone variable dérivée d'un acide a-aminé®®.
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Figure 8 : famille du Brassicaceae

Le systéme de santé de la personne peut étre amélioré par la famille des Brassicaceae grace
a sa teneur en fibres, en vitamines et en photochimie de I'ordre des Brassical en et en raison
de la présence de composés a forte teneur en soufre dans leurs métabolites bioactifs. Les
effets sur les voies génétiques peuvent étre améliorés par ces nutriments qui sont utiles
pour renforcer lI'immunité, permettre la santé des os et ont également une activité anti-
inflammatoire et anticancéreuse. Ainsi, la consommation de ces extraits de plantes par les
humains et les animaux a l'avantage de repousser in vivo les dommages oxydatifs liés aux
maladies. Ainsi, la consommation de feuilles de la famille des Brassicaceae signifie une
nourriture naturellement disponible avec une activité antimicrobienne potentielle. Les

composés présents dans cette famille ont plusieurs effets bénéfiques en raison de leurs
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caractéristiques chimiques et actions physiologiques particulieres de dans. D'autres études
pharmacologiques in vitro ou in vivo pour les composés bioactifs programmés des légumes
Brassica ont montré un large spectre d'activités biologiques, y compris des activités anti-

inflammatoires.

Broccoli

. Anticancer activity
Brussel spro}l Anti-inflammatory activity
Antibacterial activity
Antifungal activity
Antioxidant activity

Wound healing activity

Biofumigation

Brassicaceae family

Mustard seeds

Figure 9 : effet thérapeutique de la famille du Brassicaceae

Dans le présent chapitre, on se propose un apercu sur les travaux réaliser dans ce contexte,

ceci afin de mettre en évidence I'intérét donné aux processus inflammatoire du 5-

Lipoxygénase et anti-inflammatoire du Brassicaceae:

Ramirez et ses collaborateurs [49] dans leur travail ont examiné la fonctionnalité et les
perspectives futures des Brassicaceae en montrant que :
i- Les légumes Brassicaceae sont des cultures importantes consommeées dans le

monde entier en raison de leur saveur unique et de leurs propriétés
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fonctionnelles largement reconnues, qui sont directement liées a leur
composition photochimique.

ii- Les isothiocyanates (ITC) sont les composés les plus caractéristiques, considérés
comme responsables de leur go(t piquant. Outre I'ITC, ces légumes sont
également riches en caroténoides, phénoliques, minéraux et vitamines.

iii- Par conséquent, le profil photochimique de Brassica en fait une source naturelle
idéale pour améliorer la qualité nutritionnelle des aliments manufacturés.

iv- En ce sens, l'inclusion d'ingrédients fonctionnels dans les matrices alimentaires

présente un intérét croissant.

Jasmine Speranza et ces co-auteurs [50] ont étudié le Brassicaceae a la fois d'un point de
vue photochimique et biologique. Ces études scientifiques modernes in vitro et in vivo
montrent qu’es ces especes ont des activités anti-inflammatoires, anti tumorales,
antimicrobiennes, antivirales, analgésiques et antioxydants prouvées. La composition
photochimique du Brassicaceae a été minutieusement étudiée et il a été prouvé que la
plante contenait de nombreux composés biologiquement actifs précieux, y compris plusieurs
alcaloides, parmi lesquels la tryptanthrine, l'indirubine, l'indolinone, les composés
phénoliques et les polysaccharides ainsi que les glucosinolates, les caroténoides, les
constituants volatils et les acides gras. Cet article fournit un apergu botanique et
ethnobotanique général qui résume les connaissances a jour sur la photochimie et les
propriétés biologiques de cette plante précieuse afin de soutenir son potentiel
thérapeutique. En outre, les études biotechnologiques sur Brassicaceae, qui se sont
principalement concentrées sur les cultures de racines velues pour la production accrue de
flavonoides et d'alcaloides ainsi que sur |'établissement de cultures de pousses et de
protocoles demicro- propagation, ont été examinées. lls fournissent des informations sur les

futures perspectives de recherche.

Zhang et ces collaborateurs [51] ont collecté un ensemble de données comprenant 220 5-
LOX humains inhibiteurs de classification. Une carte auto-organisée (SOM), un support

vecteur machine (SVM), et un perceptron multicouche (MLP) a été utilisé pour construire
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des modeles avec des descripteurs pour classer les inhibiteurs 5-LOX en actifs et ceux
faiblement actifs. Les empreintes digitales MACCS ont été utilisées dans ce processus de
construction de modéles. La précision (Q) et la corrélation de Matthews coefficient (MCC) du
meilleur modéle SOM (ModellA) étaient de 86,49% et 0,73 sur l'ensemble de test,
respectivement. Le Qat MCC du meilleur modéle SVM (modéle 2A) était de 82,67%et 0,64
sur I'ensemble de test, respectivement. Le Q et le MCC du meilleur modele MLP (modéle 3B)
étaient de 84,00% et 0,67 sur I'ensemble de test, respectivement. De plus, 180 inhibiteurs
avec des bios activités mesurées par la méthode de fluorescence ont en outre été utilisés
pour une prédiction quantitative. Régression linéaire multiple (MLR) et les algorithmes SVM
ont été utilisés pour construire des modeles pour prédire les valeurs IC50. Les coefficients de
corrélation (R) du MLRMengdi Zhang et ZhonghuaXia y ont contribué a parts égales travail.
Matériel supplémentaire électronique La version en ligne de ce l'article [51] contient des
matériels, qui sont disponible pour les utilisateurs autorisés. Le modéle (modéle Q1) et le

modéle SVM (modeéle Q2) étaient 0,72 et 0,74 sur I'ensemble de test, respectivement.

Dans la présente étude [52], des dérivés de coumarine 7-substitués ont été
synthétisés en utilisant diverses amines aromatiques et hétérocycliques, et évalués in vivo
pour l'activité anti-inflammatoire et analgésique, et pour le risque ulcérogene. Les composés
les plus actifs ont été évalués in vitro pour l'inhibition de la 5-lipoxygénase (5-LOX). Une
étude d'amarrage a été réalisée pour prédire |'affinité de liaison et |'orientation au site actif
de I'enzyme. L'activité anti-inflammatoire et analgésique in vivo et I'étude d'inhibition de
I'enzyme 5-LOX in vitro ont révélé que les composés 33 et 35 sont les composés les plus
puissants dans toutes les méthodes de criblage. Une étude cinétique in vitro de 35 a montré
un type d'inhibition mixte ou non compétitif avec I'enzyme 5-LOX. La présence d'un groupe
single bondOCH3 en 35 et d'une liaison simple Cl en 33 en position C6 du cycle benzothiazole
s'est avéré des substitutions trés importantes pour une activité puissante.

Mitra et ses collaborateurs [53] ont montré que la surproduction de médiateurs lipidiques
inflammatoires dérivés de l'acide arachidonique contribue a l'asthme et aux maladies
cardiovasculaires, entre autres pathologies. Par conséquent, I'enzyme qui initie la synthese
des leucotrienes pro-inflammatoires, la 5-lipoxygénase (5-LOX), est une cible pour la
conception de médicaments. La structure cristalline de la 5-LOX a révélé un site actif

entierement encapsulé, ainsi le point d'entrée du substrat n'est pas connu. Nous avons

43



CHAPITRE II: La 5-lipoxygenase, I’inflammation, Zileuton et les
Glucosinolates

demandé si un motif structurel, un «bouchon» présent dans la 5-LOX mais absent dans
d'autres lipoxygénases de mammiferes, pouvait étre éjecté pour permettre |'accés au
substrat. Nos résultats indiquent que la réduction du volume de liege facilite I'acces au site
actif. Cependant, si I'entrée du liege dans le site est obstruée, |'activité enzymatique est
considérablement compromise. Les résultats soutiennent un modele dans lequel le
«bouchon» qui protege le site actif en I'absence de substrat sert de portail du site actif, mais
I'acide aminé «bouchonnant» Phe-177 joue un role critique dans la fourniture d'un site actif
entierement fonctionnel. Ainsi, la métaphore la plus appropriée pour ce motif structurel est
un capuchon «twist-and-vers». Des données de mutagenése supplémentaires sont
cohérentes avec un role pour His-600, profondément dans la cavité allongée, dans le

positionnement du substrat pour la catalyse.

Pergola et ses collaborateurs [54] ont effectué Ici, nous avons étudié l'interférence
par la tryptanthrine de 5-LOX la formation du produit dans les systemes cellulaires et
acellulaires, en tenant compte des composants critiques pertinents pour la pharmacologie in
vivo des leucotriénes LT (médiateurs pro-inflammatoires produits) par la 5-lipoxygénase (5-
LO). Inhibiteurs de synthese. Nous avons trouvé inhibition marquée de la formation de LT
par la tryptanthrine chez les neutrophiles, ce qui est en accord avec les résultats précédents
[55]. Cependant, la tryptanthrine ne s'est pas révélée étre un inhibiteur direct de 5-LO, et il
n'a pas non plus inhibé voies de signalisation et / ou facteurs connus pour réguler la 5-LOX
formation du produit dans les cellules intactes. Ces caractéristiques suggerent un nouveau
mécanisme moléculaire pour son interférence de 5-LOX formation de produit différente des
autres inhibiteurs caractérisés de la synthese de LT tels que les inhibiteurs de cPLA2, 5-LO ou

FLAP.

2. Structure des glucosinolates :

La structure des glucosinolates a été proposée pour la premiere fois par Gadamer [56] de au
XlIXe siécle qui a supposé, que la chaine latérale R est liée a I'atome d’azote (a figure 3).
Malgré quelques difficultés, cette structure a été acceptée comme exacte jusqu’en 1956,
date a laquelle, Ettlinger [57] qui a suggéré la bonne structure (b, figure3). La structure a été
confirmée I'année suivante la synthése du benzylglucosinolate(glucotropaeoline, R=CH,Ph)

[58].
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Figure 10 : la structure de glucosinolate

La contribution dans des glucosinolates présente un assemblage de trois entités structurales

remarquables :

» Une entité glycosidique (unité1-thio-D-glucopyranosyle, toujours de la
configuration B).

» Une entité anionique (fonction anomériguethiohydroximate O-sulfatée, Dans
la plus part des cas, il associée a un cation de potassium pour les
glucosinolates

» Une entité relativement hydrophobe (unechaine latérale R).

3. Biosynthese :

Les glucosinolates sont synthétisés par les plantes des familles des cruciféres a partir des
acides aminés (alanine, valine, leucine, isoleucine, phénylalanine, méthionine, tyrosine et
tryptophane, ainsi que certains homologues a longue chaine de la méthionine et

phénylalanine [59]

Les glucosinolates sont regroupés en trois classes sellons les acides aminés a partir des quels

ils sont bio-synthétisés.

e La premiére classe : les glucosinolates aliphatiques (formé a partir des acides
aminés aliphatiques).

e Ladeuxiéme classe : les glucosinolates aromatiques (formé a partir de la
phénylalanine ou la tyrosine).

e Latroisieme classe : les glucosinolates indoliques (formé a partir du
tryptophane) [60].

a. myrosinase :

Dans toutes les plantes contenants des glucosinolates la présence de cette espéce

s’accompagne toujours de la présence d’une enzyme spécifique, la myrosinase (une
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thioglucoside glucohydrolase EC.3.2.1.147) qui est la seule glucosidase d’hydrolyser ces
composés thiosaccharidiques. La relation enzyme-substrat unique est partie intégrante des
dispositifs de défense de ces plantes contre diverses attaques, par la production de

composés bioactifs (fongicides, bactéricides et insecticides [61].

Figure 11 : Enzyme Myrosinase

b. Hydrolyse des glucosinolates :

L’'enzyme myrosinase catalyse I’hydrolyse de la liaison soufre-glucose pour libérer le glucose
et un intermédiaire sulfaté (figure 4). Lequel par élimination de I'ion sulfate subit un
réarrangement spontané, et forme divers composés : des isothiocyanates (principalement),
des nitriles, des amines, des thiocyanates, I’'anion thiocyanate, des épithionitriles, et des

oxazolidine thiones. L'activité de ces enzymes nécessite une température d’environ 55°Cet

46



CHAPITRE II: La 5-lipoxygenase, I’inflammation, Zileuton et les
Glucosinolates

un PH compris entre 4 et 9. Le produit final de dégradation enzymatique dépend de la

nature de chaine latérale et des conditions de réactions.

H,O glucose ion sulfate

HO
o —
HE%SY\R N ®\|©\R _ majoritairement
N N
080
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—N=C=S
R
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nitriles

amines

thiocyanates

anion thiocyanate
epithionitriles
oxazolidine-2-thiones

Figure 12 : hydrolyse des glucosinolates

Le mécanisme de formation des isothiocyanates suite le réarrangement de Lossen

conduisant a la formation des isocyanates [62,63].

O q
base
R R— R—N=C=0
A(N—H ‘\qu
X x)

Dans le cas des glucosinolates, cela conduit a la formation d’isothiocyanates.

s
\N

’ R—N=C=8S
‘Dgsop

Habituellement, entre PH 6 et 7, les produits de dégradation enzymatique sont les
isothiocyanates stables, sauf pour les glucosinolates ayant une chaine latérale R B-

hydroxylée et les glucosinolate sindoliques.
4. Classification des glucosinolates :

Les glucosinolates sont classé selon la compostions de groupe radical(R)
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e A. chaine soufrée (Alkyle thio alkyle). C'est le groupe le plus important.

o CH3-S-(CH,)n- pour nde 2 a 11, par ex. n=3 R=3-(Méthylethio)propyle donne la
glucoibervérine.

o CH3-SO-(CH,),- pour n de 3 a 11, par ex. n=3 R=3-(Méthylesulfinyle)propyle donne la
glucoibérine,
» autre ex. dans le superbrocoli "Beneforte" n=4 R=4-(Methylesulfinyle)butyle donne la

glucopharanine

o CH3-SO,-(CH,)n- pour n de 3 a 10, par ex. n=3 R=3-(Méthylesulfonyle)propyle donne la
glucocheiroline

o chaine soufrée avec hydroxy- ou oxo-

B. chaine aliphatique linéaire, CH3(CH,),- pour n=0 a 19, par ex. n=0 R=méthyle donne la

glucocapparine, n=1 R=éthyle donne la glucolépidiine etc.

C. chaine aliphatique branchée, par ex. R=1-Méthyle éthyle donne la glucoputranjivine, R=1-

Méthyle propyle donne la glucocochléarine etc.

D. alcéne, par ex. R=2-propényle donne la sinigrine

E. chaine alcoolique, par ex. R=2-Hydroxy-éthyle

F. chaine linéaire avec carbonyle, par ex. R=4-oxoheptile donne la glucocapanguline

G. hydrocarbure aromatique, par ex. R=Benzyle donne la glucotropaéoline, R=4-

Hydroxybenzyle donne la (gluco)sinalbine

H. benzoate, par ex. R=2-Benzoyloxy-1-méthyléthyle donne la glucobenzosisymbrine

I. indole, par ex. R=Indol-3-ylméthyle donne la glucobrassicine

J. multiglycosylé et autres, par ex. R=4-(alpha-L-Rhamnopyranosyloxy)benzyle, R=3-

Méthoxycarbonylpropyle donne la glucoerypestrine[7].
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. Introduction

Le docking est une méthode trés importante pour étudier et comprendre les réactions
biologiques et par suite la conception de médicaments. Les méthodes du docking moléculaire

sont basées sur le concept ‘’clé-serrure’’.

Ce travail consiste a étudier théoriqguement (par modélisation moléculaire) les
interactions entre 12 inhibiteurs et ’enzyme 5-lipoxygénase avec un seul élément de Co-

cristallisation.

Premiérement, Nous avons, schématiser un organigramme résume tous les étapes

de calcul qu on a effectué pendant ce travail :

1-Protocol de calcul :

Préparation de la strocture

|

Telachareament des protéines & partirda la
base dz donnas FDE.

Elrmmation des molecules E @ Elements de Co—

d'ean Cnstallization

Minimisation d’énergie

Structure da dapart ? Laz ligands la mathoda
{enzyms) avec la champ de gquantigue DFT

force MMFFO4x implaments dams 1a
implaments dans logicisls logicial Garssian

MOE 08

Complewe: snzymealigsnds ({le Positionnement
doz inhibitours dans 1= zite actif an cour= du

I

Recherche dela meillenre pose (conformation)

]!

| Bilan d’énergie |

Figure 1 : schéma présentatrice le Protocol de calcul pour le docking moléculaire.
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2. Les programmes utilisés
2.1. Le programme MOE (0901.version 2014) :

MOE (Molecular Operating Environment) : est un package de plusieurs logiciels
utilisés dans la découverte et a la conception théorique (par ordinateur) de nouveaux entités

biologiquement activespendant un temps tres court.

Il permet le dessin, la minimisation des ligands pour avoir les meilleures conformations et

positions, et également le docking de plusieurs ligands de maniere successive.

MOE utilise une forme de docking flexible ou le récepteur et le ligand changent de
conformation et s’adaptent a I’environnement. L’enzyme et son ligand de co-cristalisation

sont représentés c'est le cas de notre travail.
2.2. Le programme Gaussian 09W :

GAUSSIAN est un programme de chimie numérique, créé a l'origine par John Pople et
publié en 1970 (Gaussian 70[1],et depuis lors, il a été constamment mis a jour [2,3]. Le nom
vient de l'utilisation par Pople d'orbitales gaussiennes afin d’accélérer le calcul par rapport aux
logiciels utilisant des orbitales de Slater. Cela a facilité le développement de la chimie

informatique, en particulier des méthodes ab initio telles que Hartree-Fock-Roothan.
2.3. Test d’évaluation de MOE :

Dans ce travail on va faire une prédiction des inhibiteurs naturels & l'aide des méthodes
quantiques et le logiciel du docking MOE, nous avons donc da effectuer un test de fiabilité

pour le programme MOE.

Ce test a été réalisé sur 11 inhibiteurs de la 5-LOX tirés de la littérature d’une fagon
aléatoire. Chaque inhibiteur est enregistré au format .pdb dans un répertoire spécifique pour

son utilisation par MOE, le fichier .pdb est converti au format .mdb par MOE.

L’affinité calculée par MOE des (11) inhibiteurs de la 5-LOX est comparais avec les
valeurs de leurs IC50 issues de la littérature des travaux précédents. Ces résultats sont

indiqués en valeurs décroissantes du score obtenu par MOE dans le tableau ci-dessous.

56


https://fr.wikipedia.org/wiki/Orbitale_de_type_gaussien

Résultats et Discussion

Tableau 1 : résultats du docking de I’enzyme 5-LOX (code : 5ec9) avec 11 inhibiteurs de littérature

Score Ligand- | Longueur E
(kcal/mol)| 1Csp |interactions (A) (kcal/mol)
N\ 3.71
_— -8.5767 15 H-donor faible -1.8
cdc
3.99
faible
-8.3765 210 H-donor 3.87 -0.7
Pi-pi faible -0.0
licofelone 6
methoxybutylmetylether
\, 3.42 -0.9
/Cﬁgﬂ -8.1381 400 H-donor | moyenne
-7.956 400 /
-7.483 800 /
\ . I H-acceptor | 2.8 forte -5.4
‘@ " -7.1667 1700 | H-acceptor | 2.97 forte -2.0
— f 5-ring 6- |3.97faible | -0.0
ringphe
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-7.0123 2500 /
5-2474
methoxytetrofuranne
-6.7507 700 /
-6.3227 9500
/
-5.9881 | 30000 /
o]
ya
tenidap e
NDGA :Nordihydroguaiaretic acid
O 74716 | 200 | H-donor | 3.37 2.3
Ho - moyenne

Conclusion :

En remarque que le classement des scores des inhibiteurs est en bon accord avec le

classement des 1C50de ces mémes inhibiteurs (sauf pour I’inhibiteur NDGA), donc il existe

une bonne corrélation entre I’affinité et 1’activité biologique expérimentale (IC50) des

inhibiteurs étudiés. A 1’issue de cette analyse, nous pouvons conclure une nouvelle fois que

MOE est un programme de docking performant.

3. Traitement de I’enzyme 5-L OX:

Nous avons téléchargé I’enzyme 5-lipoxygénase a partir de la base de données PDB

“eProtein Data Bank “ (www.rcsb.org/pdb).
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Enzyme 5-LOX : code d’accés 5ec9, est Co- cristallisée avec I’inhibiteur 5-LO: 4-[(11S,
15R)-4, 4, 7, 7-tetramethyl-16-oxatetracyclo-[8.6.0.03, 8.011, 15] hexadeca-1(10), 2, 8-

trien-11-yl] benzoicacid

Figure2:enzyme 5-LO code d’acces 5ec9 (site : PDB)

Tableau 2: Données cristallographique pour ’enzyme 5-LOX

Enzyme | Inhibiteur de | Classification Résolutio | Chaine | Longueur | Angle
co- n
cristallisation
5-LOX - Transcription 2.30 A° A B a=68,252 | a=90
§ N b=68,252 | B=90
a4 c=106,273 | y=90
™
5-LO

PoclD® Area(SA) Volume
(SA)

1 459.334  237.561

59




Résultats et Discussion

Figure3 : Volume de cavité enzymatique des résidus: (GLU239 LEU240 VAL242 GLU243 PRO244
VAL265 ILE268 CYS269 ALA271 ALA272 LYS274 GLN275 THR278 LEU279 TRP282 TRP305 ASN306 LEU309
ILE310 SER312 PHE313 HIS315 ARG316 SER317 ILE318 ALA319 ILE324 LEU325 LEU326 ALA327 GLY329 VAL342
ILE345 PHE346 VAL349 LYS364 LEU367 ARG371 CYS432 HIS435 LEU436 PHE439)

4. Traitement des inhibiteurs :

Nous avons utilisé I’interface graphique de Gaussian (GaussView) pour dessiner

tous les inhibiteurs étudiéset pour 1’optimisation nous avons utilisé une méthode

quantique DFT (b3LYP) implémenté dans le logiciel Gauussian 09w avec la base 6-
31G(d).

Tableau 3 : schématisation des inhibiteurs via logiciel GaussView

H5
H8 H10
H9

& JH‘,‘.

o e ! .
JTea TN be X8 0 T
T B L

J J J ] J" et
123 128 143
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148

Doking moleculaire

Dans cette étape nous avons étudié a I'aide du programme MOE les interactions entre

le site actif de I’enzyme 5-LOX et les inhibiteurs pour former un complexe stable.

Aprés formation d’un complexe récepteur-ligand la conformation la plus stable (le

niveau énergeétique le plus bas) va étre adaptée.

1. Résultats

1.1- Distances

Les distances des interactions entre les acides aminés du site actif de I’enzyme 5-LOX

et les groupements des inhibiteurs sont mesureés, et les résultats sont regroupés dans le tableau

suivant.

Tableau 4 : les résultats de I’enzyme 5-LOX (code : 5ec9) avec les 12 inhibiteurs

Inhibiteurs Acide aminé Interaction Distance A°
H5 / / /
H6 / / /
H7 / / /
H8 CYS (432) H-donor 4.48
H9 / / /
H10 / / /
128 / / /
143 ILE (268) Pi-H 3.78
PHE (313) Pi-Pi 3.95
147 / / /
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148 / / /
J1 / / /
J111 / / /

Tableau 5: les résultats de I’enzyme 5-LOX (code : 5tde) avec I’inhibiteurs Zileuton

Inhibiteur Acide aminé Interaction Distance A°

Zileuton ARG (316) H-acceptor 3.18

v En examinant ces résultats, nous remarquons que les distances mesurées varient entre
3,78 A et 4,48 A pour tous les complexes étudiés.

Anne.Imberty, (1991) considére que les interactions entre 2,5 A et 3,1 A sont fortes,

celles entre 3,1 A et 3,55 A sont moyennes, et les interactions supérieures a 3,55 A sont

faibles ou absentes.

v I’inhibiteur H8 forme une interaction faible avec 1’acide aminé: CY'S (une distance
34,48 A).

v L’inhibiteur 143 forme deux interactions faibles avec les acides aminés: ILE 268 (une
distance 3,78 A) et PHE 313 (une distance 3,95 A°).

v' L’interaction de I’inhibiteur zileuton avec ’acide aminé : ARG 316 est forte (une

distance de 3,19 A°).

1.2- Les énergies des interactions :

L’évaluation des énergies d'interaction entre les différents inhibiteurs étudies et

I’enzyme 5-LOX a été réalisé a 1’aide du docking moléculaire, les résultats de calcul obtenus

sont présentés dans le tableau suivant
Tableau 6 : Bilan d’énergie (Enzyme 5-LOX) :

Ligands Energie Kcal/mol Ligands Energie Kcal/mol
H5 -6,7841 128 -5,5736

H6 -5,9318 143 -5,8951

H7 -6,0753 147 -6,3328

H8 -5,8657 148 -5,5991

H9 -6,5167 J1 -4,971

H10 -6,4021 J111 -5,3476
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Zileuton -5,4957

D’aprés les résultats obtenus, nous notons que les inhibiteurs H5, H6, H7, H8, H9,
H10, 128,143,147 et 148 ont des énergies plus stables que le médicament Zileuton par contre
les inhibiteurs J1 et J111 ont des énergies plus forts que le médicament Zileuton.
1.3. La toxicité

Les molécules actives biologiqguement doivent respecter les Sparametres de la régle de
Lipinski :
1 Pas plus de 5 obligation d'hydrogeéne donateurs (groupes de 'OH et de NH).
1 Pas plus de 10 accepteursd'obligation d'hydrogéne (notamment N et O).
1 Poids moléculaireinferieur de 500.
1 LogPinferieur de 5.
Le programme MOE prend en considération ces régles de Lipinski, et il nous a permis
d’obtenir les propriétés des ligands suivantes :
[ Toxicité
1 Poils moléculaire
] La masse moléculaire

Tableau 7: toxicitédes inhibiteurs selon la régle de Lipinski

ligands |H5 |H6 |H7 [H8 |H9 | H10 | 128 | 143 | 147 | 148 |J1 |J111 | Zileuton

Toxicité [no {[no [no [no [No [No [no |[no |[no |[No [no [no |yes

On note que les inhibiteurs sont non toxiques par contre le médicament Zileuton est

toxique.

I11. Dynamique Moléculaire :
La dynamique moléculaire est, comme son nom l'indique, une méthode de simulation
moléculaire de I'évolution temporelle (dynamique). Elle est basé sur I'utilisation de la relation
fondamentale de la dynamique (ou loi de Newton).
Le but de la dynamique moléculaire dans cette étude est d’examiner le comportement

ducomplexe (enzyme-ligand) a une température donnée (300 K), pour connaitre la stabilité de

meilleur complexe formé (5-LOX-H5).

63




Résultats et Discussion

2000 —- l>| Il ; cqul

[y

a1

o

o
]

1000

500

Potential energy U (kcal/mol)

-500

T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Time t (ps)

Figure 3 : la dynamique moléculaire de complexe 5-LOX-ligand H5

Le graphe suivant représente la dynamique moléculaire de complexe 5-LOX-ligand H5 en
remarque 3 étapes :

Chauffage : dans cette étape 1’énergie potentielle augmente avec 1’augmentation de la

températureen fonction de temps.

Equilibrage : dans cette étape la température est constante et les conformations cherchent
leurs stabilités.

Production : dans cette étape en remarque que il y’a une stabilité entre 1400 (ps) et 2250 (ps)

IV. Analyse des résultats :

les résultats obtenus, nous montrent que les complexes formés entre 1’enzyme 5-LOX
et les ligands H5, H6, H7, H8, H9, H10, 128, 143, 147 et 148 ont respectivement les énergies
les plus basses : -6,7841 kcal/mol, -5,9318kcal/mol, -6,0753 kcal/mol,-5,8657 Kcal/mol, -
6,5167 Kcal/mol, -6,4021 Kcal/mol, -5,5736 Kcal/mol,-5,8951 Kcal/mol,-6,3328 Kcal/mol et
-5,5991 Kcal/mol, ces complexes ont des énergies plus faibles que le medicament Zileuton (-
5,4957 Kcal/mol) et on remarque que :

- le ligand HS5 posséde 1’énergie la plus faible, donc c'est le plus stable.
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-les complexes formés entre I’enzyme 5-LOX et les ligands J1 et J111 possédent
respectivement des énergies (-4,971 Kcal/mol et -5,3476 Kcal/mol) plus fortes que le
médicament Zileuton (-5,4957 Kcal/mol).
.- Selon les résultats de toxicité obtenus par le logiciel MOE, tous les ligands sont non
toxiques, mais Zileuton est toxique ce qui est confirmé par les effets indésirables de ce
médicament.

-D’apreés les résultats de dynamique moléculaire on peut dire que le complexe 5-LOX-
ligand H5 est stable.

Tableau 8 : les propriétés de meilleur ligand H5

Ligand H5
FRETA
Toxicité Non
Poids 235,31 g/mol
Log P 2,46
Log S -3,5
I Ligand Interactions = | | E—
=
& &
(SO &
-
R
= &
Receptor: Complex #2 SEC9.4 - 7 A
Ligand: Complex #2 | 7 -
Legend - Report... Copy EMF Export...
2 polar = sidechain acceptor > solventresidues &= nonconserved
O acidic = sidechain donor 2 metal complex ~ nonpresent
O basic -+ * packbone acceptor solvent contact & inconsistent
) greasy - backbone donor - metalfion contad l':-,:‘-t—‘.-‘arene—arene
proximiby ligand rece pior EIH arene-H
contour - exposure Oexposure S+ arene-cation
Apply Isolate Print... Close

Figure 4: résultat du docking du complexe enzyme 5-LOX et le ligand H5
(Meilleur inhibiteur)
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Conclusion générale et perspectives

1. Conclusion :

Les résultats du docking (criblage virtuel) d’inhibition de la 5-LOX avec les 12 inhibiteurs
utiliseés montrent que les inhibiteurs H5,H6,H7,H8,H9,H10,128,143,147 et 148 ont des énergies
plus stables que Zileuton, mais il n'y a pas d'interactions fortes entre le site actif de la 5-LOX
et les groupements des inhibiteurs responsables de l'interaction, par contre les ligands J1 et
J111 possédant des énergies moins stables que Zileuton.

En conclusion, a la lumiére des résultats obtenus dans ce travail, qui porte sur

L’étude théorique (par des méthodes de Modélisation moléculaire) de l'inhibition de la 5-LOX
dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs non toxiques pour remplacer Zileuton. Nous

proposons le ligand-H5 comme le meilleur inhibiteur de cette série de glucosinolates.

2- Perspectives :

Comme perspectives nous envisageons de terminer ce travail par :

- l'utilisation d’autres logiciels de docking moléculaire pour confirmer les résultats
obtenus.

-tester d'autres séries de Brassicaceae et d'autres familles des glucosinolates afin de
proposer les meilleurs inhibiteurs.

-une étude expérimentale in vitro et / ou in vivo permettra de vérifier les résultats
théoriques obtenus

- calculer et quantifier le RMSD (Root Mean Square Deviation) entre deux
conformations superposées (le complexe calculé avec le logiciel et le complexe trouvé
expérimentalement).

- prendre en considération la solvatation qui a été négligé dans notre travail.
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Résumé

e Dans notre travail, nous nous sommes focalisés sur I’inhibition de la 5-lipoxygénase (5-LOX)
en tant qu’enzyme impliquée dans l'inflammation (I’asthme).

e Le docking moléculaire est une nouvelle approche théorique qui permet d’étudier les
interactions d’un ligand avec I'enzyme au niveau moléculaire.

e Le programme MOE, a été utilisé pour étudier in silico I'inhibition de I’enzyme 5-lipoxygénase
par une série des glucosinolates de brassicaceae.

e D’aprés les résultats de docking moléculaire, Nous avons constaté que les inhibiteurs
H5,H6,H7,H8,H9,H10,128,143,147 et 148 ont des énergies plus stables que Zileuton, mais il n'y
a pas d'interactions fortes entre le site actif de la 5-LOX et les groupements des inhibiteurs
responsables de l'interaction, sauf, pour le H8 et le 143 en remarque que il y’a des faibles
interactions.

e Enplus, le teste de la toxicité confirme que zileuton est un médicament toxique.

Abstract

* In our work, we have focused on the inhibition of 5-lipoxygenase (5-LOX) as an
enzyme involved in inflammation (asthma).

*  Molecular docking is a new theoretical approach to study the interactions of a ligand
with the enzyme at the molecular level.

* The MOE program was used to study in silico the inhibition of the enzyme 5-
lipoxygenase by a series of glucosinolates from brassicaceae.

*  From the results of molecular docking, We found that the inhibitors H5, H6, H7, H8,
H9, H10, 128, 143, 147 and 148 have more stable energies than Zileuton, but there is
no strong interactions between the active site of 5-LOX and the groups of inhibitors
responsible for the interaction, except, for H8 and 143, note that there are weak
interactions.

* Inaddition, the toxicity test confirms that zileuton is a toxic drug.



