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Introduction générale

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont
toujours été une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30%
de tous les médicaments disponibles sont des dérives de produits naturels.

Les flavonoides et leurs conjugués forment un groupe tres vaste de ces produits
naturels, ce sont des métabolites secondaires qui s'accumulent en quantités relativement
élevées dans les plantes, ou ils ont une multitude de fonctions : de structure, de défense,
d’attractifs pour les pollinisateurs, d'agents allélopathiques, de protecteurs contre les UV,
et de molécules de signalisation au sein de la plante, et dans ses interactions avec
I’environnement (Croteau et al., 2000).

Le role des flavonoides, comme constituants alimentaires protecteurs, est devenu un
domaine, de plus en plus, important de la recherche en nutrition humaine. Contrairement
aux vitamines traditionnelles, ils ne sont pas essentiels a court terme a I’organisme, mais il ya
un nombre de preuves, grandissant de jour en jour, que des apports faibles peuvent avoir, a
long terme, des effets potentiels sur le métabolisme humain d'une maniére favorable pour la
prévention ou la réduction du risque de maladies dégénératives, comme les maladies
cardiovasculaires, le diabete, I'obésité et le cancer (Anderson et al., 1999).

L’acide arachidonique, acide gras majoritaire dans les cellules animales est le
substrat de I’enzyme principale lipoxygénase qui catalyse la formation d’hydroperoxydes
d’acides gras de leucotriénes et de lipoxines qui sont des molécules ayant un réle
prépondérant dans diverses atteintes physiopathologiques: inflammation, allergie,
maladies metaboliques et le cancer,... le développement d’inhibiteurs de la lipoxygénase
permettrait donc de créer une nouvelle classe de médicaments anti-inflammatoires,
antalgiques, ... différents des AINS, et ou pourrait ouvrir une nouvelle voie thérapeutique
dans le traitement de certaines maladies comme I’asthme et I’athérosclérose (Sadeghian et
al., 2016).

C’est pourquoi I’étude des lipoxygénases mobilise de nombreux chercheurs dans le
but de mieux connaitre les meécanismes biochimiques des étapes de I’activité
lipoxygeénasique, leur régulation par des phases d’activation et d’inhibition, de déterminer
les propriétés complexes des métabolites des lipoxygenases et de découvrir des molécules

inhibitrices pouvant donner lieu a des applications thérapeutiques (Cransac, 1992).
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L’objectif majeur de notre travail d’inhibition in-silico de la lipoxygénase humaine
par quelques molécules extraites de plantes médicinales y-compris les flavonoides est de
confirmer I’étude in-vitro qui a déja réalisé, afin de trouver un traitement contre
I’inflammation sans ou moins d’effets secondaires.

Nous présenterons tout d’abord a partir de I’étude bibliographique les flavonoides et
les lipoxygénases animales, leurs structures, classification, la biosynthése, leurs
distributions, localisations et les différents types d’activité biologiques.

Pour notre étude in-silico d’inhibition de la lipoxygénase humaine, nous avons testé
la fiabilité du logiciel de docking moléculaire «<MOE : Molecular Operating Environment»
utilisé dans cette étude. Pour cela, un test a été réalisé : le test consiste a calculer la
déviation en angstroms ou RMSD puis nous discuterons le mode d’interaction le plus
favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible therapeutique) selon des critéres
particuliers tels que la faible valeur d’IC50.

Vers la fin nous terminerons ce mémoire par une conclusion qui résume

I’ensemble des résultats obtenus.
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1. Les flavonoides

1.1. Définition et structures des flavonoides :

Les flavonoides (FVs) appartiennent a la famille des polyphénols : ce sont des
molécules aromatiques polysubstituées ayant un role de métabolites secondaires chez les
plantes. La classe des FVs est I’une des plus abondantes et a ce jour, plus de 9000
structures naturelles ont été isolées et caractérisées (Harborne, 2013). Ces composés sont
réputés pour leur caractére anti-oxydant, neutralisant les radicaux libres et limitant ainsi
certains dommages oxydatifs responsable de maladies. Ils sont donc a I’origine d’effets
physiologiques bénéfiques pour I’organisme humain et méritent I’intérét croissant que la
recherche leur porte (Raskin et al., 2002).

La structure d’un FV s’organise toujours autour d’un squelette 1,3-diphénylpropane
C6- C3-C6, décrit par une nomenclature specifique. Les deux cycles benzeéniques sont
nommeés cycle A et cycle B. Le chainon propyle C3 peut étre complété par une fonction

éther formant ainsi un cycle central, appelé cycle C.

6 c3 cé6
icveli mmun
Squelette Strucg:ll;f f{rlcych%ue commune
1,3-diphénylpropane avonoides

Figure 1: La structure des flavonoides : enchainement C6-C3-C6 par logiciel
ChemDraw. (Harborne et al., 2001)

1.2. La classification des flavonoides :
Tous les FVs peuvent étre classes en plusieurs groupes selon le degré d’oxydation du
noyau pyrane central (cycle C) (Martens et al., 2006), dont les plus importants sont:
- Phényl-2-chromones : flavones, flavonols et flavanones.
- Phényl-2-chromanes (flavane) : flavan-3-ols et flavan-3,4-diols.

- Flavyliums : anthocyanes.
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- Chalcones : formes isomeres ouvertes des flavanones.
- Aurones : homologues des flavones a hétérocycles pentagonales.
- Phényl-3 chromone : isoflavone.
Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupement hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B et la chaine en C-3 intermédiaire (Martens et al., 2006), le noyau B

relié a I’hétérocycle C dans les positions 2,3 (figure 2).
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Figure 2: La structure des squelettes de base des flavonoides par logiciel

ChemDraw.
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Dans la position 2 : le FV est appelé Flavane.
- Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est
appelé.Flavanone.
- Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le
composé est nomme Flavone.
- Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est
désigné par le nom de Flavonol.
- Dans la position 3 : le FV est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz,
2006).

1.3. La biosynthese des flavonoides :

Les FVs possedent tous le méme élément structural de base, car ils dérivent d’une
origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C
proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate via la
phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA.

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4, 2°, 4°, 6’-tétrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone,
réaction catalysee par la chalcone-isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du
cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite
pour former les différentes classes de FVs (Lhuillier, 2007).

Toutes les étapes de la biosynthese des FVs ne sont pas encore clairement élucidées,
mais elles constituent I’une des plus élaborées en rapport avec les métabolites secondaires
(Harborne et al., 2001).
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3 Malonyl-CoA OH
(voie acétate-malonate)
Chalcone synthase Sk
o OH 0]
2'4' 6' 4-Tétrahydroxychalcone
CoAS
Chalcone isomérase
O
4-Coumaroyl-CoA
voie shikimate
( ) OH OH
HO oL .- HO O
C
.
Flavone synthase
CH O OH O
Flavanone (naringénine) Flavone (apigénine)

Figure 3: Voie de biosynthése des flavonoides. (Milane, 2004)

1.4. Distribution et localisation :

Les FVs sont des métabolites secondaires des plantes. Ces molécules ont été
identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les
fleurs, les graines et I’écorce.

Les FVs sont trouvés dans les fruits, les Iégumes, les noix, les herbes, les épices,
aussi bien que dans le thé. Ils sont consommeés régulierement avec I’alimentation humaine
qui nous apporte environ 75mg de FVs par jour. En effet, le thé, les agrumes, les pommes,
I’huile d’olive, les oignons, le cacao et plusieurs autres fruits et Iégumes sont tres riche en
flavonoides, les flavanols et les flavonols y seraient les plus abondants (Bruneton, 1999).

Dans la majorité des cas, les FVs sont présents sous forme glycosylée car la
glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosoluble permettant alors
leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de I’épiderme et de
mésophylle des feuilles, les parenchymes des tiges et racines (Lhuillier, 2007). On les
trouve en abondance dans les familles suivantes : Polygonacées, Apiacées, Astéracées,
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Légumineuse (Milane, 2004).
Le monde animal est lui aussi concerné par les FVs. On trouve par exemple de la

chrisine, la querceétine et de la galangine dans la propolis des abeilles (Marfak, 2003).

1.5. Activités biologiques
De nos jours les propriétés thérapeutiques des FVs sont largement étudiées dans le

domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques.

1.5.1 Activité anti-oxydante :
Les FVs ont ete découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi, en tant que
des composes avec I’activité anti-oxydante prononcé (Hodek et al., 2002).
Les FVs expriment les propriétés anti-oxydantes par : le piégeage direct des especes
réactives de I’oxygeéne (ERO), la suppression de la formation des ERO par I’inhibition de
quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur, la protection

des systéemes de défense antioxydants de I’organisme (Boudiaf, 2006).

1.5.2 Activités anti-inflammatoires et immunologiques :

De nombreux travaux semblent indiquer que les FVs possédent des propriétés anti-
inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire (Emim et al., 1994). Les FVs sont de puissants inhibiteurs de la prolifération
des LB et LT (Mookerjee et al., 1986).

Leur effet sur les LB ou LT peut étre variable ; en effet, les flavones (apigénine,
lutéoline et 7,3”,4° hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol, quercétine et myricétine)
inhibent la prolifération des LT alors que la myricétine est active sur les LB.

L’effet antiprolifératif des FVs pourrait s’expliquer par leur capacité a inhiber
I’activité de certaines protéines kinases (protéines kinases C ou protéine tyrosine kinase).
Par ailleurs, les FVs sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles
et des mastocytes.

La quercetine a un effet anti-inflammatoire en inhibant quelques enzymes de
synthése tel que la cyclooxygénase et la lipoxygénase (Middleton Jr et al., 1984)
(Gonzalez-Gallego et al., 2007).

1.5.3. Activités antivirales :
Les FVs sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le

rétrovirus HIV responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus

10
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d’influenza, le virus de I’herpés (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(Spedding et al., 1989),(Choi et al., 2009).

Certains chercheurs ont d’abord suggéré que ces polyphénols agissaient comme
inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de I’agent viral et de I’ADN et
I’ARN polymerase de la cellule héte ; bloquant ainsi tout le processus infectieux.

D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les FVs inhibaient plus
exactement la synthese de I’ARNm viral. Ceci, impliquait que les FVs n’intervenaient pas
dans I’absorption des agents viraux, mais plutét a un stade plus avancé impliqué dans la

réplication viral (Choi et al., 2009).

1.5.4. Effets protecteurs cardio-vasculaires :

Les FVs inhibent I’oxydation des lipoprotéines qui est la cause des atteintes dues a
I’accumulation de dépoéts lipidiques (essentiellement le cholestérol) dans les vaisseaux
sanguins (Fiorucci, 2006).

L’effet des FVs réside de leurs capacités a diminuer la perméabilité des capillaires

sanguins et de renforcer leurs résistances (Alouache et al., 2010).

1.5.5. Activité antibactérienne :

De nombreux composés flavoniques (apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués
d’un effet important sur différentes souches bactériennes gram négatif (Escherichia coli...)
et gram positif (Staphylococcus aureus...) (Ulanowska et al., 2007).

L’effet antimicrobien des produits polyphénoliques est dd partiellement a une
perturbation des fractions lipidiques de la membrane plasmique des microorganismes, qui
en résulte une altération de la perméabilité de la membrane et la perte de ces organites

intracellulaires (Trombetta et al., 2005).

2. Les lipoxygénases

2.1. Définition genérale :

Selon la nomenclature officielle, les lipoxygénases ou LOX font partie de la famille
des oxydoréductases qui incorporent des atomes d’oxygene (EC 1.13.11.12) sur un substrat
(Alberti, 2013).

Les LOX sont des enzymes présentes chez tous les eucaryotes et les procaryotes
(Palmieri-Thiers, 2008).

Ces enzymes contiennent du fer non-héminique catalysent la dioxygénation des

11
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AGPI. LOX sont des enzymes ubiquitaires qui participent au métabolisme des acides gras
polyinsaturés.

L’AcA, acide gras majoritaire dans les cellules animales et le substrat de I’enzyme
LOX qui catalyse la formation d’hydro peroxydes d’acides gras, de leucotriénes et de
lipoxine qui sont des molécules ayant un role prépondérant dans diverses atteintes
physiopathologiques : I’inflammation, I’allergie, les maladies métaboliques et le cancer, ...
(Beneytout et al., 1989).

2.2. Propriétés biochimiques des lipoxygénases :
Diversités :

Six genes LOX fonctionnels sont présents dans le génome humain : ALOX15,
ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, ALOXS5, qui codent pour six isoformes
différentes (Mehrabian et al., 2002). Trois LOX agissent principalement sur les AGPI :
15-LOX, 12-LOX et 5-LOX. (Yamamoto et al., 1992)

Nomenclature :

La nomenclature conventionnelle classe les LOX animales en fonction du site de
fixation de I’oxygene sur I’AcA.

Cette nomenclature peut cependant étre discutable car elle est spécifique des
positions d’oxygénation sur I’AcA et n’est pas adaptée aux autres AGPI. La famille des 15-
LOX regroupe 2 isoformes : la 15-LOX1 et la 15-LOX2.

La 15-LOX1, qui est codée par le gene ALOX15, est principalement exprimée dans
les éosinophiles, dans les réticulocytes et dans les cellules de I’épithélium broncho-
alvéolaire.

La 15-LOX2, enzyme codée par le gene ALOX15B, est hautement exprimée dans les
cellules épithéliales.

Ces 15-LOX sont impliquées dans plusieurs processus biologiques tels que la
régulation de la pression sanguine et de I’hypertension et dans la régulation de la

carcinogenese (Sadeghian et al., 2016).

Localisation :

Tableau 1: Les principales isoformes de lipoxygénases présentes chez I'Homme. (Kuhn et al.,
2015).
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Géne Protéine Expression majeure Références

Eosinophiles, réticulocytes,cellules (Sigal et al., 1988)

ALOX15 15(S)-LOX1 épithéliales broncho-alvéolaire. (Cransac, 1992)

ALOX15B 15(S)-LOX2 Cellules épithéliales. (Brash et al.,
1997)

ALOX12 12(S)-LOX Plaquettes, peau

Plaguettaire (Funk et al., 1990)

ALOX12B 12(R)-LOX Epiderme (Boeglin et al

1998)
ALOX5 5(S)-LOX Leucocytes,

(Radmark et al.,

macrophages, cellules 2010))

dendritiques.

2.3. Structure de lipoxygénase :

La structure primaire protéinique, c'est-a-dire la séquence des acides amines
constitutifs de la LOX, est déduite a partir de la succession des nucléotides du brin d'ADN
codant obtenu par clonage.

En général, les méthodes de clonage s'appuient sur l'isolement de la protéine et
I'utilisation des "sondes" constituées d'anticorps ou d'oligonucléotides pour mettre a jour le
brin d’ADN codant.

Figure 4: La structure 3D de la lipoxygénase (PDB 4nre) obtenu par logiciel MOE.
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La 15-lipoxygénase

La structure primaire de la 15-LOX, déduite a partir du clonage réalisé sur des
réticulocytes humains, montre un polypeptide de 661 acides aminés de masse moléculaire
74 600 Dal.

Cette chaine polypeptidique est marquée dans son ensemble, par un caractere
hydrophile en accord avec sa localisation cytosolique une zone hydrophobe existe au
centre de la protéine (comme dans le cadre de la 5-LOX).

Aucun site pour I'ATP, la fixation de calcium, une glycosylation n'a éte identifié.
Chez le lapin, la 15-lipoxygénase est proche de celle de I'homme car elles ont en commun
81 % de I'ensemble de la séquence en acides aminés (Gupta et al., 1997).

Sa masse moléculaire est de 78 00 Dal, elle possede un point isoélectrique a 5,5 et
comme I'humaine un atome de fer par molécule.
NB !
La biologie moléculaire fait apparaitre que chez I'hnomme et les autres mammiferes il

existe un seul type de 15-LOX alors que plusieurs isoenzymes ont été rapportées chez les
15-LOX végétales comme pour les 12-LOX des mammiferes (Cransac, 1992).
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Le réle de la 15-lipoxygénase :

- Géne, régulation transcriptionnelle
- Variabilité génétique humaine

- ARNM, rgqulation traductionnelle
- Motif d'expression tissulaire

Biologie moléculaire

- Activités catalytiques - Chimie des protéines

- Cinétique de la réaction \ - Structure en cristal

- Divers substrats _ ‘ - Structure de la solution

- Spécificité de la réaction - Flexibilité structurelle
Propriétés enzymatiques Biologie structurale

ALOX 15

Fonctions physiologiques Fonctions pathologiques
- Tr_ansition réticulocyte-érythrocyte - Inflammation, résolution
- Differenciation adipocytaire, adipogenése inflammatoire
- Développement du Cerveau, signalisation Y - Maladies cardio-vasculaires
neuronale - : - Cancérogenése et métastases
'dsrﬁ)ermatogenése, production Aspects évolutifs - Ischémie cérébrale
‘hormone

- Distribution de LOX dans la vie terrestre
- L'évolution de I'ALOX15 chez les mammiferes
- Spécificité de la réaction dans I'évolution

Figure 5: Le role de la lipoxygénase obtenu par le programme ChemDraw.

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0378111915009142-x1.ipg

15


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0378111915009142-fx1.jpg

Synthese bibliographique

2.4. La voie métabolique de lipoxygénases :

La voie des LOX comporte trois enzymes péroxydantes lipidiques qu’on retrouve
dans le tissu humain, incluant les 5-LOXs, 12-LOXs et 12/15-LOXs. Leurs noms
correspondent a la position du carbone de I’AcA qui subit I’oxygénation puisque ce sont
des enzymes qui ont la capacité d’introduire un atome d’oxygéne a une position précise
au niveau des AGPI.

Ces enzymes sont impliqués dans la biosynthese des leucotriénes et des lipoxines
(figure7).

Ces produits sont importants dans les réponses biologiques de I’inflammation et dans
les réactions d’hypersensibilité. La 5-LOX est une enzyme impliquée dans la régulation
de I’inflammation et intervient dans la biosynthese des leucotriénes (Chawengsub et al.,
2009).

Une autre LOX humaine a été récemment clonée, la 15-LOX qui se retrouve sous
deux isoformes 15-LOX1 et 15-LOX2, et qui différent entre elles par leurs substrats ciblés
et par le type cellulaire dans lequel elles sont exprimées.

Cette LOX produit le mémes métabolites que la 12/15-LOX, mais elle joue un role
physiologique différent (Conrad et al., 1992). La 15-LOX1 est présente dans les
réticulocytes, les éosinophiles et les macrophages. Elle convertit I’acide linoléique en 13(S)
acide hydroxyoctadecadiénoique (13- HODE) alors que la 15-LOX2 est plutdt exprimée
dans les cellules de la prostate, les poumons et la cornée, et convertit I’AcA au en 15(S)
acide hydroxyeicosatétraénoique (15-HETE) (Janakiram et al., 2011).

Comme précise précédemment, la 5-LOX est responsable de la biosynthese des
leucotriénes LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 et LTE4, ces métabolites sont considérés comme
des agents pro-inflammatoires potentiels, impliqués dans la physiopathologie de plusieurs
maladies inflammatoires et dans les réactions d’hypersensibilité immédiate comme
I’asthme, le psoriasis et I’arthrite rhumatoide (Homaidan et al., 2002).

D’une part, il a été demontré que le LTB4 a la capacité d’activer la phagocytose, la
chimiotaxie, I’adhésion et I’agrégation cellulaire. De plus, son activité s’avere étre élevée
dans le liquide synovial des patients atteints d’arthrose.

D’autre part, les LTC4, LTD4 et LTE4 sont de nature vasoactive et ont la capacité de

stimuler la bronchoconstriction (Horn et al., 2013).
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JARAATI
ARAARRY Membrune phosphohmds I?
| l ‘ ||

U T |1|l|!| il
HHH

Linolele acid

7 /5

Figure 6: La voie métabolique de lipoxygénase.

(Sadeghian et al., 2016)
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1. Le Docking moleculaire
Le docking peut étre défini comme étant I'ensemble des mécanismes et interactions
intervenant lors de la formation de complexes moléculaires. Il a des applications pratiques
dans l'ingénierie des protéines et la conception de nouveaux médicaments. Il y différents
types de docking dont ligand-protéine, protéine-protéine, glucide-protéine et ADN-
protéine.
Le « docking » moléculaire consiste a prédire la ou les structures des complexes
formés entre une molécule active et une protéine.
» Les algorithmes de calcul génerent aléatoirement un grand nombre d'orientations
possibles pour trouver « la meilleure fagon d'insérer » la molécule dans une protéine (au
niveau du récepteur ou du site actif).
» Le programme prend en compte tous les degrés de liberté de la molécule
(translation et rotation).
» Pour chaque possibilité I'énergie est calculée en Mécanique Moléculaire, prenant
ainsi en compte toutes les interactions ligand-récepteur (liaisons de Van der Waals,
liaisons H, hydrophobie...).
» On obtient ainsi un « score » pour estimer la meilleure interaction ligand/ récepteur.
» Le score est I'enthalpie libre de liaison (il doit &tre minimisé) (Trouillas, 2009).
Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes complémentaires :
le docking et le scoring.
» Le Docking (la premiére) : est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et & échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables.
» Le Scoring (la deuxiéme) : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer
I’affinité entre le Ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de
la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposée (Boucherit, 2012).
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2. Matériels d’études :

L’ objectif essentiel de notre travail de master est une initiation aux approches de
modélisation par docking moléculaire afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de la 15-
LOX. Pour ce faire, nous avons utilisé le matériel suivant :

Micro-ordinateur :

Nous avons utilisé deux micro-ordinateurs ayant une RAM de 4,00 GO et un
processeur 2.40 GHz Intel(R) Core(TM) i5 de la 5°™ génération, sous Windows 10
Education.

Programme :

Dans cette partie de notre étude, deux programmes ont été utilisés pour réaliser la
partie pratique :

» Le premier logiciel « MOE » (Molecular Operating Environment) version 2015.10

sert a préparer et visualiser aussi bien I’enzyme que les ligands étudiés.

File Edit Select Render Protein Compute Window Help SVL DBV

Amber10:EHT PBC Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip

Figure 7: L’interface de la page d'accueil du logiciel MOE.

» ChemDraw fait partie des logiciels majeurs en matiere d'édition moléculaire, il
dispose de fonctionnalités intéressantes a I'image des nombreux outils d'édition et de
calcul.

Utilisé dans les laboratoires et les classes de chimie, il nous permet de dessiner et

mettre en page des dessins moléculaires.
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?ﬁ ChemDraw Professional - [Untitled Document-1+] — X
@ File Edit View Object Structure Text Curves Colors Search Window Help -8
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Figure 8: L'interface graphique de ChemDraw.

On-peut-consulter-ce-serveur-via-le-lien : https://www.clubic.com/telecharger-fiche431267-

chemdraw.html

Banque des données :
» PDB (Protein Data Bank)
Est une collection mondiale de données sur la structure 3D de macromolécule
biologique : protéeine d’intérét pharmaceutique.
La structure de I’enzyme 15-LOX faisant I’objet de ce travail provient de la PDB,
leur consultation est gratuite et peut se faire directement depuis les sites internet de la

banque : https://www.rcsb.org/.

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~ Documentation ~  Careers

189185 Biological
- — 9

— Macromolecular Structures ~ PDB Archive @ |

_) Enabling Breakihroughs in

PROTEIN DATA BANK Research and Education Advanced Search | Browse Annotations Help @
- arainyias o Worstaite

R $PDE @oocon ] ﬁ POt BvYDo

v
#}\ Developers: Join the RCSB PDB Team

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps

2Dy it students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculiure,
+ Ueposi from protein synthesis to health and disease.

April Molecule of the Month

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 far
research and education in molecular biology. structural biclogy, computational

Cd Visualize biology, and beyend

#E Analyze COVID-19
CORONAVIRUS

#» Download Resources

W Leam

https://www.rcsb.org

Figure 9: L’interface de la page d'accueil du RCSB PDB.
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» Pubchem:
C’est une banque de donnée américaine des molécules chimiques gérée par NCBI (le

National Center for Biotechnology Information). Elle contient actuellement plusieurs
millions de composés dont la structure et les propriétés physico-chimiques sont
gratuitement accessibles. Cette banque a été utilisée pour faire ressortir des similaires

structuraux de notre ligand. On-peut-consulter-cette-banque-de-donnée-via-le-lien :

» SwissADME :
L’ abréviation ADMET représente les concepts pharmacocinétiques suivants :

I’absorption, la distribution, la métabolisation, I’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 systéeme
circulatoire de I’organisme.

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 développement pour des études cliniques. On-peut-consulter-ce-serveur-

via-le-lien :

argetPrediction  SwissADME

SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Terms of Use

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

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

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

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

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

Enter a list of SMILES here:

= © X006 &R

L\ % "1_‘:
I

O® =

Figure 10: L’interface graphique de SwissADME
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» ADMETIab :
ADMETIab 2.0 est une version améliorée de I’ADMETIab largement utilisé pour

I’évaluation systématique des propriétés ADME, ainsi que certaines propriétés
physicochimiques et la convivialité de la chimie médicinale. Avec des mises a jour
importantes des modules fonctionnels, des modeéles prédictifs, des explications et de
I’interface utilisateur. ADMETIlab 2.0 a une plus grande capacité a aider les chimistes
médicinaux a accélérer le processus de recherche et de développement de médicaments.

On-peut-consulter-cette-palateforme-via-le-lien : https://admetmesh.scbdd.com/

B ADMENab 2.0 @ Home @ services BResources WExplanation M Publications B8 Contact

#Home [ Services [ ADMET Evaluation

Paste a single SMILES string Draw a molecule using JMSE editor
s [
=
i Tip

* Before submitting, users should prepare a valid SMILES in case of errors

Figure 11: L’interface graphique de la plateforme ADMETIab.

3. Méthodes :
Plusieurs méthodes sont utilisées afin de lancer le docking moléculaire. Les plus

couramment utilisées sont celles répandues en raison de leur facilité et leur rapidité.

3.1. Préparation de la protéine :
La cible thérapeutique que nous avons étudiée dans notre travail est la 15-LOX dont
la structure 3D a été obtenue dans la banque de donnée PDB.
Les codes PDB de ces complexes des « 15-LOX » ainsi que leurs inhibiteurs sont

représentés dans le tableau.
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Guttiferone E

(@]
Indomethacin 3715
o OH
OH

l OH 5280343

Parmi ces complexes ainsi préparées, nous avons choisi le code 4nre ce choix est

Quercetine

dicté par leur faible valeur de résolution 2.63 A. Le complexe a été téléchargé au format
Pdb.

L’enzyme étant formée de deux chaines, nous avons éliminé les molécules d’eau et
le ligand pour permettre une utilisation plus aisée de I’enzyme avec un site actif libre lors
du docking moléculaire. La protéine ainsi préparée est enregistrée dans un fichier de
format .moe que reconnait logiciel MOE version 2015.10.

3.2. Préparation de ligand :
Cette méthode est basée sur la modélisation de 18 structures de ligands, ont été
téléchargées a I’aide de la chaine de programmes PubChem sous forme 2D.
Nous avons également, préparé certaines structures par le programme ChemDraw qui
sont ensuite produites pour lI'amarrage avec logiciel MOE, les molécules ainsi obtenues

sont enregistrées au format mdb.

3.3. Génération du protomol :
Logiciel MOE a été utilisé pour réaliser le docking des ligands dans le site actif
d’une cible donnée. Dans un premier temps, il génére un protomol au forma .moe pour

identifier le site actif de I’enzyme étudiée.
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Figure 12: Protomol généré pour le complexe 4nre obtenu par le programme
MOE.

3.4. Docking moléculaire :

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine format .moe, le protomol généré
dans I’étape précédente et les ligands sous format .mdb. Le docking moléculaire par
logiciel «cMOE» permet d’avoir les meilleures positions (conformations) de chaque ligand
au sein du site actif étudié, classées par leur score.

27



Chapitre (5)

Résultats et discussion



Résultats et discussion

1. La fiabilité du programme MOE
Avant d’aborder I’étude de I’inhibition de la 15-LOX par diverses molécules, nous
avons tenté d’évaluer la fiabilité de logiciel MOE utilisé. Pour cela, nous avons fait appel
au test de RMSD et I’analyse visuelle.

1.1. Test RMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct
du ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quadratiqgue moyenne ou RMSD (root-mean-
square dérivation) de la position du ligand calculée par le logiciel par rapport au ligand de
référence existant au niveau de la PDB. La prédiction est acceptable si sa valeur ne dépasse
pas 2 angstroms (Chikhi et al., 2008; Vieth et al., 1998).

Le test de fiabilit¢ RMSD a été évalué a I'aide de 90 complexes protéine-ligand.
Dans la figure suivante (Figurel2) les résultats sont donnés en pourcentage (%), & deux
intervalles de RMSD.

18%

RMSD >2
BRMSD <2

Figure 13: Résultats en % obtenus par MOE a deux intervalles de RMSD (A).

D’apres les résultats du graphique, nous remarquons que logiciel MOE reproduit
bien les données expérimentales. En effet, 82 % des valeurs RMSD sont inférieures a 2A et
que seulement 18 % des résultats sont supérieurs a 2A.
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Tableau 4: Résultats de docking moléculaire des standards.

Molécules RMSD Energies Résidus Distances Type
(Kcal/mol) tres (A). d’interaction
proches
Indométacine 0,9229 -7,3564 Thr406 2,89 Hydrogeéne
llel74 Hydrophobe
Quercetine 0,9203 -6,1234 Asp625 2,88 Hydrogéne
His394 4,53 Aréene-H

Au regard du tableau précédent, nous remarquons que la quatrieme molécule a

présenter une meilleure valeur d’énergie de -10,1702 elle possede donc un meilleur effet

inhibiteur.
Tableau 5: Résultats d’analyse in vitro de I’IC50 de la 15-LOX par les flavonoides (Dzoyem et
al., 2017).

Composeés IC50 (ng/ml)
Mol 1 /
Mol 2 45,85 + 0,48
Mol 3 25,2+ 1,86
Mol 4 32,14+1,19
Mol 5 38,97 + 1,86
Mol 6 57,19 + 2,80
Mol 7 53,47 + 2,56
Mol 8 74,39 + 5,09
Indométacine 29,49 + 1,69
Quercetine 82,24 £ 0,43

2. L analyse visuelle des interactions
L’analyse visuelle est une étape essentielle pour confirmer les résultats du test
RMSD.
Pour cela, nous nous sommes limités dans ce travail a I'étude des meilleures poses

d'amarrage pour chaque inhibiteur liés au score obtenu et a leurs interactions existantes.
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Les figures qui suivent représentent le mode d’interaction avec le site actif de la 4nre

qui a été étudié avec logiciel de visualisation MOE.

2.1. Le complexe (-) Pinostrobin_15L0OX

Le docking de (-) Pinostrobin dans le site actif de la 15-LOX se caracterisé par

une energie d’interaction égale -7,0480 Kcal/mol. L’analyse visuelle montre que le

complexe formé entre la 15LOX et le ligand ((-) Pinostrobin) est stabilisé par une

interaction hydrophobique avec les résidus Thr 409 et Tyr 408.

QO polar - * sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H

O basic  =*backbone acceptor “ solvent contact ©+ arene-cation
O greasy = backbone donor metalfion contact

Lo, PrOXinity ligand O receptor

" contour exposure exposure

Leu
389

Figure 14: Mode d’interaction du compose 1 avec le site actif de 4nre obtenu par

MOE.
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2.3. Interactions isobavachalcone_15LOX

D’apres I’amarrage moléculaire, on s’apercoit que I’énergie est égale a -7,1994
Kcal/mol. Tandis que I’analyse visuelle montre que le complexe formé entre la 15-
LOX et le ligand (isobavachalcone) est stabilisé par une interaction hydrogénique

avec le résidu Arg145 dont la distance 3,43.

O polar - * sidechain acceptor O solvent residue arene-arene

Q acidic <+ sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic  -* backbone acceptor solvent contact ©+ arene-cation

O greasy -+ backbone donor metalfion contact

-, PTOXimity ° ligand O receptor

" contour exposure exposure

Figure 16: Mode d’interaction du composé 21 avec le site actif de 4nre obtenu par
MOE.
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2.8. Interactions guttiferone E_15L. OX
Le docking de guttiferone E dans le site actif de la 15-LOX donne une énergie
d’interaction egale -8,5117 Kcal/mol. De plus, on observe deux interactions
hydrogéniques ont formeées avec le résidu Glulll dont les distances de 3,06 et 3,16.

Cette derniére ainsi formée avec le résidu Thr115 dont la distance de 3,00.

O polar = * sidechain acceptor (O solvent residue arene-arene
acidic + sidechain donor O metal complex ©H arene-H

QO basic =% hackbone acceptor " solvent contact ©+ arene-cation
greasy “* backbone donor - metalfion contact

., proximity - ligand 0O receptor

“= contour exposure exposure

Figure 21: Mode d’interaction du composé 78 avec le site actif de 4nre obtenu par
MOE.
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3. Propriéetés ADMET

3.1. Propriétés physico-chimiques

Tableau 6: Propriétés physicochimiques des standards

Quercétine Indométacine
Propriétés Composé Propriétés Composé
Formule C15H1007 | Formule C19H16CINO4
Poids 302.04 Poids 357.08
moléculaire moléculaire
PM (g/mol) PM (g/mol)
nombre 7 nombre 4
d’accepteur d’accepteur
d’hydrogene d’hydrogene
(nON) (nON)
nombre de 5 nombre de 1
donneurs donneurs
d’hydrogene d’hydrogene
(NOHNH) (NOHNH)

Solubilite Soluble Solubilite Modérée
La surface 131.36 La surface 68.53
polaire polaire

topologique topologique

(TPSA A2 (TPSA A2

Régle de Oui Régle de Oui
Lipinski Lipinski

Régle de Oui Régle de Oui
Veber Veber

Coefficient 2.155 Coefficient 4.251
de partage de partage

(Log P) (Log P)

Accessibilit¢ | 3,23 Accessibilitta | 2,51
a la synthése la synthése

chimique chimique

40



Résultats et discussion

administrés par voie orale sans soucis de biodisponibilité. Cependant, ces composés ont
présentés une faible solubilité dans I’eau ce qui peut influencer leurs solubilités et
circulations dans le sang avec une concentration suffisante. Toutefois, il sera possible de
contourner ce probléme lors de I’optimisation de ces composés en tenant en compte la
valeur moyenne de I’accessibilité a la synthese chimique de 4,42 pour le premier composé,
7,04 pour le deuxieme composé et 3,92 pour le troisieme composé. Rappelons que ce
critere a été simulé en chiffre allant de 1 (facile a synthétiser) jusqu’a 10 (trés difficile a

synthétiser).

3.2. Propriétés pharmacocinétiques

Tableau 8: Propriétés pharmacocinétiques des standards

Quercétine Indométacine
Propriétés Composé Propriétés Composé
Gl (Gastro Elevée Gl (Gastro Elevée
intestinal) intestinal)
absorption absorption
BBB Non BBB Oui
(Blood (Blood
Brain Brain
Barrier) Barrier)
perméabilité perméabilité
CYP1A2 Oui CYP1A2 Oui
inhibition inhibition
CYP2C19 Non CYP2C19 Oui
inhibition inhibition
CYP2C9 Non CYP2C9 Oui
inhibition inhibition
CYP2D6 Oui CYP2D6 Non
inhibition inhibition
CYP3A4 Oui CYP3A4 Non
inhibition inhibition

42



Résultats et discussion

3.3. Excrétion

Tableau 10: Propriétés d’excrétion des standards

Quercétine Indométacine
Propriétés Composé Propriétés Composé
CL Modéré CL Faible
TY% <3h TY% <3h

Tableau 11: Propriétés d’excrétion des composes 1-hydroxy-3,6,7-tri-O,0,0-triprenylxanthone.
(mol4), isoxanthochymol (mol7), 1,6-dihydroxy-3,7-bis((3-methylbut-2-en-1-yl)oxy)-9H-
xanthen-9-one (mol5).

Mol 4 Mol 7 Mol 5
Propriétés Composé Propriétés Composé Propriétés Composé
CL Modéreé CL Modéré CL Modére
TY <3h TY <3h TY <3h

La clairance correspond a la capacité de I’organisme a épurer la molécule aprées avoir

atteint la circulation générale, elle correspond au volume de plasma épuré par unité de

temps, en général par heure. La demi-vie d’élimination correspond au temps nécessaire

pour que la concentration plasmatique soit diminuée de moitié, la demi-vie dépend du

volume de distribution et de la clairance. Rappelons que ce critére a été simulé en chiffre

allant de (elevée : >15 mL/min/kg ; modérée : 5-15 mL/min/kg ; faible : <5 mL/min/kg)

(courte demi-vie : <3h; longue demi-vie : >3h).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives
Notre travail de recherche avait pour but essentiel de mettre en évidence de nouveaux
inhibiteurs de la lipoxygénase en faisant appel a I’approche in-silico par docking
moléculaire, pour cela nous avons choisi logiciel de docking « MOE : Molecular Operating
Environment », Au préalable, nous avons testé la performance de ce dernier utilisé dans
cette étude, par le test RMSD (root-mean-square dérivation) sur 18 complexes, 82% ont
.% présenté un RMSD inférieure a 2 A
On peut résumer que tous les composés végétaux sélectionnés aient bien interagi
avec la protéine 15-LOX, mais le Mol 4 et mol 5 étaient ceux qui ont amarré la protéine
. dans une manigere trés appréciable avec de trés bons scores d’amarrage
Il est intéressant de noter que les composés précédents ont également obtenu de tres
bons résultats de 1’étude in-silico, soutenant et validant ainsi les résultats dans le test
d’inhibition LOX in-vitro. De plus, il a également été observé que dans les études in-silico
. et in-vitro, les phytocomposés ont inhibé 1I’enzyme lipoxygénase
Les résultats de 1'étude, en particulier le Mol 4, Mol5 et le Mol 6 pourraient étre
considérés comme de bons inhibiteurs de la protéine 15-LOX humaine et la prédiction des
propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques ainsi que la toxicité potentielle, nous
. renseigne de manicre négative (non toxique) sur ses propriétés ADMET
Pourraient donc s'avérer des candidats prometteurs pour la formulation de
. médicaments destinés a lutter contre tous les troubles anti-inflammatoires
Comme perspectives d’avenir, des tests in-vivo de I’activité biologique de ces
inhibiteurs sont recommandés pour compléter les résultats théoriques et vérifier I’efficacité

. de I’approche in-silico
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Annexe N°1
Tableau : Liste de 90 complexes utilisés pour tester le programme de docking avec le
test RMSD.

Molécules Energies Molécules Energies
1 0,6185 -7,0480 10 1,4004 -6,1162
1,7753 -6,9501 0,6996 -5,9804
1,0046 -6,7826 1,3236 -5,8747
1,2775 -6,5205 0,8814 -5,8450
2,1889 -6,5033 0,8076 -5,6155
2 3,2293 -7,0697 11 0,8642 -6,0619
1,2301 -6,7483 0,6094 -5,7845
0,7190 -6,7145 1,1980 -5,6526
1,5876 -6,6707 1,8522 -5,6516
2,9126 -6,6520 1,0447 -5,6350
3 2,6132 -7,0768 12 1,9508 -10,1702
3,0416 -6,9766 1,2904 -9,4980
0,8824 -6,8998 1,5206 -9,4900
2,9468 -6,8647 3,0699 -9,4156
0,8678 -6,8583 1,2729 -8,8828
4 0,9752 -7,2474 13 1,6414 -8,56392
1,4820 -7,2313 1,0015 -8,4341
2,8191 -7,0661 2,2900 -8,4020
1,1364 -6,9707 1,5177 -8,2505
1,4518 -6,8778 0,9625 -8,1031
5 2,0465 -7,1994 14 1,3357 -8,3182
2,1855 -6,9763 1,9920 -7,9737
1,1236 -6,9462 3,4246 -7,8921
1,3755 -6,9438 1,0897 -7,7054
2,7001 -6,8784 2,0689 -7,5489
6 2,0471 -5,8844 15 1,4627 -9,5061
3,4053 -5,8788 2,2521 -8,5458
0,7157 -5,8300 2,7135 -8,1199
2,9170 -5,8044 1,1945 -7,9452
1,4828 -5,7829 1,3075 -7,7590
7 0,9478 -5,8828 16 1,8447 -8,8142
1,2434 -5,7728 2,8811 -8,7946
1,5277 -5,7564 1,6625 -8,56117
1,4178 -5,7194 2,7005 -8,3839
1,7361 -5,6939 2,0417 -7,8385
8 0,8739 -6,4474 Indométacine 1,6196 -7,9793
1,1185 -6,3873 1,2963 -7,8571
2,0770 -6,3711 2,2892 -7,5913
1,0204 -6,2868 1,6357 -7,3955
1,7550 -6,2268 0,9229 -7,3564
9 2,1422 -6,5707 Quercetine 1,3816 -6,4399
1,1660 -6,3962 1,0309 -6,1725
1,0831 -6,3947 1,0620 -6,1668
1,9053 -6,3637 2,0268 -6,1261
0,8652 -6,3557 0,9203 -6,1234




Annexe N°2

Figures : Les meilleures positions obtenues par le programme MOE en 3D.
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Résumé :

Les produits biologiques naturels tels que les flavonoides trouvés dans les plantes
médicinales présentent un large éventail de propriétés pharmacologiques qui possedent
également une activité inhibitrice de la LOX. Le but de ce travail est I’étude in-silico de
I’activité inhibitrice de la LOX et de confirmer I’étude in-vitro déja réalisée par certains
flavonoides. L’enzyme 15-LOX impliquée dans la pathogenese de nombreuses maladies
humaines, notamment le psoriasis, I'athérosclérose, la démence d'Alzheimer et le cancer.
Dans la présente étude, nous avons tenté d'évaluer I'activité inhibitrice de 18 molécules
(flavonoides) contre la structure d'Homo sapiens de la 15-LOX. Ces derniers ont été
soumis a des études d'amarrage moléculaire pour analysant leur potentiel inhibiteur vis-a-
vis de la proteine, qui a été comparée a la quercetine, un inhibiteur connu de LOX, utilisé
comme standard. Des études d’amarrage ont été réalisées a l'aide du serveur MOE. Il a été
démontré que tous les composés interagissent avec la protéine, cependant

mol4 amontré la meilleure interaction basée sur les scores

d'amarrage et les valeurs d’énergie de contact atomique. Les résultats du test d’inhibition
in vitro de LOX, effectué sur des sources végétales de ces flavonoides, se sont révélés
similaires a ceux des études d'amarrage in-silico, suggérant que ces composés pourraient
s'averer efficaces pour inhiber LOX et peuvent donc étre utilisés comme inhibiteurs

puissants dans la formulation de medicaments contre les troubles inflammatoires.

Mots clés : flavonoides, malonyl CoA, lipoxygénase, acide arachidonique, I’amarrage

moléculaire, test RMSD.
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Abstract

Natural biologics such as flavonoids found in medicinal plants exhibit a wide range of
pharmacological properties that also possess LOX inhibitory activity. The aim of this work
is the in-silico study of the inhibitory activity of LOX and to confirm the in-vitro study
which has already been carried out by certain flavonoids. 15-LOX enzyme implicated in
the pathogenesis of many human diseases, including psoriasis, atherosclerosis, Alzheimer's
dementia and cancer. In the present study, we attempted to evaluate the inhibitory activity
of 18 molecules (flavonoids) against the structure of Homo sapiens 15-LOX. The latter
were subjected to molecular docking studies to analyze their inhibitory potential against
the protein, which was compared to quercetin, a known LOX inhibitor, used as a standard.
Docking studies were performed using the MOE server. All compounds were shown to
interact with protein, however, mol4 showed the best interaction based on docking scores
and values of atomic contact energy. The results of the in vitro LOX inhibition test,
performed on plant sources of these flavonoids, were found to be similar to those of in-
silico docking studies, suggesting that these compounds may prove effective in inhibiting
LOX and therefore may be used as potent inhibitors in the formulation of drugs for

inflammatory disorders.
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