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Résumé

L’inflammation c’est une sorte de réponse naturelle aide a défendre aux différents
stimulus.la continuité de cette réponse pendant une longue dorée provoque plusieurs
maladies. Dans notre étude nous avons focalisé sur 1’inhibition de la 5 —LOX en tant
qu’enzyme impliquée dans I’'inflammation. Le but majeur de cette étude c’est de tester la
capacité d’inhibition in silico des ligands naturels et certains inhibiteurs prouvant leur
efficacité in vitro en comparaison avec le seul médicament mise en marché les résultats de
docking ont confirmé que les molécules qui ont une énergie libre la plus faible avec un

taux de répétition élevé ayant une capacité inhibitrice importante

Mots clés : 5-LOX, docking moléculaire, inflammation chronique

Abstract

Inflammation is a kind of natural response that helps defend against different stimuli. The
continuity of this response for a long period of time causes several diseases. In our study
we focused on the inhibition of 5 —LOX as an enzyme involved in inflammation. The main
goal of this study is to test the inhibitory capacity in silico of natural ligands and certain
triggers proving their effectiveness in vitro in comparison with the only drug on the
market, the docking results have confirmed that the molecules which have a lowest free

energy with high repetition rate having high inhibitory capacity

Keywords: 5-LOX, molecular docking, chronic inflammation.
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont des plantes souvent constituées de plusieurs « principe
actif » utilisées depuis la préhistoire et qui sont aujourd’hui utilisées dans 1’industrie
pharmaceutique pour produire de nouveaux médicaments qu’ils ne s’accumulent pas dans
I’organisme et leurs effets indésirables sont limités en comparaison avec les traitements

chimiques de diverses maladies (Borée., 2012) telle que I’inflammation.

L’inflammation est un processus naturel aide a défendre le corps humain contre les
agents pathogenes. Cependant, une inflammation chronique et incontrdlée peut entrainer
des pathologies telles que I'athérosclérose, I'asthme et le cancer (Poirier., 2019) .... Donc
I’inhibition des enzymes qui permettent la formation des substances responsables de

I’inflammation telle que la lypoxygénase peut créer un nouveau traitement de ces maladies.

La lipoxygénase (LOX) est une enzyme responsable de la production de certaines
substances inflammatoires (eicosanoides) telles que les leucotrienes qui sont issus de
I’acides arachidonique par la voie de phospholipase A2 a partir des phospholipides

membranaires (Cransac.,1992).

Aujourd’hui, il existe des médicaments qui inhibe la LOX mais malheureusement qui
ont pas mal d’effets indésirables telle que tel que le médicament Zileuton (Ganorkar.,
2020) ; un médicament anti-asthmatique que son utilisation provoque une toxicité

hépatique (Boudreau., 2012).

Dans les laboratoires du département nous n’avons pas les moyens nécessaires qui
permettent de faire une étude que soit in vitro ou in vivo donc nous n’avons que le choix de

faire cette étude in silico.

L’objectif majeur de notre travail est de chercher et d’analyser la capacité
d’inhibition in silico de la lipoxygénase humaine par quelques molécules extraites de
plantes médicinales y-compris des composés phénoliques, des alcaloides, et des huiles
essentielles afin de trouver un traitement contre 1’inflammation sans ou moins d’effets

secondaires.




INTRODUCTION

Pour notre étude in silico de I’inhibition de la lipoxygénase humaine, nous avons
sélectionné quelques molécules isolées a partir de plantes médicinales, pour cela nous

avons abordé notre plan de mémoire en trois parties :

Une partie bibliographique comprend une généralité sur I’inflammation et sur la

lipoxygénase humaine.

Une deuxieme partie concerne le materiel et les méthodes qui mentionne les
différents fichiers, bases des données et logiciels utilisés avec la succession des étapes pour

réaliser la modalisation moléculaire (le docking).

Une troisieme partie, c’est les résultats et discussion qui comprend les résultats

obtenus avec leurs interprétations.

Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion qui résume l'ensemble des

résultats obtenus.
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1. Généralité sur I'inflammation
1.1. Définition

L’inflammation est une sorte de réponse immunitaire innée quand il y a une
ouverture d’une bréche dans les barriéres externes telle que la peau ou les membranes de

mugqueuses par les agents pathogénes (Owen et al., 2014)

L’inflammation peut étre aigue quand elle dure quelques jours seulement et
qui est normalement bénéfique pour la guérison (Aymeric et Lefranc., 2009) ou bien
chronique quand elle continue pendant un long temps (des mois vers des années) (Pahwa
et al., 2020) qui peut entrainer des pathologies telles que I'athérosclérose, I'asthme et le

cancer (Poirier., 2019)
1.2. Origine

L’inflammation résulte de réponse innée provoquée par une infection, une Iésion
tissulaire, ou des substances délétéres induit une cascade d’événements complexes
impliqué D’activation des cellules résidentes notamment les macrophages et les cellules
dendritiques pour phagocyter les agresseurs et pour libérer un grand nombre de médiateurs
(Owen et al, 2014) dont des cytokines comme CXCL8, I'IL-1, le TNF-
a, et I’TL-6, des composés synthétisés a partir des phospholipides membranaires tel que le
facteur activant les plaquettes, | des leucoltriénes et des prostaglandines. (Aymeric et
Lefranc., 2009).

1.~

Signal de danger

!

Réaction inflammatoire

Figure 1 : Schéma représentant quelques exemples de facteurs déclenchant 1’inflammation
(Mathieu et Guimezanes., 2011)
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1.3. Symptbémes (caractéristiques)

Les symptomes d’une inflammation reflétent une augmentation du diamétre
vasculaire (vasodilatation) aboutissant a une augmentation du volume sanguin locale.
L’¢lévation du volume sanguin chauffe le tissu et le fait rougir. La perméabilité vasculaire
augmente également, provoquant une fuite de fluide de vaisseaux sanguins, résultant en
une accumulation de liquide (cedéme) qui gonfle le tissu. Dans les heures suivantes, les
leucocytes entrent dans les tissus par les vaisseaux sanguins locaux. Ces signaux généraux
de la réponse inflammatoire reflétent I’activation des cellules tissulaires résidentes —
macrophages, mastocytes, et cellules dendritiques — par les PAMP et les DAMP les
incitant a libérer des chimiokines, des cytokines et d’autres médiateurs solubles a

proximité de I’infection ou de la blessure. (Owen, J et al. 2014).

Blessure Inflammation

Douleur Chaleur

Figure 2 : Schéma représentant les quatre signes cardinaux de I’inflammation

1.4. Régulation
Stimulation

La réaction inflammatoire peut-étre initiée comme réponse a un agent infectieux ou
non en suivant soit la voie dépendante de 1I’arachidonate en produisant les eicosanoides par
la voie de COX ou celle de LOX ou bien par la voie indépendante de 1’arachidonate par les
PPAR des cellules phagocytaires, le NF-KB ou par les INOS comme montre la figure n.
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AA-Independent

AA-Dependent

[ iNos | [ PPAR] [ NF-kB] | NAG-1]

y
[COX-1] [COX-2] [COX=3|

¥
[5-LOX]| [12-L0X [15-LOX

\ 4 A 4 \ 4
[5-HETE [12-HETH [15-HETH PGE,

Figure 3 : Les deux voies de signalisation des cellules inflammatoires dépendante in
indépendante de I'acide arachidonique (Issa., et al.. 2006)
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Inhibition

Il est critique que la réaction inflammatoire soit suivie par une phase de résolution
qui activement contrdle la cessation de I’infiltration des neutrophiles, de 1’activation et de
I’accumulation des macrophages dans le but de revenir en état d’homéostasie (Poirier.,

2019)

Cette résolution sera le retour au silence et aussi la préparation au réparation des
tissus par un contrdle négatif impliquant des cellules et de différents médiateurs anti-
inflammatoires (inhibiteurs) pour éviter un emballement de la réponse inflammatoire et
limiter les dégéts occasionnés aux tissus. Parmi eux on trouve principalement : (Espinosa
et Chillet., 2010)

- La sécrétion de cytokines anti-inflammatoires: IL-10, TGF-B, et IL-1lra
(antagoniste du récepteur 1L-1).
- La production d’hormones anti-inflammatoires comme le cortisol et les dérivés de

la pro-opiomélanocortine (ACTH, a-MSH).

La production d’anti-protéases comme certaines protéines de la phase aigiie (al-
antitrypsine), les inhibiteurs de métalloprotéases aux (TIMP) et les inhibiteurs de sérine
protéases (serpines) (Espinosa et Chillet., 2006).

Le schéma ci-dessous récapitule la régulation de I’inflammation en présentant les
cytokines pro-inflammatoires (en rouge), tandis que les cytokines inhibitrices anti-
inflammatoires qui contréle I'intensité de la réponse (en bleu), les protéines de la phase
aigué produites surtout par le foie et les glucocorticoides produites par les glandes cortico-

surrénales.
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Si P’agent pathogeéne est neutralis¢ via ’immunité adaptative deux autres sous

populations de lymphocytes T4 sont impliquées pour controler la réponse inflammatoire :

- Th 17 est le lymphocyte qui entretient I’inflammation et compléte ainsi le role des
cellules du systeme immunitaire inné

- Trég est le lymphocyte qui intervient plus tardivement et permet le retour au calme
(Mathieu et Guimezanes., 2011).

1.5. Diagnostic (analyse médicale)

Une inflammation est d’abord diagnostiquée cliniquement par I’observation de ses
symptdmes caractéristique (la douleur, la chaleur, le gonflement et la rougeur) et s’il est
nécessaire il faut compléter par une prise de sang a la recherche des marqueurs de

I’inflammation telle que :

- Lavitesse de sedimentation (VS supérieure a 10mm)

- Le taux de certaines protéines de la phase aigiie (par exemple CRP supérieure a
5mg/l)

- Le taux de la procalcitonine.

- La NFS (Numération Formule Sanguine) (Espinosa et Chillet., 2006).

1.6. Traitement

Une inflammation non résolue pendant une longue durée quelle que soit son origine
peut déclencher des problemes peut-étre plus nocif que son origine lui-méme comme la
figure ci-dessous montre donc il faut la traiter pour diminuer le risque d’apparition de ces

maladies chroniques.

Le traitement de I’inflammation délétére est basée sur I’empéchement des étapes clés
de son déclenchement qui permettent la formation des substances responsables de cette
derniere en utilisant des anti-inflammatoires qui vise a diminuer ces symptomes (Espinosa
et Chillet., 2006) tels que :

- Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les corticoides qui bloquent la
phospholipase A2, des cytokines inflammatoires, du monoxyde d’azote, et des
protéases. (Espinosa et Chillet., 2006)

- Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui bloguent les cyclo-oxygénases

en empéchent la formation des prostaglandines tel que I’ibuproféne et I’aspirine qui
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favorise en outre la synthése des anti-inflammatoires comme les lipoxines.(
Espinosa et Chillet., 2006)

- Les inhibiteurs de la lypo-oxygénase tel que Zeleuton qu’est commersiaisé sous le
nom «Zyflo.» pour le traitement de I'asthme (Prasher., 2019)

- Des anticorps monoclonaux dirigés contre une cible spécifique de la réaction
inflammatoire comme 1’anti-TNF tel que l’infliximab (Rémicade®) qu’est un
anticorps monoclonal chimérique et 1’adalimumab (Humira®) qu’est un anticorps

monoclonal humain. (Gueudry et Bodaghi., 2015).

Tableau 1 : Complexité des médiateurs de 1’inflammation

Complexité des médiateurs de I'inflammation

Fa'mlllle de Médiateurs
médiateurs
Pro-inflammatoires
Amines et peptides Histamine,sérotonine,bradykinine
Cytokines pro-

. . IL-1a, IL1B,IL-12,IL-15,IL-18,IL-22,IL-23,IL-32,1L33,IL-36 ,IFNy ,TNF ,lymphotoxine-a
inflammatoires

Chémokines CCL-1a17,CXCL1a17,CXCL-1428,XCL1&2,CX3CL1

Médiateurs lipidiques

de linflammation Prostaglandines,leucotriénes,platelet activating factor(PAF)

Radicaux libres et Anion superoxyde(02-),monoxyded’azote(NO),péroxynitrite(ONOO-),eauoxygénée(H202) ,acide
produits dérivés hypochloreux(HOCI)
Protéases Elastase,plasmine,collagénase,cathepsineG,hydrolasesacides,métalloprotéinases, sérine-protéase

Activation du

. AnaphylatoxinesC3a et C5a
complément

Neuromédiateurs

pro-inflammatoires Substance ,noradrénaline

Anti -inflammatoires

Protem;:;::cllz phase Protéine C-réactive(CRP),sérum amyloide A,a-1-glycoproténeacide,a-1-antitrypsine,a-1-
Pinflammation antichymotrypsine,haptoglobine,fibrinogéne
Hormones Glucocorticoides
Cytokines anti- IL-4,IL-10,1L13,1L-25,IL-27,IL-35,IL-35,IL37,INFa, TGFB
inflammatoires
Inhibiteurs
spécifiques de IL-1Ra,récepteurs solubles del'IL-1et du TNF,IL-18binding protein
cytokines
Ne_L!romedlateqrs Acétylcholine,adrénaline,vasoactive intestinal peptide,a-melanocyte-stimulating hormone
anti-inflammatoires
Médiateurs lipidiques . s e
, . Protectines,résolvines,marésines,lipoxines
de résolution

Abréviations :IL- :interleukines ;IL1Ra :antagoniste du récepteur de I'LI-1 ;IFN :interféron ; TGF B :transforming growth factor-
B ;TNF :tumornecrosis factor
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2. Généralité sur la lipoxygénase humaine
2.1. Définition

Selon la nomenclature officielle, les lipoxygénase ou LOX font partie de la famille
des oxydoréductases qui incorporent deux atomes d’oxygene (EC 1.1y.11.12) sur un

substrat. (Alberti., 2013) bref, ils sont des dioxygénases.

Les lipoxygénases sont des enzymes présentes chez tous les eucaryotes et les
procaryotes qu’ayant comme substrat des acides gras insaturés libres donnant comme

produits vers la fin de la voie X (oxylipines) (Palmieri-Thiers., 2008)

Chez I’humain, l'acide arachidonique est le substrat nécessaire de la lypoxygénase
pour la production d'une variété de médiateurs lipidiques inflammatoires, entres autres les
leucotrienes (LTs). (Boudreau., 2010).

Angiotensinll, Growth Factors, Cytokines

\
Membrane Phospholipids

v Phospholipases

/ Arachidonic Acid \
\

Cyclooxygenase Lipoxygenase Cyt-P450
Cox-1, Cox-2 / ‘l \‘ \ Epoxygenase
v 5-LO 8-LO 12-LO 15-LO y
Prostaglandins Epoxid’es
(PGD,, PGl,, PGE,, PGF,,) HETE HETE'S |  vasodilation
Thromboxane (12- ) lon transport
5-HETE 15-HETE Vasoconstriction
l Leukotrienes l / Lipoxins
Vasodilation, Vasoconstriction ‘L ) Cell growth \
Inflammation Inflammation Matnx‘ dep.osmon Anti-inflammatory effects
Platelet aggregation Migration
Inflammation
Adhesion

Figure 6 : Métabolisme de 1’acide arachidonique (Natarajan et Nadler., 2004)

2.2. Diversité

Pour I’humain, les LOXs sont principalement divisé en quatre types: 5-LOX, 8-
LOX, 12-LOX et 15-LOX, selon leur capacité a inserer les atomes de I'oxygene dans la

position pertinente de 1’acide arachidonique. La voie 5-LO conduit a la formation de 5 (S) -
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HETE et de leucotrienes. Les 12- et 15-LO peuvent former des 12 (S) et 15 (S) -HETE a
partir de l'acide arachidonique. (Natarajan et Nadler., 2004)

5-LOX

L'acide arachidonique
15-LOX

Figure 7 : Les différentes positions d’insertion de 1’oxygéne par les lipoxygénases sur 1’acide
arachidonique (dessiné par le chemDraw)

La diversité au niveau des protéines logiquement est la résultante d’une diversité au
niveau des genes codant ces protéines. Ces génes sont généralement de taille similaire (7-
21 kb) et se trouvent sur le bras court du chromosome 17 dans un intervalle de 3 a 4 Mb, a
I'exception du gene de la 5-lipoxygénase (ALOX5) qui est beaucoup plus grand (environ 82
kb) et se trouve sur un chromosome distinct (humain 10q11.2) (Funk., 2002) avec 14

exons. (Boudreau.,2012).

Les six genes fonctionnels de LOX qui codent pour 6 différents isoformes de LOX

au niveau de chromosome 17 (Kuhn et al., 2015) sont montrés dans la figure 09

! S

17p13.3] / —4 Mb
«—ALOXI15

17p13.21 B

17p13.14 ! LME

17p12 R L6 Mb

17p11.2- ALOX15P

17p11.1 LOXIZEY, aroxiz |0

pll. “—

17q11.1:%’\ s
— I':ALSXE%B e
|

Figure 8 : Organisation des genes de lipoxygénase humain sur le chromosome 17 (Funk., 2002)

Les LOX humaines existent sous formes de différents types codés par différents
genes et méme localisés au niveau de différents sites au niveau de 1’organisme comme

montre le tableau 2.
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Tableau 2 : Répartition de certains types de LOX dans le corps humain

L’enzyme Sa localisation

niveaux élevés dans les globules rouges immatures, dans les éosinophiles et dans les cellules
épithéliales des voies respiratoires (Kiihn et O’'Donnell., 2006)

. : Des niveaux d'expression trés faibles pour les leucocytes polymorphonucléaires, les macrophages
La 12115-LOX (15-LOX1) alvéolaires, les cellules vasculaires, I'utérus, le systéme reproducteur masculin et les lésions
athérosclérotiques (Kiihn et O’'Donnell., 2006)
Les monocytes sanguins n'expriment pas la 12/15-LOX dans la circulation (Kihn et O’Donnell., 2006)

Elle est exprimée majoritairement par les leucocytes, soit chez les monocytes/macrophages,
eosinophiles, neutrophiles, basophiles, cellules dendritiques, mastocytes ainsi que les cellules B.

La 5-lipoxygénase (Boudreau., 2010)

Les plaquettes, les erythrocytes, les cellules endotheliales et les cellules T n'expriment pas la 5-LOX
(Boudreau., 2010)

2.3. Structure de la 5-LOX humaine

La 5-LOX humaine est une protéine de 673 acides aminés qui a un domaine N-
terminal (acides aminés 1-114) (Boudreau., 2012) consiste d’un baril f composé de deux
brins antiparallele de quatre feuillets B (Poirier., 2019). et un domaine C-terminal (acides
aminés 121-673), composé de plusieurs hélices (Boudreau., 2012) , et caractérisé par la
présence d'un atome de fer ancré par les acides aminés His-372, His-550 et lle-673, Asn-
554 et His-367 et aussi trois motifs kinases susceptibles a une phosphorylation ; Ser271,
Ser523 et Ser663 (Poirier., 2019)

L’arrangement des feuillets B s'agit d'une caractéristique typique des membres de la
famille PLAT (Polycystine-1, Lipoxygénase, -Toxine) Donc, on la considére « C2-Like »
qui contient des résidus en boucles pouvant liés plusieurs ligands, typiquement les
phospholipides membranaires, le Ca2+ et la Coactosin-Like Protein (CLP) (Poirier.,
2019).

Figure 9 : Structure cristalline du 5-LOX (Gilbert et al, 2011)
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2.4. Voie métabolique

» La voie de la lipoxygénase comme les deux autres voies de 1’arachidonate (la
cycloxygénase -1 et 2- et la cyt-P450) commence par 1’activation de phospholipases
qui se fait par la stimulation d’un récepteur situé¢ a la surface de la cellule et est
accompagné par une mobilisation de calcium. (Cransac., 1992)

» La PLA2 hydrolyse I’AA (C20:A4, n—6) estérifié en position sn-2 des GPL
membranaires (Poirier., 2019) en causant son détachement (clivage ou libération) des
phospholipides membranaires.

» Dans le cas de la 5-LOX la réaction catalysée par ce type de LOX est initiée par la
formation de 1’acide 5(S)-hydroperoxy-6-trans-8,11,14-cis-eicosatetraénoique (5-
HpETE) tout en passant par les étapes suivantes :

- La perte d’un atome d’hydrogéne et par conséquence la création d’un radical libre
au carbone-7 de I’AA libre.

- L’¢lectron célibataire migre ensuite vers la liaison double et réagit avec un atome
d’oxygene pour former un radical peroxyde au carbone-5.

- L’oxydation du Fe2+ au Fe3+ du site catalytique de la 5-LO fournit un électron et
forme par conséquence un anion peroxyde qui est finalement protoné en
hydroperoxide.

» Le 5-HPETE(5(S)-hydroperoxy-6-trans-8,11,14-cis-eicosatetraénoique) une fois formé
va étre réduit en 5-HETE ou bien subit une réaction de déshydratation toujours par la
5-LOX qui conduit a la formation de leucotriéne-A4, qui a son tour peut étre converti

en leucotrienes divers et variés selon I’enzyme qu’il rencontra .

o

- OH

5-L|pox,ygenase +O:
(oxygénase)

=7 OH

L'acide arachidonique

5-HPETE
5-Lipoxygénase
(oxygénase)

[o}
O, o
yZa 7 F OH HO,
— N OH
LTA4 5-HETE

Figure 10 : Formation de LTA4 par la 5-LOX
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Les LT ont différents réles biologique, mais principalement le LTB4 induit une
chimiotaxie des phagocytes et la libération d'effecteurs antimicrobiens, alors que les
cystéinyl leucotrienes (LTC4, LTD4 et LTE4) induisent la bronchoconstriction et la
perméabilité vasculaire (Poirier., 2019). La figure 12 récapitule les étapes de la synthése

de ces produits dans les sites d’inflammation dans les vaisseaux sanguins.

Remarque : Les LOX peuvent synthétiser plus que les n-HETE et les LT autres
dérivés de I’AA telle que la lipoxine A4 (LXA4) et la lipoxine B4 (LXB4) sont des
pouvant exercer une puissante activité anti-inflammatoire (Poirier., 2019). Les LOX
peuvent synthétiser ces mediateurs par deux voies métaboliques ; Premierement, la 12-
lipoxygénase (12-LO) de plaquettes peut convertir le LTA4 provenant des neutrophiles en
lipoxine via le processus de 17 biosyntheses transcellulaires. Le deuxiéme mécanisme
biosynthétique implique 1’oxygénation séquentielle de I’AA par la 15-lipoxygénase (15-
LO) et la 5-LO, suivie d’une hydrolyse enzymatique (Poirier., 2019).

2.5. Fonction (réle) biologique

Les LOX sont des enzymes multifonctionnelles qui présentent plusieurs activités
catalytiques liées au métabolisme d’oxygénation des acides gras insaturés. Les différentes
activités catalytiques et les principaux produits d'oxygénation qui en résultent sont montrés
dans la figure 13

hydroperoxy
fatty acids
mggfga;e
I
!eukoMem hepoxilin- hepoxilin
!eumﬁynes < synthase —QMODM — synihasee —p Isomers
(5,6-LTA,) activity / \ activity (HxA;)
- ; m-
pe :«r.‘;ﬁdﬂ;“ .g::fmn
/ activity
aldehydes, lipoxin
alkanes, isomers
ketodienes (LxA,)

Figure 11 : Activités catalytiques des LOX
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Les LOX humaines sont un type d’enzymes responsables du métabolisme de 1'AA
afin de synthétiser des médiateurs dans les sites d’inflammation dans les vaisseaux
sanguins qu’ayant des effets anti-inflammatoires tels que les lipoxines qui sont des
inhibiteurs de [Dinfiltration des neutrophiles, et des activateurs du recrutement de
macrophages non-inflammatoires ou pro-inflammatoires comme la 5-lipoxygenase qu’est
principalement exprimée par les leucocyteset qui joue un rdle central dans la réaction
immunitaire car elle est la premiere enzyme engagée pour la biosynthese de leucotrienes
(LT) qui medient les réactions inflammatoires c’est pour cela le développement des
inhibiteurs de la 5-LOX est accepté pour le traitement de maladies pertinentes telles

I’asthme et 1’atherosclerose (Poirier., 2019).
2.6. Régulation de P’activité de la 5-LOX
Activation

L’activation de la voie 5-LOX suite a une stimulation d’un récepteur situé a la surface
de la cellule nécessite un certain nombre de facteurs pour stimuler cette activation tel que

le Ca+2, I’ATP, la phosphorylation... etc.

Ca2+ se lie au domaine C2 like de la 5-LO de maniére réversible avec un Kd de 6-9
M qui est bien corrélé avec la concentration de Ca2+ nécessaire (1-2 UM) requise pour
une activation complete de la 5-LOX purifié . Plus spécifiquement, les acides aminés Asn-
43, Asp-44 et Glu-46 forment le site de liaison pour Ca2+ (Boudreau.,2012).

La phosphorylation de 5-LOX produite dans la région C-terminale de la protéine, au
niveau de trois motifs kinases précédemment mentionnés ; Ser-271 par P38 Mitogen
Activated Protein Kinase (MAPK), Ser-523 par la PKA et Ser-663 par Extracellular
Signal Regulated Kinase (ERK) qui peut-étre une résultante de plusieurs facteurs par
exemple La p38 MAPK est activée par des stress cellulaires et des cytokines
inflammatoires et par conséquence induit la formation des produits de la 5-LOX (Poirier.,
2019).
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Ser-663

Ser-663

Figure 12 : Représentation de la structure 5-LOX composée d'un domaine de type C2 (vert) et d'un
domaine catalytique (blanc). Les sites de phosphorylation de 5-LO comprennent Ser-271
(MAPKAP kinase 2 : magenta), Ser-523 (protéine kinase A : rouge) et Ser-663 (ERK?2)
(Boudreau., 2012).

Il a été démontre que I'ATP stimule la 5LOX brute et méme lorsque le Ca2+ était trés
faible ou absent, montrant que I'effet de I'ATP sur le 5LOX ne dépend pas du Ca2+. Dans
la cellule, la majeure partie de I'ATP se lie au Mg2+, et il est apparu qu'un complexe
MgATP2— pourrait remplacer I'ATP en tant que facteur d'activation 5SLOX (Radmark.,
2002).
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Inhibition
L’inhibition de la 5-LOX est la méthode la plus compléte de la suppression des LT et
lipoxines de la cellule ou les systemes animaux par rapport aux diverses stratégies

antagonistes car elle blogue I'action de I'ensemble des médiateurs puissants obtenus a partir
de LTA4 (Bell et Harris., 1999).

Au cours des années passeées de nombreux inhibiteurs de la 5-LOX ont été étudiés et
qu’ils peuvent-étre classes en inhibiteurs directes de la 5-LOX et inhibiteurs indirectes de
la 5-LOX (inhibiteurs du FLAP —Five Lipoxygenase Activating Proein-)(Hu et Ma.,
2018). La plupart de ces candidats potentiels ont échoué en raison d'un manque d'efficacité
dans les études cliniques ou en raison d'effets secondaires graves (Feif3t et al., 2009). Dans
notre mémoire on va voir brievement les inhibiteurs directs du 5-LOX en tant

qu’inhibiteurs spécifiques et non spécifiques, puis on verra les inhibiteurs du FLAP.
2.7. Les inhibiteurs de la 5-LOX
Les inhibiteurs non spécifiques

Les inhibiteurs non spécifiques inhibent la 5-LOX par une interaction sur d’autre
domaine que le site actif. Un exemple de ces inhibiteurs I’hyperforine qui inhibe
directement la catalyse de 5-LOX en interagir avec les fonctions régulatrices du domaine
C2-LIKE (FeiBt et al., 2009).

Les inhibiteurs spécifiques (Compétitifs)

Les inhibiteurs spécifiques inhibent la 5-LOX par une interaction sur le site actif. Ces
inhibiteurs peuvent étre classés en trois groupes: (1) les composés redox-actifs qui
réduisent le Fer du site actif, (2) les chélateurs de Fer, et (3) les inhibiteurs du type non-
redox qui interférent probablement avec les sites putatifs liant les acides gras (Feil3t et al.,
2009).
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1. Matériel

1.1. Ordinateur
Dans notre étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur ayant une RAM de 8,00 GO
5éme

et un processeur i5 de la génération, sous Windows 10 Education.

1.2. Le réseau WEB

Le réseau internet a été trés utile dans notre étude pour 1’obtention des complexes
protéiques (protéine-ligand), des composés similaires ainsi que pour la simulation des
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques de nos meilleurs inhibiteurs (Zemouri
et Dehamchi., 2019).

1.3. Banques de donnée

1.3.1. Protein Data Bank

La majorité des structures protéiques sont disponibles via la PDB « Protein Data
Bank ». C’est la plus grande base de données de structures 3D des macromolécules
biologiques (protéines, ADN, ARN ...etc.) (http://www.pdb.org). Elle a été créée en 1971
au Brookhaven National Laboratory. Les structures 3D que propose cette banque sont
accessible gratuitement pour les utilisateurs. Un grand nombre de structures d’une méme
molécule avec ou sans ligand permet d’avoir une information pertinente. Actuellement, la
PDB compte plus de 152.000 structures macromoléculaires biologiques dont plus de 141

000 sont des protéines.

RCSB PDB  Deposit ~+ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Learn~ More ~ Documentation ~ MyPDB ~ (
[ =) 179548 Biological
) Macromolecular Structures Enter search term(s) n
= Enabling Breakthroughs in
PROTEIN DATA BANK Researchand Education Advanced Search | Browse Annatations Help
— Siazias . T W Cellebnati YEARS OF
I P08 @oow: N lDmar 1§ == "4 D il v 00 |
—
A Structural View of Biology July Molecule of the Month
A Welcome This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the

3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture,

» i
T DeDOSIt from protein synthesis to health and disease.

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data

Q search
The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for

research and education in molecular biology, structural biology, computational

Lal Visualize biology, and beyond
e A -~ L3
- 2
f ) N

iif Analyze

CORONAVIRUS
#» Download €

Figure 13 : Interface d'accueil du PDB
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1.3.2. Pubchem

Est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI), branche de la Bibliothéque nationale de
médecine des Etats-Unis, sous l'autorit¢é de la National Institutes of Health (NCI).
Actuellement, la PubChem répertorie plus de 97.000.000 composés en mettant en ligne,
gratuitement, pour chaque substance une grande quantité de données de divers ordres :
chimique, biochimique, pharmacologique, production, toxicologie, environnemental,...etc.
Cette chimiothéque est consultée gratuitement via une interface utilisateur Web :

http://pubchem.ncbhi.nlm.nih.gov

NIH National Library of Medicine
National Center for Biotechnole

iotechnology Information

Pub@hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemistry /

Quickly find chemical information from authoritative sources

Ty  covid-19 aspirin EGFR C9HBOA 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChl=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

[ UseEntrez
-

Figure 14 : Interface d'accueil du PubChem

1.4. Programmes utilisés

1.4.1. AutoDock

Nous avons choisi d'utiliser L’ AutoDock parmi plus de 30 logiciels de docking qui
sont actuellement disponibles, qui est un programme de docking moléculaire destinés a
prédire la conformation la plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur. Ce logiciel
est distribué avec une suite d'outils graphiques pour préparer les expériences de criblage
virtuel, ainsi que plusieurs tutoriels, améliorant ainsi son accessibilité (Laribi et Rabahi,
2017).
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i AutoDockTools

|Fi|e 3D Graphics  Edit Select Display Color  Hydrogen Bonds  Compute  Grid3D Help

|f-‘~.DT4 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze
J Dashboard | Scenario | Tools |
Sel - ¥|cvD x|
R | #A] Gyl | SLBCEMSL
All Molecules D N R
Gurrent Selection OO R
E qpaackj DS ODOVY
Mod.: |Mone Time: 15431 Selected: |0 Atom(s) Done 100% Spinoff — |FR:| 74 (@

Figure 15 : L’interface graphique AutoDock Tools v1.5.7
1.4.2. Discovery Studio

La programme Discovery Studio version (21.1.0.20298) a été utilisé pour générer les

diagrammes d’interactions Enzyme-inhibiteurs simplifiant 1’analyse visuelle.

[ Discovery Studio Visualizer - X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
| Macromolecules | Simulation |[EEEIRTEIRPUIEEE TLEY| Pharmacophores | Small Molecules | X-ray | My Tools
e "B S E x 4 splay Ste... v| @
T e : F
Y My Documents =
() Deskt . 5
o Sompic 2S BIOVIA | Discovery Studio 2021
B Local Disk ()
Bl N unom (D:)
B Local Disk (&)
CD/DVD Drive (F) What's New
£ History
+ . V.
Actions V| Data Upgrade
My Recent Actions Sample Files Want more Discovery Studio?
* Open Unleash th
installatio
My Recent Tool Panels
» View Interactions
» Define and Edit Binding Site
> Bacteriorhodopsin trajectory
My Recent Files
A5 you open different files, the most recently
opened files wiill be listed here
For.upgrade infermation: -
Ready Enable Additional Features

Figure 16 : L’interface du Discovery Studio

1.4.3. SwissADME

L’abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants
I’absorption, la distribution, la métabolisation, 1’excrétion et Toxicité. Ce sont des critéres
qui décrivent la disposition d’une molécule bioactive dans un organisme. Ils expriment les

concentrations du produit dans les différents tissus et systéme circulatoire de I’organisme.
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Les résultats obtenus par ces critéres permettent d’analyser la performance et
I’efficacité d’un produit afin de juger sa capacité a devenir un médicament et son intérét a
poursuivre son developpement pour des études cliniques. On-peut-consulter-ce-serveur-

via-le-lien : /http://www.swissadme.ch/

1 SwissADME  SwissSimilarity

% SwissADME

Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to EomFute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of cne 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 :\a\ucte
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci Rep. (2017) 7:427
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Figure 17 : L’interface graphique de SwissADME
2. Méthodes
2.1. Préparation des ligands

Les structures 3D des ligands, des inhibiteurs, et ainsi celle du médicament
téléchargé de la banque des données PubChem sont assemblées avec le logiciel Discovery

Studio. Toutes ces molécules sont montrées dans le tableau suivant.
2.2. Amarrage moléculaire

Le docking moléculaire consiste a rechercher le mode d'interaction le plus favorable
d'une petite molécule ou ligand avec une cible d'intérét thérapeutique comme un récepteur
ou une enzyme telle que la 5-LOX humaine dans notre cas. L’amarrage moléculaire
effectué dans notre travail est de type ligand-protein docking en particulier un docking
spéecifique autrement dit nous avons déterminé les paramétres de notre grid box de maniére
qu’il couvre les acides aminés de site actif avec un minimum d’espace libre pour un

docking le plus possible spécifique.

La 5-LOX est constituée de 2 chaines A et B. Dans notre étude, seule la chaine A a
été prise en compte car elle renferme dans son site actif un ligand qui est 1’acide

arachidonique donc le box a éeté placé au milieu de son site actif (généralement on trouve
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au mileu de la protéine) avec une grille de 26 x 28 x 32 et points de grille x=17.125, y=-
74.578, et z=-36.082. Le nombre de tours de docking était de 10 et les conformations
finales étaient de 10.toutes ont été bien traitées. Les conformations préférées étaient celles
de la plus fiable énergie de fixation dans le site actif. Enfin les résultats de docking générés

ont été directement chargés dans le logiciel Discovery Studio.

Le site actif de I’enzyme (CODE : 3V99) est constitué de 20 acides amineés tel que
Ala603, Ala606, et Asn407.... Nous avons amarré les ligands, les inhibiteurs, et le
médicament dans la 5-lypoxygénase pour étudier les interactions possibles au sein du site

actif.
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Chapitre III : Résultats et Discussion

1. Résultats
1.1. Amarrage moléculaire

Afin de définir la nature des interactions entre inhibiteur-enzyme, nous avons réalisé
des expériences sur le docking des composeés étudiés dans le site actif de I’enzyme (3V99)
avec le programme AutoDock Vina. Nous avons sélectionné la meilleure pose d'amarrage
pour chaque inhibiteur, lié au nombre de répétitions et du type d'interaction existant dans

10 solutions.

D’apres le docking moléculaire, nous pouvons dire qu’un inhibiteur est compétitif
seulement s’il interagit avec deux acides aminés catalytiques du site actif, incompétitif s’il
ineragit avec un ou deux acides aminés catalytiques du site actif mais 1’interaction est avec
des liasons non covalentes (hydrogenes et hydrophobes), alors que pour le non compétitif ;
s’il interagit avec un seul acide aminé catalytique du site actif et un seul type d’interaction

(soit hydrogene ou hydrophobe), ce qui nous avons confirmé a cette analyse.

A travers cette étude, nous détaillons le type d’interactions pour le médicament
Zileuton comme référence. Les résultats de docking liés au nombre de solutions obtenues
sont présenté dans le tableau 18. Les meilleures positions réalisent par le dicovery sont

montrées dans les figures (19 - 28).

Figure 18 : Les résultats de I’amarrage moléculaire

Taux de Distance des .
. e A {Tpr Nombre de Types . . Energie
Le ligand répétition Les aa impliqués .. " . liaisons .
7 liaisons d'interactions 5 libre
(%) hydrogénes (a)
Cembrene A 100 Phe177 1 Hydrophobe 3,91 -15
Cembrene C 100 Phe177,Ala410,lle406 4 Hydrophobe 3,806 1.7
Incensole 70 Phe177,Ala410 2 Hydrophobe 3,837 -15
Incensole acetate 90 Phe177,Ala410 2 Hydrophobe 4,703 -1.6
. His372 ,1le406,Lys409,HIS 3 Hydrophobe
Zileuton 100 550,Val671 3 Hydrogéne 2,416 6.2
HIS372,HIS550,ASN554,P 6 Hvdroohobe
BI-665915 40 HE555,TYR558,ALA606,L 6 Hy drop &ne 2.394 -8.3
EUB07,SER608,GLN609 ydrog
ILE406,PHE610,ALA672, 6 Hvdroohobe
Celecoxib 90 GLU614,LEU607,GLU557, 5 Hy drop &ne 2.248 -7.8
PHE555,ASN554 ydrog
. HIS367,LEU368,HIS372,P 5 Hydrophobe
Curcumin 0 HE177 ALA410 1 Hydrogéne 3669 14
Darbufelone 100 ASN554,LYS409 ! Hydrophobe 1930 7
1 Hydrogéne
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PHE177

cembrene A

Figure 19 : Représentation des interactions 3D de Cembrene A obtenue par le logiciel Discovery
Studio

LA410

Cembrene C PHE177

Figure 20 : Représentation des interactions 3D de Cembrene C obtenue par le logiciel Discovery
Studio
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incensole

PHE177

Figure 21 : Représentation des interactions 3D de Incensole obtenue par le logiciel Discovery
Studio

ALA410

incensole acetate

4
PHE177 /
N V4

Figure 22 : Représentation des interactions 3D de Incensole Acetate obtenue par le logiciel
Discovery Studio
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1S372
- LYS409

Zileuton

Figure 23 : Représentation des interactions 2D Zileuton a gauche et 3D a droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio

Figure 24 : Représentation des interactions 2D BI-665915 a gauche et 3D a droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio

ke / ALA
\\I-,_,—flll . :}5572
. .
Ty :
"\’\7:‘/'7:{\ ,I{r
PHE" AN

Figure 25 : Représentation des interactions 2D Celecoxib a gauche et 3D & droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio
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PHE177

Curcumin

Figure 26 : Représentation des interactions 2D Curcumin a gauche et 3D a droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio

~ / LYS409

Darbufelone

ASN554

B

LYS
A:409

Figure 27 : Représentation des interactions 2D Darbufelone a gauche et 3D & droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio

ILE406
ILE X
% ASN554 &

i 7/
ASN tepoxalin - ALAGT2

Figure 28 : Représentation des interactions 2D Tepoxalin & gauche et 3D & droite obtenue par le
logiciel Discovery Studio
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1.2. Prédiction de pharmacocinétique et de similarité médicamenteuse par
SwissADME

Les propriétés pharmacocinétiques et la prédiction de la similarité médicamenteuse
des composés ont été réalisées par SwissADME version en ligne et les données sont
présentées dans le tableau ci-dessous. Selon les propriétés pharmacocinétiques, le
Camphen C ont montré Absorption gastro-intestinale faible a I'exception des Inhibiteurs
(BI-665915,celocoxib , Darburfelon, et Tepoxalin) qui a une absorption élevée. Tous les
composes n'ont pas de perméabilité sauf, Darburfelon, et Tepoxalin, cependant, la plupart
d'entre eux ont montré une inhibition des isoméres du cytochrome P450 (CYP1A2 et
CYP2D6).

La ressemblance avec la drogue la prédiction a également été réalisée en fonction des
regles de Lipinski, Ghose et Veber sélectionnées et du score de biodisponibilité.

La régle de cing a montré qu'il n'y avait que tous les composés répondant aux critéres
d'évaluation de I'effet médicamenteux (tableau 3). Selon le processus de sélection avec
Ghose, les régles ont montré que I’inhibiteur, Celocoxib et le ligand Camphen C ont été
rejetés avec une violation. Cependant, le dépistage processus avec les regles de Veber,
tousles composés répondent aux criteres d'évaluation de la similarité des médicaments.

Pharmacokinetics Druglikeness
Gl BBB | P-gp | CYP | CYP | LogK, | Lipinsk | Ghose | Ve | Bioava
absorp | perm | subst | 1A2 | 2D6 | (skin i ber | ilabilit
tion eant |rate | inhib | inhib | permea y
itor | itor | tion) Score
Celecox | High | NO NO |Yes |NO |-6.21 Yes;0 | No;1 | Yes| 0,55
ib cm/s violatio | violati
n on:
WLO
GP>5.
6
Tepoxal | High | Yes NO |Yes |NO |-6.25 Yes; 0 | Yes Yes | 0,55
in cm/s violatio
n

Darbufe | High | Yes NO NO |NO |-6.09 Yes; 0 | Yes Yes | 0,55

lone cm/s violatio

n
Bi66591 | High | NO Yes |Yes |NO |-7.17 Yes; 0 | Yes Yes | 0,55
5 cm/s violatio

n
Camphe | Low NO NO NO |NO |-2.95 Yes;1 | No;1l |Yes|0,55
nc cm/s violatio | violati

n: on:

MLOG | WLO

P>4.15 | GP>5.

6

Tableaux.3.Les résultats de 1’étude de paramétre ADMET par la regle de lipinski .
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2. Discussion

Nous avons étudié le mécanisme d'action des molécules extraites de plantes
médicinales sur la 5-LOX, notamment le type d'interactions et les acides aminés impliqués
; les résultats prédits montrent une inhibition significative par le ligand : Cembrene C et les
inhibiteurs: BI-665915, Celecoxib Darbufelone, Tepoxalin Darbufelone avec

d'interactions hydrophobes/hydrogene.

L’inhibiteur BI-665915 (C24H26N802, 458.5g/mol) a integre dans le site actif
avec les acides aminés HIS 372 ; HIS 550 ; ASN 554 ; ALA 606 ; LEU 607, de 5-lox,
forme aussi des interactions hydrophobes hydrogene (6 liaison hydrophobe et 6 liaison
hydrogéne) avec un temps R100% et une énergie d’interaction de -8,3 (kcal/mol).

L'inhibiteur Tepoxalin, a intégre dans le site actif avec les acides aminés ILE406,
ASN554, LEU607 de 5-lox, forme aussi des interactions hydrophobes hydrogene (5 liaison
hydrophobe et 2 liaison hydrogene), avec un temps R100% et une énergie d’interaction de
-7.9 (kcal/mol).

L’Inhibiteur Celecoxib(C17H14F3N302S,381.4g/mol) est un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS). Inhibiteur a intégre dans le site actif avec les acides aminés LEU607,
ASN554 de 5-lox, forme aussi des interactions hydrophobes hydrogéne (5 liaison
hydrophobe et6 liaison hydrogéne), avec un temps R90% et une énergie d’interaction de -

7,8 (kcal/mol).

L’inhibiteur Darbufelone (C18H24N202S,332.5g/mol), est un médicament anti-
inflammatoire a des effets anticancéreux dans le cancer du poumon. L’inhibiteur
Darbufelone a intégre dans le site actif avec 1’acide aminé ASN554 de 5-lox forme aussi
des interactions hydrophobes hydrogene (1 liaison hydrophobe etl liaison hydrogene) avec

un temps R 100% et une énergie d’interaction de -7,0 (kcal/mol).

Le Cembrene C a intégre dans le site actif avec 1’acide aminés ILE406 de 5-lox et
forme aussi des interactions hydrophobes (5 liaison hydrophobe) aussi avec un temps R

100% et une énergie d’interaction de -7 ,7 (kcal/mol).

Le Zileuton a integre dans le site actif avec les acides aminés 1le406, HIS550, de
5-lox .forme aussi des interactions hydrophobes hydrogéne (3 liaison hydrophobe et3

liaison hydrogene ) avec un temps 100% et une énergie d’interaction de — 6,2 (kcal/mol).
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Conclusion

L’inflammation chronique est phénoméne nocif qui menace la santé des patients
partout en provoquant d’autres maladies chronique telles que les maladies cardio-
vasculaires et 1’asthme

Le traitement de I’inflammation ¢a peut étre par ’inhibition des ces enzymes clés
telle la 5-LOX dans notre cas dans notre étude .le choix des inhibiteurs a étudier selon
leurs capacité anti-inflammatoire bien connue .

Les résultats de DM et de teste ADME montre que seul le Le ligand cembrene C et
Inhibiteurs (BI-665915,celocoxib , darburfelon, et Tepoxalin) Ont une capacité inhibitrice
importante .

Dans ce travail, notre but était de chercher et d’analyser la capacité et le type
d’inhibition in silico de 5-LOX humaine par quelques molécules extraites de plantes
médicinales. Nous avons trouvé par les résultats obtenus in silico que Le ligand cembrene
C et Inhibiteurs (BI-665915,celocoxib , darburfelon, et Tepoxalin) ont un potentiel
puissant d’inhibition de la 5-LOX .

L'amarrage moléculaire est un outil essentiel en biologie moléculaire structurelle et
en conception de médicaments assistée par ordinateur. Le but de I'amarrage protéine-ligand
est de prédire le ou les modes de liaison prédominants d'un ligand avec une protéine de
structure tridimensionnelle connue.

Ces résultats sont prouvés par 1’étude bioinformatique en déterminant le mécanisme
d’inhibition et les interactions effectuées avec les acides aminés du site actif de la 5-LOX.

Des études supplémentaires sur les composés ci-dessus et des études in vitro et in
vivo sont nécessaires pour développer des entités chimiques potentielles pouvant étre
utilisées en clinique dans la prévention et le traitement de I’inflammatoires et les maladies
chroniques associés.

A travers ce travail, nous proposons de chercher d’autres molécules qui peuvent
avoir des effets inhibiteurs de la 5-LOX, dans le but de trouver des traitements plus
efficaces, moins d’effet secondaires et facile a administrer pour les patients.

Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour des applications de
ces inhibiteurs en santé¢ pour le traitement de certaines maladies ou 1’inhibition de la 5-

LOX est nécessaire.
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