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INTRODUCTION

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur
l'affinité entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou
inhibant l'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité
respective. C'est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées
sous le nom de "amarrage" ou "docking™ moléculaire ont été développées.

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de
docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, ou la plupart des
principes actifs sont de petites molécules appelés ligand qui interagissent avec une cible
biologique macromoléculaire d'intérét thérapeutique, généralement un acide nucléique ou une
protéique désigné par le terme récepteur [1].

Le but de cette étude est :

- De tester, dans un premier temps, la fiabilité de programme AutoDock utilisé dans cette
étude pour examiner les interactions protéine-ligand pour cela, nous suis de deux critéres :

- le RMSD (Root Mean Square Deviation) ou déviation de la structure du ligand donné
par docking par rapport a la structure existant dans la PDB (Protein Data Bank)

- le coefficient de corrélation observe par régression linéaire avec 1’ICso des ligands par la
littérature et leur énergie d’interaction obtenue par docking moléculaire avec I’enzyme SLOX.

- d’étudier dans un deuxiéme temps les mécanismes d’inhibition de la 5-lipoxygénase par
les méthodes de docking moléculaire.

Dans cette étude préliminaire, nous nous intéresserons uniquement aux mécanismes
d’interactions des deux inhibiteurs présentant la meilleure et la plus faible activité biologique
en vue de développer d’autres ligands de la 5-lipoxygénase davantage plus efficaces

Nous présenterons ce travail selon quatre chapitres. Dans le premier chapitre, nous nous
intéressons a ’apport de la modélisation moléculaire dans 1’étude des interactions protéine-
ligand. Le second concerne présentation de la 5-lipoxygénase ainsi qu’a ses inhibiteurs
connus a travers les articles. Nous présentons, dans le troisieme chapitre, les différents
matériels et méthodes utilisés dans cette étude. Enfin le dernier chapitre expose 1’essentiel de
nos résultats et une discussion.






CHAPITRE 1 : Docking moléculaire

1. Reconnaissance moléculaire

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec I’architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe

peuvent étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes.

Les états conformationnels choisis lors de 1’interaction ne sont pas nécessairement ceux de
plus basse énergie en solution, mais des états transitoires stabilisés par celle-ci. Les complexes
formés sont alors plus stables que les formes dissociées. Cette association intermoléculaire est
stabilisée par plusieurs effets et des liaisons non covalentes. Au niveau du processus
biochimique, elles s’expriment par différentes interactions : électrostatiques, hydrophobiques,

de Van Der Waals et des ponts hydrogéne [2].

Ces liaisons sont essentielles pour expliquer les propriétés des molécules biologiques. Du
fait de leur faible énergie (généralement comprise entre 4 et 30 kJ/mol), elles peuvent se
rompre et se rétablir trés facilement a la température physiologique, permettant ainsi des

interactions temporaires entre molécules [3, 4, 5].
1.1. Les forces de Van der Waals

Ces forces résultent de 1’interaction des nuages €lectroniques d’atomes ou de molécules
proches les uns des autres (figure.1). Pour des atomes distants de 3-4 A, I’énergie de liaison
est seulement comprise entre 0.4 et 4 kJ/mol. Les interactions de Van der Waals sont tres
faibles, mais dans le cas des macromolécules, leur nombre élevé va produire au total une

force importante [3, 4, 5].

High density High density
clouds clouds

Figure 1 : Les forces de Van der Waals



1.2. La liaison hydrogéene

Cette liaison, intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne li€¢ par covalence a un atome
électronégatif (le donneur D) est attiré par un autre atome électronégatif (I’accepteur A). Le
nuage ¢lectronique de l'hydrogéne est attiré par 1’atome donneur qui est relativement plus

¢lectronégatif que 1’atome d’hydrogéne créant ainsi une charge partielle positive sur

. & + & -, .
I'hydrogeéne : D-H""........ 4 (figure.2). Cette charge positive est attirée par
la charge partielle négative portée par 1’atome accepteur donnant ainsi naissance a une
interaction désignée par pont hydrogene, sa force est de I’ordre de 12 a 30 kJ/mol. Elle agit, a

trés courte distance (0,8 a 2,8 A°).

Les liaisons hydrogénes habituelles sont :

N—H-————— ™ O—H--————— N F—H-—————— ™
[} H [ O H O F H (-
MN—H=-=====- F O—H======- F F—H=-~—————- F

Les liaisons hydrogéne sont peu nombreuses et s’adaptent trés bien a la flexibilité (I’angle
peut varier de 120° & 180°). Elle est définie par ; la distance entre les deux atomes qui forment
la liaison covalente D-H de type 9, la longueur de I’interaction H...A et I’angle D-H...A [3,
4].

C—=0

Accepteur

Figure.2 : La liaison hydrogene.
1.3. L’effet hydrophobe

Les molécules ou groupes non polaires ne sont pas capables de former de liaisons
hydrogéne et ne peuvent donc pas s’hydrater : on les nomme pour cette raison substances
hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par
coalescence de facon a minimiser les contacts avec 1’eau (figure.3). La force des liaisons
hydrophobes est de I’ordre de 20 a 30 kJ/mol [3, 4].



Figure .3 : Interaction hydrophobe.
1-4. Interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dipOles chargés
(Figure4). La distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3,7 & 4,5 A, et sa force est
de I’ordre de 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d’cau.

Figure 4 : Interactions électrostatiques

2. Le Docking moléculaire

Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais) est le nom donné aux
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier

les modes d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur



macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molécule (ligand). Le

terme docking seul est couramment employer pour désigner un « docking protéine-ligand ».

[5].
3. Applications de docking:

Il y aau moins deux applications principales au programme de Docking. La plus
ancienne est la prédiction du mode d’interaction, qui consiste a déterminer le
positionnement correct du ligand par rapport a son récepteur. L’autre utilisation consiste a

optimiser des molécules ayant déja une activité avec le récepteur.

L optimisation de la structure de ligands déja connus peut avoir plusieurs raisons :
I"'amélioration de son affinité, de sa spécificité, de sa synthése ou encore de ses

propriétés ADME-T (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicite).[6]

Le docking moléculaire a été appliqué avec succes sur un certain nombre de cibles
thérapeutiques (protéines) dont la structure 3D en complexe avec le ligand a été
parallelement déterminée. Actuellement, un bon nombre de médicaments mis sur le marché
proviennent d’une conception rationnelle basée sur des stratégies de criblage virtuel comme

par exemple :

* Des inhibiteurs de 1’adose réductase: par recherche dans des bases de données de

composés [7].

* Un inhibiteur d’un élément de réponse de la trans-activation de la HIV-1 RNA: par

docking rigide et recherche dans des bases de données de composés [7].

* Un inhibiteur de la thrombine et celui de la glyceraldéhyde-3-phosphate dehydrogenase

: par docking sur des chimiotheques combinatoires [8].

4. Les outils du docking moléculaire

4.1 .Le récepteur

Les structures 3D que nous utilisons proviennent de la PDB («Protéine Data Bank », en
anglais), la plus grande archive de données structurales de macromolécules biologiques,
comme les protéines et les acides nucléiques (ARN et ADN). Cette banque de données a été

¢tablie en 1971 et contenait a 1’époque sept structures [9]. En avril 2011, plus de 72300



structures 3D, dont environ 67000 structures de protéines sont disponibles et accessibles
gratuitement. Elles ont été résolues pour la grande majorité par cristallographie aux rayons X
(un peu plus de 63000 structures) du fait que cette technique présente de nombreux avantages,
notamment celui de ne pas étre limitée par la taille de la protéine. L’étape limitant de cette
méthode se situe principalement au niveau de I’obtention de monocristaux diffractant a une
résolution suffisante. La RMN fournit, quant a elle, plus de 8800 structures contre seulement

360 dans le cas de la microscopie électronique [10].

De nombreuses informations associées a chaque structure sont accessibles a I’ensemble de
la communauté scientifique via la PDB par un serveur internet (http://www.rcsb.org/pdb/). On
peut y trouver la séquence correspondante, ses coordonnées atomiques, les conditions
expérimentales (par exemple, la résolution), des images 3D...etc. Cette base de données est
fiable car elle est vérifiée et maintenue par différents centres (RCSB, PDBj, MSD-EBI).

Les coordonnées atomiques des structures se trouvent dans un format de référence, appelé
pdb, lu par différents logiciels de visualisation, de modélisation, de criblage virtuel...etc.
Donc il suffit de consulter la PDB et d’inscrire le nom de la structure pour télécharger le

fichier du récepteur au format pdb indispensable a I’opération de docking moléculaire.

Le fichier pdb contient diverses informations sur la macromolécule telle que le nom du
récepteur, 1’équipe qui a résolu la structure, la méthode expérimentale, ...etc. On y retrouve
aussi des informations sur la structure primaire, les hétéro-atomes (ligand, métaux, résidus
modifiés, ...etc.), la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome dans une conformation donnée. Enfin, la
derniére section du fichier fournit des informations sur les connections chimiques entre les

atomes [9].

Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore disponible dans
cette banque de donnée et si cette derniere contient une protéine avec des séquences
similaires, il devient alors possible de construire la structure 3D la de la cible souhaitée, en

utilisant la modélisation par homologie [11].
4.2 Le(s) ligand(s)

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit
étre pertinent en raison de la speécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement
des molécules [12].



A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : La
premicre souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de structures

chimiques appelés chimiotheques ou espaces chimique [13].

Le second moyen consiste & utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a des
logiciels de construction moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybil pour ne

citer que ces exemples.
Un ligand peut étre :

1-Un substrat : molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de I’enzyme pour subir

une action :( décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation ...).
2- Coenzyme : molécule qui compléte ’action de certaines enzymes.

3-Activateur : composé chimique qui entraine un changement de conformation du site actif

de I’enzyme pour augmenter son affinité pour le substrat.

4- Inhibiteur : contrairement a I’activateur, ce type de ligand modifie la structure

¢lectronique du site actif diminuant 1’affinité de I’enzyme pour son substrat.
4.3 Un programme de docking moleculaire

Le docking moléculaire a pour objectif essentiels de prédire la conformation (position et
orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Initié au début des
années 1980, ce domaine s’est développé pour devenir, de nos jours, un outil incontournable

dans la recherche de produits biologiquement actifs [14.15].

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou
non) sont disponibles [1]. Les plus fréguemment cités sont respectivement: AutoDock [16],
GOLD [17], FlexX [18], DOCK [19] et ICM [20] (voir figure 5).
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Figure 5 : Comparaison des programmes de docking les plus cités [21].

Tableau 1 :Adresses des principaux programmes de docking moléculaire [22].

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

5. Principe théorique de docking

» La premicre (le docking) est I’étape de sélection, consistant & placer le ligand dans le

site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses)

possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les plus

favorables.




» La deuxieme (le scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’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 réponse parmi toutes celles proposees [23, 24].

Docking Scoring
—> e

Complete t AG

Receptewr

Figure 6 : Principe générale d’un programme de docking.
6. Algorithmes de docking

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

notamment des méthodes systématiques et des méthodes aléatoires ou stochastiques.
6.1. Méthodes systématique

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Entre les
points ou des rotations sont possibles, une ou plusieurs ancres sont définies. Dans un premier
lieu, un [19, 25] ou plusieurs [26, 27] fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein du
site actif et donc mis en interaction avec la cible, puis le ligand est reconstruit en plagant les
fragments flexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion Cette
méthode a été incorporée dans plusieurs programmes dont Dock [19], FlexX [25] et Surflex
[28].

6.2. La méthode stochastique

L’approche stochastique consiste a effectuer des changements aléatoires dans la structure

tridimensionnelle du ligand. Un des principaux algorithmes stochastiques est la méthode par



algorithme génétique. Cette méthode a été implémentée dans plusieurs programmes dont
AutoDock et GOLD [17].

7. Les fonctions de score

Les différentes fonctions de score implémentées dans les programmes de docking ont fait
I’objet de nombreuses publications [29] [30] [31]. Elles sont généralement classées suivant
trois catégories : les fonctions de score basées sur un champ de force, les fonctions de score
empiriques et celles basées sur des connaissances statistiques. Enfin, plusieurs fonctions de
score de nature différente peuvent étre combinées pour former des fonctions de score dites de

consensus.
7.1 Les fonctions de score basées sur un champ de force

Les champs de force dans leur forme standard évaluent la somme de deux énergies :
I’énergie entre atomes liés au sein d’'une molécule donnée (énergie interne) et I’énergie entre
atomes non-liés. Ce deuxiéme terme correspond au terme principal de I’énergie d’interaction
protéine-ligand dans le cas d’une application a un probléme de docking. La plupart du temps,
les fonctions de score basées sur un champ de force ne considérent qu’une conformation
donnée de la protéine. Ainsi, si ’on compare ’activité de deux ligands par rapport a cette
méme conformation, cela permet de faire abstraction du terme d’énergie interne de la protéine
qui s’annule dans I’expression de la différence d’énergie libre d’interaction entre les deux

ligands.

De telles fonctions de score présentent certaines limitations qui s’ajoutent a celles
induites par la représentation du systéme (p. ex. le non représentation explicite du solvant). En
particulier, les effets d’entropie, qui peuvent varier d’un ligand a I’autre pour un site actif
donné, aussi bien que pour un ligand donné d’un site actif a I’autre, ne sont pas pris en
compte. Seule la contribution enthalpique de I’énergie libre d’interaction est ainsi prise en

compte.

Les fonctions G-Score [32] (basée sur le champ de force de Tripos [32]) et celle
implémentée dans AutoDock [33] (basée sur le champ de force AMBER) sont des exemples

de ce type de fonction de score.



7.2. Les fonctions de score empirigues

Ce type de fonction de score approxime 1’énergie libre de liaison en sommant de fagon
pondérée différents termes d’interaction dérivés de parametres structuraux. Les différents
poids de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des données
expérimentales, telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de

complexes protéine-ligand.

La plupart des programmes de docking implémentent ce type de fonction de score
témoignant de leur efficacité (en terme de rapport précision/rapidité). Cependant, le principal
inconvénient de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées pour
les calibrer qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter leur transférabilité sur des
systemes différents. Parmi les principales fonctions de score empiriques, on peut citer :
LigScore [34].

7.3. Les fonctions de score basées sur des connaissances statistiques

Ces fonctions de score sont construites a partir de régles fondées sur une analyse
statistique des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. Elles partent du
principe que les distances interatomiques les plus représentées statistiguement dans les
complexes constituent des contacts énergétiques favorables et, qu’a ’inverse, les plus rares
représentent des interactions moins stables. Ainsi, leur paramétrisation dépend de la quantité
d’informations expérimentales disponibles et on doit leur apparition a la profusion de données
structurales accessibles dans des bases de donneées telles que la PDB. Comme exemple

populaire de ces fonctions de scores : DrugScore [35].
7.4. Les fonctions consensus

Ces fonctions hybrides combinent les résultats issus de diverses fonctions de score. On
estime qu’il est possible de compenser partiellement les faiblesses intrinseéques de chacune
des fonctions de score employées, évitant leurs erreurs individuelles et ainsi d'augmenter la
probabilité d’identifier des composés actifs [36]. Cependant, si les termes des différentes
fonctions de score sont fortement corrélés, I’intérét du consensus devient limité car il peut
entrainer une amplification des erreurs, au lieu de les atténuer. Ces fonctions consensus ont

récemment fait 1’objet d’une revue [37].






CHAPITRE 2 : La 5-lipoxygénase et ses inhibiteurs

1. La lipoxygénase

La lipoxygénase est un type de protéine enzymatique, dioxygénase non héminique, qui

catalyse I'oxydation des acides gras ou autres alcénes. Elle entre notamment en jeu dans le
métabolisme de [l'arachidonate (acide eicosatétraénoique) pour sa transformation en
eicosanoides linéaires : les leucotriénes (dans les leucocytes, les poumons, le ceeur, le cerveau
et la rate), qui sont impliqués dans les réactions d'anaphylaxie.ils sont largement représentées
dans le réegne animal et végétal [38]. Mais également chez les champignons et certaines
especes de bactéries. Elles sont constituees par une seule chaine polypeptidique dont la masse
moléculaire varie de 944 104 kDa. Pour cette raison des médicaments tentent d'étre mis au
point pour inhiber leur activité et réduire certaines réactions inflammatoires (asthme,

allergies...).

La dioxygenation de lipide (activit¢ dioxygenes) consiste a réaliser 1’incorporation
régiospecifique et stéréospécifiques de dioxygene (02) sur le system bis-allylique 1,4(Z, Z)-
pentadiéne d’un acid gras polyinsaturé pour générer 1’hydroperoxide diénique conjugué

correspondant [39].
2. L’enzyme 5-lipoxygénase

5-lipoxygénase (5-LO) est un membre dune grande famille d'enzymes, appelées
lipoxygénase, qui oxyde les acides gras polyinsaturés libres et estérifiés. 5-LO introduit
d'abord de I'oxygéne moléculaire au carbone actif 5 de I'acide arachidonique conduisant a la
formation de 5-hydroxy-peroxy-acide eicosatétraénoique (5 HPETE). Ce dériveé est instable et
va étre en réduit en acide 5-hydroxy-eicosatétraénoique (5 HETE), ou converti en leucotriene
(LT) A4. Cependant, LTA4 peut servir soit comme intermédiaire intracellulaire dans la
synthése de LTB4 et LTC 4, ou peut étre libéré a I'extérieur de la cellule et ensuite étre
absorbé par les cellules adjacentes dépourvues d'activité 5-LO, mais exprimant LTA4-
hydrolase et / ou LTC 4 synthase. LT et les dérivés cystéines de LT ont tous de fortes activités

pro-oxydant et pro-inflammatoire [40].
2.1 La structure

Il existe plusieurs structures de la lipoxygénase connus, y compris: la lipoxygénase
L1 et L3 de soja, la 8-lipoxygénase de corail, la 15-lipoxygénase de lapin et 5-lipoxygénase

humaine. La protéine est constituée d'un petit domaine de PLAT N-terminal et un domaine
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catalytique C-terminal principal, qui contient le site actif. Dans les deux enzymes de

mammiferes et de plantes, le domaine N-terminal contient une B-baril antiparalléle huit brins.

Figure 7 : Structure de la 5-lipoxygénase protéine d'activation.

Représentation de bande dessinée d'FLAP trimérique (code d'adhésion Protein Data
Bank, 2Q7R) avec chaque protomére colorée en rouge, bleu ou vert. FLAP est une protéine
transmembranaire qui est essentiel pour la biosynthése des leucotrien dans des cellules

intactes.

2.2 Expression génique
Contrairement aux autres génes LOX, qui se trouvent sur le chromosome 17 et ont une
taille comprise entre 7 et 21 kb [41], le gene de la 5-LOX humaine est localise sur le
chromosome 10. Il compte plus de 82 kb, avec 14 exons séparés par 13 introns. [42] Il
présente certaines caractéristiques des genes domestiques, a savoir pas de boite TATA et une
région riche en GC dans le promoteur. L’enzyme étant présente pratiquement uniquement
dans les cellules d’origine myéloide, il est clair que son expression est régulée de maniere trés

efficace et en fonction du type de cellule. [43]
2.3 Le site actif

Chez les lipoxygénases I'atome de fer établi quatre (4) liaisons, dont trois avec des
résidus histidine. Six histidines sont conservées dans toutes les séquences de la lipoxygenase

dont cing d'entre eux se trouvent groupés dans un trongon formé de 40 acides aminés.



Les deux hélices centrales longues se croisent au niveau du site actif. Deux cavités dans le
domaine majeur de la lipoxygénase de soja -1 (cavités | et Il) s'étendent a partir de la surface
vers le site actif. La cavité | en forme d'entonnoir fonctionne comme un canal de dioxygene.
La cavité Il étroite et longue est probablement une poche de substrat. L'enzyme de

mammiféere plus compact contient seulement une cavité en forme de botte (cavité I).
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Figure 8. Le site actif de 5-LOX.

Des cavités internes calculées avec CastP. (A) La cavité du site actif de la 15-LOX
(2POM) est en jaune. L'exercice liege 5-LOX est superpose a la cavité 15-LOX et branche
I'entrée. (B) L'orientation équivalente de la cavité du site actif de 5-LOX stable dans les roses.
(C)Acides aminés 5-LOX qui contribuent a la cavité du site actif, L'entrée dans cette cavité

nécessite un changement de conformation.
3. La voie métabolique de 5-LOX

La 5-LOX est, d'un point de vue biologique, la plus importante des LOXs. Elle est
impliquée dans la formation des leucotriénes (LTs). Le nom de ces médiateurs
proinflammatoires reflete d'une part, leur découverte dans les leucocytes et d'autre part, leur
structure caractéristique de triene conjugue. [44]

3.1. Biosynthese des leucotrienes

La 5-LOX est une enzyme bifonctionnelle. En effet, elle catalyse les deux premiéres
étapes de la biosynthese des LTs (Figure 9.) : dabord, I'oxygénation de I'AA menant au 5S-
HPETE et ensuite, la déshydratation de ce hydroperoxyde pour donner I'époxyde LTAA4.
[45.46]

A partir de cet intermédiaire instable, deux voies métaboliques sont possibles. D'une

part, le LTA4 peut étre converti en LTB4 par la LTA4 hydrolase [47]. D'autre part, il peut



étre conjugué au tripeptide glutathion par la LTC4 synthase pour donner le LTC4. Celui-cCi
peut ensuite, étre métabolisé en LTD4 par clivage de I'acide glutamique par la y- glutamyl-
transférase. A son tour, le LTD4 peut étre converti en LTE4 suite a I'élimination de la glycine
par une dipeptidase. Ces composeés LTC4, D4 et E4 sont également appelés cystéinyl- ou

peptido-LTs.

Diacylglycerol or phospholipid

Phospholipase A, ———
2
Arachidonic acid

5-lipoxygenase
FLAP — @

Y

5-hydroxy-peroxy-eicosatetraenoic acid (SHPETE)

W

5-hydroxy-eicosatetraenoic acid (SHETE)

W

Leukotriene A4 —> Leukotriene B4
Glutathione-S-transferase ——>

A4
Leukotriene C4

Figure 9 : biosynthese de Leukotriene.

Figure 10 : Structure de leucotriéne.



3.2. Distribution tissulaire des enzymes impliquées dans cette voie

Au contraire des prostanoides, les LTs sont synthétisés de maniere préponderante par les
cellules inflammatoires, comme les leucocytes polymorphonucléaires, les macrophages et les
mastocytes. Cependant, celles-ci, selon leur équipement enzymatique, n'expriment pas tous
les composants de cette voie.

La 5-LOX est spécifiqguement exprimée dans les cellules d'origine myeéloide comme les
leucocytes polymorphonucléaires, les macrophages, les monocytes, les mastocytes, les
éosinophiles, les basophiles et les lymphocytes B. [48]

La LTA4 hydrolase, par contre, est plus largement distribuée : on la retrouve dans
I'intestin, la rate, les poumons, mais aussi au niveau du sang dans les neutrophiles, monocytes,
lymphocytes et érythrocytes.

La LTC4 synthase possede également une large distribution. Elle est présente dans
les myélocytes, mastocytes, éosinophiles mais également dans les cellules endothéliales,
plaquettes et cellules musculaires lisses. Cette large répartition permet la production de LTs a
partir de cellules qui nepossedent pas la 5-LOX et ce, par un métabolisme transcellulaire.
[49] En effet, a condition que le substrat LTA4, fourni par les cellules possédant la 5-LOX,
soit disponible dans le liquide extracellulaire, il peut étre exporté vers d'autres cellules
possédant les enzymes capables de le métaboliser. Ainsi, le LTA4 produit en excés dans le
milieu extracellulaire par les leucocytes polymorphonucléaires peut étre métabolisé en LTB4
au niveau des érythrocytes par la LTA4 hydrolase ou encore en LTC4 dans les cellules
endothéliales par la LTC4 synthase. (Figure 11).

Leucocyte polymorphonucléaire
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- non-enzymatique
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Cellule endothéliale

Figure 11. Métabolisme transcellulaire du LTA4 a partir d’un leucocyte

polymorphonucléaires.



4. Les inhibiteurs de la 5-lipoxygénasef

4.1 Inhibiteurs redox ou antioxydants

Les inhibiteurs redox de la 5-LOX sont généralement de petites molécules aromatiques
mono- ou polycycliques (de type catéchol, quinone, phénol, etc.). Il est difficile de définir des
relations structure-activité pour les nombreuses familles existantes. Toutefois, en plus de leur
faible potentiel redox, la lipophilie est une caractéristique importante pour leur activité
inhibitrice. [50] Ces agents, réducteurs a un électron, entrent en compétition avec I'AA pour
occuper le centre catalytique (I'atome de fer). Ils peuvent alors agir comme un substrat
alternatif pour la 5-LOX et étre oxydés par un transfert radicalaire, convertissant de ce fait
I'atome de fer activé (Fe®") en Fe**inactif. 1ls détournent donc I'enzyme de sa tache normale.
[51]

Nom Structute Activite
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Figure 12 : structure et 1Cso de NDGA et Bis-catéchol (inhibiteur redox).

4.2 Inhibiteurs chélateurs du fer

La conception d'inhibiteurs capables de chélater I'atome de fer présent au sein de la 5-
LOX s'est avérée étre une démarche intéressante. De nombreux inhibiteurs de la 5-LOX ont
présenté, dans un premier temps, une fonction acide hydroxamique, un des ligands de métaux
les plus puissants. [52] Bien que ces composés possedent un pouvoir inhibiteur important in
vitro, le groupement hydroxamate est rapidement hydrolysé in vivo pour donner le
carboxylate correspondant inactif. [53] Dans le but de réduire ce métabolisme hydrolytique,
des modifications structurales importantes ont été effectuées : la substitution d'un groupement
lipophile R2 sur I'nydroxylamine a conduit aux acetylhydroxamates (type B).
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Figure 13 : acide arylhydroxamique et leur 1Csp.

Ces composés présentent encore, malgré tout, des problemes de métabolisation in vivo,
notamment de glucuronidation. D'autres études ont conduit a lidentification des N-

hydroxyurées, plus stables du point de vue métabolique [53].

Parmi celles-ci, le zileuton (Figure 14) est le premier inhibiteur sélectif de la 5-LOX mis
sur le marché. 1l est indiqué dans le traitement de I'asthme chronique. Il présente cependant
certains effets indésirables, notamment une toxicité hépatique. Des analogues du zileuton,
possédant de meilleures propriétés pharmacocinétiques, ont été synthétisés, dont I'ABT-761,
actuellement en essais cliniques de phase Ill, pour le traitement de la bronchoconstriction
dans l'asthme. [54].

HC.; NH,
Sava
N 0
S CH,
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ICso (5LOX) =700 Nm

Figure 14 : structure de zileuton (inhibiteur chélateurs du fer).

4.3. Les inhibiteurs non-redox

Compte-tenu de la toxicité que peut apporter 1’utilisation des inhibiteurs 5-LO congus
jusqu’ici, la firme pharmaceutique Astra Zeneca a entrepris des plans de recherche structure-
activité dans le but de decouvrir des inhibiteurs ciblant le site actif de la 5-LO et dépourvus de
propriétés redox ou chélatrices de fer [55]. De ces études, d’importantes RSA émanérent et
représentent, a 1’heure actuelle, un accomplissement majeur dans le design de novo

d’inhibiteurs 5-LOX.



Le meéthoxyethylthiazole (ICso 5-LOX) = 0,40 uM) représentait alors un « hit » a
développer pour le design de nouveaux chefs de file. Son évolution s’cffectua étape par étape
a travers des séries d’éthers et d’esters [56] pour aboutir a un dérivé

méthoxytétrahydropyranne

Tableau 2 : Méthoxyéthylthiazole et son évolution.
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Par la suite, en ciblant une alternative plus soluble que le groupe naphtyle, et bloquant un site
potentiel de métabolisme par un fluor, I’exploration aboutit en I’inhibiteur achiral sélectif et

oralement actif le ZD-2138 [56] (tableau 3).

Tableau 3: Structure et IC5y de ZD-2138.
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i
7
o L \ \\"‘—__0
/[f ‘\J//\\ / \‘0‘/ \// \T —\\ CIH] (5'L0) o m nM
NN OMe sang total humain

Me
4.4 Classes d’inhibiteurs mixtes

Comparée a des inhibiteurs simples, cette classe d’inhibiteurs mixtes dispose de
I’avantage d’une action anti-inflammatoire associée a une réduction d’effets indésirables

[57]. Ces molécules n’ont pas encore été utilisées pour le traitement de patients atteints d’un



cancer, car I’inhibition simultanée de 5-LO et de COX2 doit pouvoir empécher la production
d’eicosanoides mitogénes et pro-anxiogenes tels que PGE2, 5-0x0-ETE, 5(S)-HETE et LTAA4.
Une difficulté dans la conception de tels inhibiteurs est de trouver une équipartition du
potentiel inhibiteur envers ces deux enzymes afin de ne pas favoriser une voie contrélant la

cascade de I’AA par rapport a 1’autre [58].

Tableau4 : structures et activité des inhibiteurs mixtes.
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4.5 .D’autres inhibiteurs de SLOX

Tableaux 5 : quelques inhibiteurs de la 5-lipoxygénase.
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CHAPITRE 3 : Matériels et méthodes

1. Matériels

La manipulation du docking moléculaire nécessite I’utilisation des outils suivants :

1.1Micro-ordinateur

Dans cette étude, nous avons utilisé un micro-ordinateur ayant un processus de 2.40
GHZ Intel Core 15 et une mémoire vive de 4 Go, sous le system d’exploitation Windows
7. 32 bits version 2010.

1.2Programmes

1.2.1 AutoDock

La version la plus récente d’AutoDock 4.2.2.5, est utilisé sous le systéme d’exploitation
Windows 7.

L’AutoDock est un program de docking moléculaire qui est constitué d’un ensemble de
trois sous-programmes destinés a prédire la conformation la plus favorable d’un ligand au sien
de son récepteur .le test des paramétres déterminant les propriétés du ligand qui est réalisé
avec le sous-programme AutoTors .Le sous-programme AutoGrid effectue, de son coté, le
calcul des différentes grilles de potentiel .Enfin ,le sous programmes AutoDock réalise les
calculs d’amarrage moléculaire parfaitement .Nous utilisons également ’interface graphique
« ADT » (AutoDock Tools) version 1.5.6 pour visualiser la localisation précise de I’espace a

I’intérieur du quel vont se faire les calculs.
1.2.2 Titan

Permet de construire et de minimiser 1I’énergie des structures tridimensionnelle (3D) des

inhibiteurs de 5-lipoxygénase obtenus a partir de la littérature.

2 Méthodes

2.1. Préparation du récepteur

Le fichier du récepteur utilisé par AutoDock doit étre sous format mol2 ou pdb. En
consultant la banque PDB, il est possible de télécharger le fichier du récepteur, I’enzyme

5LOX dans notre cas, dans le format pdb .Parmi les deux complexes proposés par la PDB,



nous avons choisi le code 2Q7M, car il s’agit d’une structure correctement définie avec une
résolution de 4.25 A [7].

Avant son utilisation par AutoDock, le complexe 2Q7M est séparé de son ligand afin
d’obtenir un récepteur avec un site actif libre. Le récepteur est ensuite préparé en definissant
les charges partielles de ses atomes par l'intermédiaire du sous-programme AutoTors qui
attribue des charges de type "Kollman" calculées avec le champ de forces empirique Amber
[59]. Il est aussi nécessaire de rajouter a ce récepteur les hydrogénes dits polaires ¢’est a dire
« essentiels ». Le fichier de la protéine ainsi préparée est converti par AutoDock au format
pdbg qui correspond aux données des charges. Enfin, On intégre dans ce fichier les
parametres de solvatation des atomes avant de 1’enregistrer dans le format pdbqt (format

propre a AutoDock).

2.2. Préparation des ligands

Les ligands utilisés dans ce travail sont dessinés avec le logiciel Titan, en tenant compte
de I’état d’hybridation de chaque atome et du type de liaison simple, double ou triple. Une
¢tape d’optimisation de la géométrie devient alors nécessaire. Pour cela, nous avons appliqué
la méthode semi-empirique Austin Model 1 (AM1) [60]. Les molécules ainsi obtenues sont

enregistrées au format pdb.

La phase finale de préparation du ligand est réalisée par le sous-programme AutoTors.
Ce dernier & pour réle de contrdler les mouvements du ligand, en définissant les atomes
aromatiques, les liaisons flexibles et les angles de torsion. La molécule finale est enregistrée

dans le format pdbqt avant son utilisation par AutoDock 1.5.6.
2.3. Calcul des grilles de potentiel

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de 1’énergie du systeme, le récepteur 5LOX
(2Q7M) est plongé dans une grille tridimensionnelle englobant largement le site actif de la
protéine étudiée et permettant la libre rotation du ligand dans ce site. Le centre de cette boite
est déterminé par les coordonnées X = 64.002, Y = 57.629 et Z = 39.286 avec les
dimensions40*40*40 A3 (figure 15). L’espacement ou la maille de la grille est fixé par défaut
40.375 A (correspondant au quart de la longueur d’une simple liaison C-C). La boite est alors
centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la taille de touts les ligands
¢tudiés. L’ensemble de ces instructions sont sauvegardées dans un fichier texte de

paramétrage avec I’extension gpf (Grid Paramétres File)



Figure 15: Position de la boite d’amarrage dans le site actif de la 5LOX.

L’étape suivante du programme AutoDock 1.5.6 consiste a exécuter les instructions
contenues dans le fichier gpf grace au sous-programme AutoGrid. Il s’agit de calculer
I’affinité entre les différents types d’atomes de la protéine (C, H, O, N et S) et le ligand. Les

résultats sont générés dans un fichier texte avec 1’extension glg.

2.4. La recherche des solutions d’amarrage

Le mode de fonctionnement d’AutoDock consiste a faire varier les différentes positions
du ligand (axes de translation, de rotation et angles diedres) a l'intérieur de la boite. Il utilise
les grilles de potentiels pour calculer I'énergie d'interaction entre le ligand en une position
donnée et la macromolécule. Cette methode permet de calculer tres rapidement I'énergie
d'interaction ligand - récepteur car les potentiels sont pré-calculés, bien entendu, par le sous
programme AutoGrid. [7]

L’étape de docking moléculaire est réalisée grace au sous-programme AutoDock 4. I
recherche les solutions d‘amarrage en fonction des parametres suivants qu’il retrouve dans le
fichier dpf (Dock Paramétres File). [7]

* les noms des fichiers contenant le ligand et les grilles de potentiels a utiliser.

* |’¢état initial du ligand (position, orientation et conformation aléatoire ou précisée).
» La méthode de recherche a utiliser avec les parametres associés.

Dans notre étude, nous avons utilisé I’AGL avec les parametres suivants :

* La taille de la population (150).

* Le nombre maximum d’évaluations d’énergie (2500000).



* Le nombre maximum de générations (27000).

* Le niveau de sélection ¢€litiste: le nombre des meilleurs individus qui survivent
automatiquement a la génération suivante. La valeur standard est 1.

* Le taux de croisement (0.8).
* Le taux de mutation (0.02).

* Le nombre de cycles a exécuter, c'est-a-dire le nombre de solutions souhaitées (10).

2.5. Analyse des résultats

Les résultats de docking effectués par le sous-programme AutoDock 4 sont générés dans
un fichier texte avec I’extension dlg (format propre a AutoDock). Ce fichier fournit les
coordonnees atomiques des 10 meilleurs positions du ligand dans le site actif de I’enzyme
étudié, leur énergie d’interaction ainsi que les Ki correspondants et enfin les différentes

valeurs de I’écart quadratique moyen (Root Mean Square Déviation ou le RMSD).






CHAPITRE 4 : Résultats et discussions
1 . Fiabilité de programme utilisé :
1.1 RMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste & déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacit¢ d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugé au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD 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 [61, 62].

Le test sur la fiabilité du logiciel utilisé a été réalisé sur 11 0 complexes. Toutes les
valeurs de RMSD < 2 A sont considérées comme positives. Dans le graphe suivant, les

résultats sont donnés en pourcent (%), pour le programme AutoDock.

RMSD

. W24.54% >2 A

m75.46%< 2 A

Figurel6 : Résultat du RMSD en (%) obtenus par AutoDock.

D’aprés les résultats du graphe, nous remarquons que le programme AutoDock reproduit
bien les données expérimentales .En effet, 75,46% des valeurs de RMSD sont inferieurs a
2A suivant les travaux de Chikhi A, Bensegueni A [61, 62], ces résultats apportent la preuve

de la fiabilité de programme AutoDock



1.2 L’analyse visuelle

L’analyse visuelle faisant suite au test RMSD est aussi une étape essentielle pour juger

la performance du programme AutoDock

Les résultats de docking des trois complexes, le 2X8Z (le meilleur), le 1UZE
(I’intermédiaire) et le 3QCG (le plus mauvais), sont montrés dans les figures suivantes.
La meilleure conformation du ligand générée par le docking (colorée en vert) est

superposée a la pose expérimentale du ligand de référence (colorée en move ).

.

Figure 17 : Superposition du ligand X8Z du complexe 2X8Z donné par rayons-X (coloré en
move) et par docking moléculaire (coloré en vert) avec AutoDock

Figure 18 : Comparaison des géométries de I’inhibiteur EAL du complexe 1UZE données
par rayons-X (coloré en move) et par docking (coloré en vert) avec AutoDock



Figure 19 : Comparaison de la géométrie de BNX1 du complexe 3QCG donnée par rayon-X
(coloré en move) avec celle obtenue par docking moléculaire (coloré en vert) .

Dans le premier cas, avec un RMSD de 0.27 A, la superposition de la
conformation optimale du ligand obtenue par docking moléculaire avec la géométrie du
méme ligand donnée par diffraction des rayons-X est maximale; dans le deuxiéme cas,
avec un RMSD de 1,95 A, elle I’est moins; alors que dans le troisiéme cas, avec un RMSD

de 6.94 A elle ne I’est pas du tout.
1.3 Le coefficient de corrélation

L’analyse par régression linéaire a été réalisée sur 25 inhibiteurs de la 5-lipoxygénase
dont I’activité biologique a déja été testée (ICsp). Le coefficient de corrélation montre le degré
de relation linéaire entre 1’énergie d’interaction obtenue par docking moléculaire avec
AutoDock et les ICsy déterminées expérimentalement. Les résultats obtenus sont présentes

dans le tableau 6.



Tableau 6 : résultat de I’analyse entre les énergies d’interactions de 25 inhibiteurs de la
5LOX et leur activité biologique (log ICxp).

Inhibiteur ICs5 log ICs Energie
(nM) d’interaction
(Kcal/Mole)
2Q7R 1,6 0,20 -5 ,42
2 TED 90 1,95 -4,03
Trypthanthrine 150 2,17 -4,99
Tepoxaline 1700 3,23 -4,64
ALIOX 18 3 0,47 -5,51
Baicalein 9500 3,97 -3,90
Bis-catéchol 800 2,90 -3,78
Acide caféique 3700 3,56 -3,08
CDC 15 1,17 -3,98
Acide arhylhydroxamique 22 1,34 -5,03
U 73122 30 1,47 -5,11
ZD 2138 20 1,30 -5,76
CJ-13610 7 0,84 -4,65
Curcumin 8000 3,90 -4,27
Gossypol 300 2,47 -3,91
Zileuton 700 2,84 -4,32
Ketaminazole 700 2,84 -4.42
Licofélone 210 2,32 -4,42
Meéthoxybutylmétyléther 400 2,60 -4,17
Methoxyéthylthiazole 400 2,60 -4,57
Méthoxytétrahydrofuranne 700 2,84 -5,20
Meéthoxytétrahydropuranne 70 1,84 -5,11
NDGA 200 2,30 -3,42
S-2474 2500 3,39 -3,26
Tenidap 30000 4,47 -4,12
0
J) ] ) 3 4 >
e -1
2
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g g B 3 **
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Figure 20 : Corrélation entre 1’activité biologique (Log ICso) de 25 inhibiteurs et leur énergie
d’interaction avec la 5-LOX par AutoDock.



Le coefficient de corrélation calculé a partir du graphe est égal a 0,60, celui-ci permet de dire
que 1’énergie d’interaction et le log IC 50 sont fortement corrélés et qu’ AutoDock représente

un outil de choix par prédire les potentialités biologiques d’une structure moléculaire donnée.
1.4 Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus avec le RMSD, I’analyse visuelle et le coefficient de
corrélation linéaire, nous pouvons conclure que le programme AutoDock est hautement
performant qu’on peut l'utiliser sans trop risque d’erreurs, pour générer par simulation in

silico des inhibiteurs de la 5-lipoxygénase.

2. Etude des interactions de I’acide caféique et de ZD 2138 avec la 5-
lipoxygénase.
2-1 Regle de Lipinski
La regle de 5 de Lipinski [63] est en relation directe avec les propriétés biologiques
d'absorption, de digestion, de métabolisme et d'excrétion (ADME) éventuelles des molécules
étudiées, repose sur cing propriétés physico-chimiques a savoir :
- Un poids moléculaire (PM) maximum de 500g/mol
- Un maximum de 5 liaisons H-donneurs (DH) (OH ou NH)
- Un maximum de 10 liaisons H-accepteurs(AH) (O ou N)
- nombre de liaisons retables (LF) <15
- Un coefficient de partition octanol / eau "logP" ou une lipophilie <5.

Le tableau suivant présente les résultats de la régle de Lipinski appliquée sur 1’acide
caféique et le ZD 21387.

Tableau 7: Résultats de la regle de Lipinski sur les deux composes.

L’acide caféique Le ZD 2138
PM 180 397,446
DH 3 0
AH 4 5
LF 2 5
Log P 0,941 3,794

Ces parametres ont été calculés en utilisant le serveur molinspiration [64].

PM = Poids Moléculaire, DH = Donneur d’Hydrogene (OH et NH), AH = Accepteur
d’Hydrogene (O et N), LF = Liaison Flexible, LogP =coefficient de partition Eau/octanol.




D’apres le tableau les deux composés répondant parfaitement aux critéres de la regle de
Lipinski.

2.2 Interactions acide caféique — 5-lipoxygénase

L’acide caféique est le mauvais inhibiteur de la 5-lipoxygénase parmi les 25 inhibiteurs

utilisé dans notre étude.

Le docking de I’acide caféique dans le site actif de la 5-lipoxygénase donne une énergie
d’interactions égale -3,08 Kcal/Mole .Nous avons fait appel a I’interface graphique ADT de
programme AutoDock pour visualiser et analyser le nombre et le type de liaisons formant le
complexe acide caféique—5LOX.

L’analyse visuelle montre que le complexe formé entre la 5-lipoxygénase et le ligand
(acide caféique) est stabilisé par des interactions hydrophobiques avec les résidus Val20,
Asn23, GIn22, Gly24, Phe25, Phe28, Ala27, Glu3l. Le ligand est stabilisé aussi par trois
liaisons hydrogene dont la premiére a lieu entre la fonction amine de His28 et ’oxygene du
ligand séparé par une distance de 1,895 A (His28 ....O-ligand). Les 2 autres liaisons
hydrogéne sont mises en place entre 1’oxygeéne de résidu Val21 et les fonctions hydroxyles du
ligand (Val21=0 ...O-ligand ; distance =1,921A), (Val21=0...0-ligand ; distance =1,796)
(voir figure 21).

Figure 21: Mode de liaison de 1’acide caféique avec le site actif de 5-LOX.



2.3 Interactions ZD 2138 — 5-lipoxygénase

Le ZD 2138 est le meilleur inhibiteur de la 5-LOX avec une énergie d’interaction égal -
5,76 Kcal/Mole et une valeur de 1’ICs égal 20 Nm.

Le complexe ZD2138--5-LOX est stabilisé par une liaison hydrogene formée entre la
fonction amine du résidu Asn23 et I’oxygéne de ZD 2138 (Asn23NH ...O-ligand) séparées
par une distance de 2.040 A .Le ligand est stabilisé aussi par des interactions hydrophobiques
avec les résidusVal20, Val21, Val61, GIn22, Phe25, His28, Ala2 (voire figure 22).

Figure 22 : Mode de liaison de ZD 2138 avec le site actif de 5-LOX.

3. Substitutions de P’acide caféique et le ZD 2138

Dans le but de developper de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de la 5LOX, nous
avons utilisé comme structure de départ, le mauvais et le meilleur inhibiteur parmi les 25

inhibiteurs étudiés : 1’acide caféique et le ZD 2138.

Afin d'améliorer l'affinité de ces deux inhibiteurs, plusieurs groupements fonctionnels
présentant la capacité d'engager des liaisons hydrogene avec le site actif de I'enzyme ont été
introduits sur différentes positions de la molécule comme le cycle de benzene et des fonctions
alcool (-OH); acide (-COOH) et amine (-NH2) (voire figure 23 et 24).
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Figure 23 : structure de I’acide caféique avec les nouvelles substitutions.
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Figure 24: structure de ZD 2138 avec les nouvelles substitutions.



Tableau 8 : Résultats de la substitution a partir de 1’acide caféique et de ZD 2138.

La molécule de départ Acide caféique | ZD 2138

Numéro de composé Energie d’interaction Kcal/Mole

1 -3,28 -5,32
2 -3,48 -5,09
3 -3,59 -4,89
4 -3,09 -5,29
5 -3,40 -5,34
6 -3,74 -5,52
7 -2,95 -5,15
8 -2,72 -5,58
9 -4,79 -4,81
10 -3,74 -3,93
11 -4,77 -4,61
12 -5,04 -4,97

Les résultats du tableau montrent que :

Parmi les différentes substitutions réalisées sur 1’acide caféique seuls les composés 7et 8
ont présenté une énergie d’interaction inférieure de la molécule de départ (acide caféique) qui
est de -3,08 Kcal/mol, par ailleurs le composeé 12 donner une meilleure énergie d’interaction

qui égal -5,04 Kcal /mol.

Pour les substitutions de ZD 2138 tous les composés donnes une énergie d’interaction
inférieur a la molécule de départ, le composé 8 donnes une énergie d’interaction égal a -5,58

Kcal/Mole, cette énergie est proche de -5,76 Kcal/Mole (énergie d’interaction de ZD 2138).
3.1 Etude du composé 12 (Ia molécule de départ I’acide caféique)

Le complexe formé entre le composé 12 et le site actif da la 5LOX est stabilisée par
cing liaisons hydrogene, la premier liaison hydrogéne formé entre le hydroxyle de composé
12 (ligand) et I’oxygéne du résidu Gly24 avec une distance égal 2,046 A (ligand-OH...O-
Gly24 ; d=2,046), la deuxiéme formé entre 1’oxygéne de ligand et la fonction amine du résidu
His28 (ligand-O ...NH-His28 ; d=2,063), la troisieme liaison est formé entre la fonction
hydroxyle de ligand et 1’oxygéne du résidu Ala27 (ligand-OH ...0-Ala27 ;d=1,874) \la
quatrieme et la cinquiéme formé entre la fonction amine de ligand et les deux oxygene du
résidu Glu3l ( ligand-NH...O-Glu31 ; d=1,912) et ( ligand-NH...O-Glu31 ; d=1,986).Enfin
le composé 12 est stabilisee par des liaisons hydrophobique formée par les résidus
Phe25 ,Val30 .(voir figure 25).



Figure 25 : Mode de liaison de composé 12 avec le site actif de 5-LOX.

3.2 Etude de composé 8 (la molécule de départ le ZD 2138)

La visualisation des interactions entre le composé 8 (ligand) et le site actif de 5LOX
montre une liaison hydrogéne formée entre I’oxygeéne de ligand et la fonction amine du résidu
His28 sépare avec par une distance 1,842 A (ligand-O...HN-His, d= 1,842 A).le composé est
stabilisé egalement par des interactions hydrophobiques par les résidus Val21, Gly24, GIn22,
Phe25, Ala27, Glu31, Val30.

Figure 26 : Mode de liaison de composé 8 avec le site actif de 5-LOX.



4. Application de la regle de Lipinski sur le composé 12 et le composé 8

Tableau 9: Résultats de la régle de Lipinski sur les deux composes (12 et 8).

Composé 12 Composé 8
PM 296 ,367 425,485
DH 8 4
AH 6 8
LF 4 6
Log P 0,743 2,884

Ces parametres ont été calculés en utilisant le serveur molinspiration [64].

PM = Poids Moléculaire, DH = Donneur d’Hydrogéne (OH et NH), AH = Accepteur
d’Hydrogene (O et N), LF = Liaison Flexible, LogP =coefficient de partition Eau/octanol.

D’apres Lipinski, tout les composés ne validant pas au moins trois des ces condition sont
susceptibles de poser des problémes d’absorption par voie orale [63]. A 1’exception que les
groupements donneurs d’hydrogene un peu plus élevé au composé 12, les composés 12 et 8
répondent parfaitement aux autres criteres de la regle de Lipinski. En se référant
particulierement a leur coefficient de partition eau / octanol, parfaitement dans les normes, il
apparait que ces inhibiteurs peuvent se dissoudre trés facilement dans les phases aqueuses de

I’organisme et traverser les membranes lipidiques pour parvenir jusqu’a leur lieu d’action.







Conclusion et perspective

Ce travail avait pour but essentiel de nous initie aux outils de la simulation informatique, en
particulier le docking moléculaire par AutoDock afin de rechercher de nouveaux inhibiteurs

de la 5-lipoxygeénase .Pour atteindre cet objectif nous avons realisé plusieurs étapes :

A/- premiere étape : constituant la vérification de la fiabilité du programme AutoDock par

I’application de trois tests.

Le premier : test RMSD (Root Mean Square deviation), c'est-a-dire 1’écart quadratique moyen
entre la conformation du ligand calculé par docking vis-a-vis de la structure cristalline du

ligand donnée expérimentalement.

Sur I’ensemle des 110 complexes pris arbitrairement de la PDB aprés simulation par
AutoDock 75,56 % ont présenté un RMSD inférieur & 2 A, donc une preuve significative de la

performance du programme AutoDock.

Le deuxieme Test : I’analyse visuelle de composés issus de la simulation, ont monté des
différents cas entre la conformation de la structure simulée par AutoDock et elle obtenue par

cristallographie.

Le troisieme test : analyse par régression linéaire de 25 inhibiteurs de la 5-lipoxygénase avec

des ICs connus donne un coefficient de corrélation favorable égal 0,60.

Ces différents tests, ont permis de conclure que le programme AutoDock 4.2.2.5 est fiable et
peut étre utilisé en tout confiance pour la simulation des interactions des inhibiteurs de la 5-

lipoxygénase.

B/- deuxiéme étape : Dans la perspective de développer de nouveaux inhibiteurs plus affins et
plus sélectifs de la 5-LOX, nous nous sommes servis deux inhibiteurs parmi les 25 étudiés
plus haut. Le docking moléculaire avec AutoDock nous a permis de calculer leur énergie
d’interaction qui révele que I’acide caféique est le mauvais inhibiteur avec une énergie
d’interaction égale a -3,08 Kcal/Mole, et que le ZD 2138 et le meilleur inhibiteur de la 5-
LOX. Avec une énergie d’interaction égale a -5.76 Kcal/Mole.

C/- troisieme étape : nous avons tenté de développer de nouveaux inhibiteurs en prenant

comme structures de départ 1’Acide caféique et le ZD 2138. Afin d'améliorer I'affinité de ces



deux inhibiteurs, plusieurs groupements fonctionnels présentant la capacité d'engager des

liaisons hydrogéne avec le site actif de I'enzyme ont été introduits sur différentes positions.

Les résultats des différentes substitutions montre est que le composé 12 résultant de la
substitution de I’acide caféique présente une nette amélioration de son énergie d’interaction
qui passe de -3,08 Kcal/mol a -5.04 Kcal/Mole, contrairement a la substitution de ZD 2138
que ne présente aucune amélioration de 1’énergie d’interaction, dons seul le composé 8 donne

nue énergie proche de le ZD 2138 égale a -5,58 Kcal/Mole .

Enfin, I’application de la régle de 5 de Lipinski nous renseigne de manicre positive sur les
propriétés ADME du compose 12 qui se présente comme 1’inhibiteur le plus actif vis-a-vis la
5-LOX.

Comme perspectives d’avenir, des tests in vitro et/ou in vivo de I’activité biologique de
I’inhibiteur 12 sont recommandés pour compléter les résultats théoriques et vérifier

I’efficacité de 1’approche in silico.
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Annexe 1

Tableau : liste de 110 complexes utilisés pour tester le programme de docking avec le RMSD

Numero de Code PDB RMSD Numeéro de Code PDB RMSD
complexe complexe

1 1INQ 1.71 56 2XT7T 1.36
2 1IN8Q 1.03 57 2X7U 1.10
3 INO3 0.41 58 3S7S 0.34
4 2Q7M 2.71 59 4GL5 0.49
5 2Q7R 2.09 60 4GL7 0.56
6 3RED 0.86 61 3VLL 0.59
7 2JFH 3.36 62 1EQG 9.03
8 3RUX 1.36 63 1EQH 8.82
9 2WJP 0.88 64 1HTS 1.83
10 3VviC 2.94 65 1HT8 16.28
11 3VT7R 2.46 66 4017 1.39
12 3V7S 1.81 67 1CX2 14.14
13 3V8K 0.50 68 1IGX 3.31
14 3V8L 0.78 69 2AW1 1.01
15 3ZM5 0.58 70 3HS6 1.82
16 3ZM6 0.62 71 3LN1 18.84
17 4EEQ 0.63 72 3LNO 0.96
18 4GLW 2.44 73 3MQE 3.07
19 4GLX 0.66 74 3NT1 0.74
20 4JSC 0.99 75 3PGH 14.22
21 4KK8 1.72 76 3Q7D 0.89
22 1K8Q 1.39 7 3QMO 2.26
23 1RAZ 2.60 78 3RR3 0.65
24 1R50 1.58 79 4COX 15.60
25 2NW6 1.46 80 4FM5 1.15
26 3ICW 1.17 81 4Lz 0.65
27 4GXN 2.75 83 4M10 16.27
28 4L1P 0.99 83 4M11 1.02
29 2DJF 5.15 84 4DPR 0.49
30 3G0C 0.72 85 4GAA 1.46
31 3G0D 0.66 86 4JE2 3.58
32 3NOT 0.62 87 40K3 0.50
33 3QBJ 1.83 88 1AQ1 1.17
34 4G1F 0.38 89 1EV1 1.02
35 3E7A 1.03 90 1GIH 1.07
36 3PGL 3.89 91 1QIT 1.12
37 3QCG 6.94 92 1A9M 1.98
38 3QCJ 1.32 93 1B6J 1.55
39 3QCL 0.60 94 10BR 1.89
40 4J51 1.68 95 2BE2 0.82
41 105A 1.39 96 3IVY 1.22
42 105C 1.57 97 30XX 1.96
43 105E 0.97 98 1IKV 0.55
44 105F 1.37 99 1EC2 1.46

o
o

JAVAN) 4.17 100 1KC3 1.66



46 1VIK 3.41
47 3BKL 1.77
48 3BKK 1.44
49 2X94 0.80
50 2X93 0.66
51 2X91 2.38
52 2X8Z 0.27
53 1UZE 1.95
54 2JFF 1.45
55 2X7S 6.36

Annexe 2 Format gpf de complexe 2Q7M

npts 40 40 40

gridfld 2Q7Rprot.maps.fld
spacing 0.375

receptor types A C HD N OA SA
ligand types A C I NA OA N
receptor 2Q7Rprot.pdbgt
gridcenter 74.849 65.576 15.954
smooth 0.5

rad (A)

map 2Q7Rprot.A.map

map 2Q7Rprot.C.map

map 2Q7Rprot.I.map

map 2Q7Rprot.NA.map

map 2Q7Rprot.OA.map

map 2Q7Rprot.N.map

elecmap 2Q7Rprot.e.map
dsolvmap 2Q7Rprot.d.map
dielectric -0.1465

constant

Annexe 3 Format dpf de complexe 2Q7M
autodock parameter version 4.2
parameter set

outlev 1

intelec

electrostatics

seed pid time

ligand types A C I NA OA N

fld 2Q7Rprot.maps.fld

map 2Q7Rprot.A.map

map 2Q7Rprot.C.map

map 2Q7Rprot.I.map

map 2Q7Rprot.NA.map

map 2Q7Rprot.OA.map

map 2Q7Rprot.N.map

elecmap 2Q7Rprot.e.map
desolvmap 2Q7Rprot.d.map

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

T T e

S o e o S o S e o

S

S o oS S S S o S o e o

1W5W
1W5Y
3FX5
1DTQ
3MXE
1QBU
1K6C
1AJL
1WBM
3DJK

1.44
1.88
1.70
0.84
1.82
0.84
1.80
0.91
1.59
1.27

num.grid points in xyz

grid data file

spacing (A)
receptor atom

types

ligand atom types

macromolecule

xyz—-coordinates or auto

store minimum

atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific
electrostatic

energy w/in

affinity
affinity
affinity
affinity
affinity map
affinity map
potential map

map
map
map
map

desolvation potential map

<0,

AD4 distance-dep.diel; >0,

used by autodock to validate

diagnostic output level
calculate internal

seeds for random generator
atoms types in ligand

grid data file

atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific
atom-specific

affinity
affinity
affinity
affinity
affinity
affinity

map
map
map
map
map
map

electrostatics map
desolvation map



move 2Q7Rlig.pdbgt
about 75.3046 64.2225 14.8934
tran0 random

random

quaternion0 random
dihe0 random

or random

torsdof 11

rmstol 2.0

extnrg 1000.0

eOmax 0.0 10000
number of retries

ga pop size 150
population

ga num evals 2500000
evaluations

ga num_generations 27000
ga elitism 1

survive to next generation
ga mutation rate 0.02
ga crossover rate 0.8
ga window size 10
ga_cauchy alpha 0.0
distribution

ga cauchy beta 1.0
distribution

set ga

GA or LGA

sw_max_ its 300

local search
sw_max_succ 4
changing rho

sw max fail 4
changing rho

sw rho 1.0

sample

sw 1b rho 0.01

ls _search freq 0.06
local search on individual
set pswl

Wets parameters
unbound model bound
ga run 10

runs

analysis

analysis

=

small molecule
small molecule center
initial coordinates/A or

+ =

initial orientation
initial dihedrals (relative)

S

# torsional degrees of freedom
cluster tolerance/A

external grid energy

max initial energy; max

H o o

# number of individuals in
# maximum number of energy

maximum number of generations
number of top individuals to

=+ e

rate of gene mutation
rate of crossover

S o o =

Alpha parameter of Cauchy

# Beta parameter Cauchy

# set the above parameters for
# iterations of Solis & Wets

# consecutive successes before
# consecutive failures before

# size of local search space to

lower bound on rho
probability of performing

S

# set the above pseudo-Solis &

state of unbound ligand
do this many hybrid GA-LS

+ =

# perform a ranked cluster






Résumé :

Dans notre travail, nous nous sommes focalisés sur I’inhibition de la 5-lipoxygénase (5-
LOX) en tant qu’enzyme impliquée dans les maladies inflammatoires.

Le programme de docking moléculaire AutoDock a été developpé pour aider a la mise
au point des molécules a activité thérapeutique. Avec un bon pourcentage de valeur RMSD
inférieures a 2A et un coefficient de corrélation fort, Les performances du programme
AutoDock sont incontestables. Il a été utilisé pour étudier I’inhibition de la 5-LOX par divers
composés provenant de la littérature.

Nous avons réalisé plusieurs substitutions sur 1’acide caféique, 1’énergie d’interaction a
pu étre ameliorée de —3.08 Kcal/Mole a -5.04 Kcal/Mole. Enfin, I’application de la régle de
Lipinski nous renseigne de maniére positive sur les proprietés ADME du composé 12 issu de
la substitution qui se présente comme un inhibiteur théorique plus affin et plus sélectif de la 5-
LOX.

L’approche in silico par AutoDock s’avére donc une méthode fiable pouvant contribuer
de maniére efficace au développement de nouveaux inhibiteurs d’une enzyme donnée.

Mots clés: 5-lipoxygénase, AutoDock, Docking moléculaire, Inhibiteur, Energie
d’interaction.



Abstarct

In our research , we have focused on the inhibition of 5-lipoxygenase(5-LOX),which is
considered as an enzyme that involved in the inflammatory diseases.

The Molecular docking program AutoDock was developed to assist the development
of molecules with therapeutic activity. With good percentage of RMSD values less than 2 A°
and a strong coefficient of correlation. The performance of AutoDock program is undeniable.
It has been used to study the inhibition of 5-LOX by various compounds from the literature.

We have realized several substitution on the caffeic acid. The binding energy was
increased from -03,08 Kcal/Mole to -05,08 Kcal/Mole. The application of Lipinski rule
informs us in a positive way about ADME properties of the compound 12 which is derived
from the substitution, and which is considered as a better theoretical inhibitor of 5-LOX.

The approach of the Molecular Docking with AutoDock program is considered among
the best technics which is used nowadays to develop more effective enzymes.

Key words : 5-Lipoxygenase, AutoDock, Molecular Docking,inhibitor, Binding energy
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Résumeé :

Dans notre travail, nous nous sommes focalisés sur I’inhibition de la 5-lipoxygénase
(5-LOX) en tant qu’enzyme impliquée dans les maladies inflammatoires.

Le programme de docking moléculaire AutoDock a été développé pour aider a la mise
au point des molécules a activité thérapeutique. Avec un bon pourcentage de valeur RMSD
inférieures a 2A et un coefficient de corrélation fort, Les performances du programme
AutoDock sont incontestables. Il a été utilisé pour étudier I’inhibition de la 5-LOX par divers
composés provenant de la littérature.

Nous avons réalis¢ plusieurs substitutions sur I’acide caféique, ’énergie d’interaction a
pu étre ameliorée de —3.08 Kcal/Mole a -5.04 Kcal/Mole. Enfin, I’application de la régle de
Lipinski nous renseigne de maniere positive sur les propriétés ADME du composé 12 issu de
la substitution qui se présente comme un inhibiteur théorique plus affin et plus sélectif de la 5-
LOX.

L’approche in silico par AutoDock s’avére donc une méthode fiable pouvant contribuer
de manieére efficace au développement de nouveaux inhibiteurs d’une enzyme donnée.
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