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Introduction générale

Les interactions entre protéine-protéine et protéine-ligand sont & la base des
mécanismes biologiques. Comprendre ses modes de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu, sont donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent
sur I’affinité entre deux molécules. De méme, la découverte de nouvelles molécules activant
ou inhibant I’activité biologique d’une protéine ne peut se faire qu’en prédisant leur affinité
respectivement. C’est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupé

sous le nom de « amarrage » ou « docking » moléculaire ont été développées.

Le Docking moléculaire présente I'une des approches théoriques les plus utilisées. Il
vise a prédire la structure d’un complexe protéine-ligand pour prévoir les modes
d’interactions possibles. Ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins

cher et plus rapide que I’utilisation des méthodes expérimentales (RX, RMN ...etc.).

Les lipoxygénases (LOXs) sont des enzymes trés répandues aussi bien dans le régne
animal que végétal. Les LOXSs sont responsables de 1’ardme de plusieurs produits de plantes
telles que I"huile d’olive. Elles interviennent dans la catalyse des acides gras polyinsaturés

selon un mécanisme complexe connu sous le nom de voie de LOX.

L’objectif de cette étude est d’étudier le mécanisme réactionnel de 1’oxydation de

I’acide linol¢ique par les méthodes de docking moléculaire et d*inhiber lipoxygénase.

Le manuscrit se divise en trois chapitres :

Le premier chapitre : est consacré a la description du Docking moléculaire et les différents
concepts théoriques sur lesquels se base.

Le second chapitre : comprend une présentation générale des lipoxygénases végétales et
animales et le mécanisme de la voie de la LOX.

Le dernier chapitre : contient les principaux résultats obtenus au cours de ce travail suivi

par e conclusion générale,



—

Chapitre I

Docking Moléculaire
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I. Introduction

Les interactions entre molécules sont & la base des mécanismes biologiques. Les détails de
ces interactions, au niveau moléculaire sont d’un trés grand intérét et peuvent étre étudiés par
RMN, la microscopie €lectronique et la cristallographie par rayons X. Cette derniére technique
est responsable de la majorité des structures issues d’une base de données de structures
accessibles gratuitement appelée la «Protein Data Bank» (PDB) [1].

La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils informatiques pour
traiter le flot de données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la
modeélisation moléculaire et plus précisément I’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le
terme anglo-saxon "docking"). L’emploi initial du "docking moléculaire " a été de prédire et
reproduire des complexes protéine-ligand [2,3].

Les succes dans ce domaine et I’essor des techniques de chimie combinatoire ainsi que
exploitation systématique de la diversité chimique provenant d’autres cibles ont élargi son
utilisation & I'optimisation de molécules et au criblage de bases de données.

Comprendre comment 1n ligand s’attache ou interagit avec une cible protéique afin de
'inhiber ou [I’activer est d’une importance capitale dans la recherche et Iindustrie

pharmaceutique,

I1. Docking

Le docking ou «amarrage, arrimage» est un procédé trés utile qui vise a prédire
l'interaction potentiel de la structure d'un complexe moléculaire a partir des petites molécules
dans les sites de liaison de protéine afin d'accélérer la recherche et la découverte de nouveaux
médicaments in-silico. Plus précisément, le docking consiste a trouver la meilleure position d'un
ligand (petite molécule) dans le site de liaison d'un récepteur (protéine) de facon a optimiser les
interactions avec un récepteur, évaluer les interactions ligand-protéine de facon a pouvoir
discriminer entre les positionnement observées expérimentalement et les autres.

De fagon générale, le docking a pour but de simuler l'interaction entre les molécules in-
silico, et les résultats obtenus servent a prédire la structure et les propriétés de nouveaux

complexes [4].
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Les interactions moléculaires sont contrdlées par différentes forces dont les principales
forces impliquées sont les interactions Van Der Waals, hydrophobes, les liaisons hydrogéne et les

forces ¢lectrostatiques.

> Approches du docking

Les différentes approches du docking se distinguent au niveau de leurs conditions
d'application ct de la nature des informations qu'elles peuvent fournir. La pertinence du choix
dun programme de docking donné repose en premier lieu sur l'adéquation entre ces
caractéristiques et celles du systéme étudié. L'efficacité de I'algorithme choisi sera par ailleurs un

compromis entre la rapidité d'exécution et la précision des résultats.

Aussi en fonction du but recherché et du besoin de précision voulu, trois degrés sont en

général considérés ;

> rigide (les molécules sont considérées comme rigides),
* semi-tlexible (une molécule rigide ct l'autre flexiblc),

» flexible (les deux molécules flexibles).

Le niveau semi-flexible est souvent appliqué dans le cas protéine-ligand ol une des deux
molécules de taille moindre (le ligand) est considérée comme flexible et la protéine comme

rigide de fagon a ne pas trop complexifier le systéme [5].
III. Outils de docking

1. Récepteur

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception
d'information. Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine specialisée capable de se
lier spécifiquement et réversiblement & une autre molécule appelée ligand.

La premiére grande voie d’étude et de conception des molécules bioactives par
mod¢lisation moléculaire est celle qui se fonde sur la structure des récepteurs. Cette approche est

baséo sur Nenploitulion de la structure moléculaiie Widimensiowelle de L protéing cible.
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2. Ligand

Un ligand est une molécule chimique sous forme 3D, qui pourrait étre composée d’un ou
de plusieurs fragments (groupements). Il peut étre: un substrat, coenzyme, activateur et
inhibiteur [3].

A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné. Le
premier souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de structures chimiques
appelées chimiothéques ou espaces chimique. Le second moyen consiste a 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 & des logiciels de construction moléculaire tels que

ChemDraw, Arguslab, Titan ou Syby! ...etc [4].

ligand

i,

v Complexe

Figure 1.1 : Positionnement optimal d’une molécule, dite ligand, dans le site actif d’une

Récepteur

cible biologique.
3. Programme
Un logiciel est un ensemble de programmes qui permet 4 un ordinateur ou a un systéme
informatique d'assurer une tdche ou une fonction en particulier, procédés et régles, et
éventuellement de la documentation, relatifs au fonctionnement d'un ensemble de traitement de
données (Par opposition au matériel).
Un programme de docking moléculaire a pour but de prédire correctement le mode

d’interaction entre deux entités chimiques, ct de reconnaitre parmi ceux —ci lequel est le meilleur.
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Classiquement, on juge de la qualit¢é du docking en mesurant le RMSD
(Root Mean Square Deviation) sur les atomes lourds entre la pose obtenue en docking, et la
pose observée expérimentalement si elle existe [6].

La valeur admise est une différence maximale de 2 angstrdms au-dela de laquelle la
prédiction est considérée comme non adéquate [7 ,8].

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou
non) sont disponibles [9]. Par exemple : AutoDock [10], GOLD [11], FlexX [12], DOCK [13] et
ICM[14].

IV. Principe du docking

Le docking moléculaire s'accomplit en deux étapes complémentaires. La premiére est le
Docking, qui consiste a rechercher les conformations du ligand capables a établir des interactions
idéales avee lc récepteur en utilisant des algorithmes de recherche.

La deuxiéme dite «Scoring», qui sont des méthodes mathématiques et des fonctions
discriminant les poses de docking correctes de celles incorrectes. Ces méthodes sont utilisées
pour estimer la puissance d'interaction et l'affinité de liaison et qui permet d'évalner les
conformations par un calcul rapide d'énergie d'interaction des ligands avec un récepteur pour ne

retenir que la meilleure.

P@
Pz@

Docking Scoring @

recepteur CQ p3® meilleure pose = Score minimal

.. etc

ligandsg

Figure 1.2: Principe générale d’un programme de docking
V. Algorithmes
Un algorithme est une méthode utilisée pour résoudre un probléme particulier dont on est
shr qu'elle trouve toujours une réponse en un temps d'exéeution fini [15].
Ils ont été congus pour rechercher de fagon objective, rapide et efficace les modes

d’association récepteur-ligand les plus favorables.
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La prédiction de la conformation du ligand dans le site actif de la protéine est le plus
grand défi du design des drogues basé sur la structure. Le role des algorithmes de docking
désignés a exécuter cette tdche est divisé en deux parties essentielles :

» Trouver toutes les conformations, translations, rotations du ligand dans le site actif
de la protéine en un temps d’exécution trés petit.
» Calculer I’énergie utilisée pour évaluer les interactions entre la protéine et le
ligand, et classer les solutions [16-19].
Donc le défi est de trouver une fonction qui peut incorporer toutes les contributions de

I’attachement. Dans ce domaine plusieurs méthodes ont ét€ développées. Parmi ces méthodes :

1 .Méthodes systématiques

Le principe général est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Dans un
premier lieu, un ou plusieurs 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
{lexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion [20). Des programmes
comme FlexX, Surflex et Dock utilisent cette approche qui permet notamment un criblage rapide

de vastes chimiotheques de molécules [21].

Scoring
IU,."—- % |
% Protéine T
’ &

Fragments (Atomes)

Figurel.3: Interaction protéine-ligand.

2. Méthode stochastique (génétique)
L’approche stochastique est plus précise, a partir d’une position initiale aléatoire, a
Pextérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site actif étudié par la

répétition successive de mouvements et d’évaluations de I’interaction ligand-récepteur. Ces

6
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techniques sont plus lentes que la méthode systématique mais prennent mieux en considération la
flexibilité du ligand et permettent I’exploration de régions plus vastes. Dans cette catégorie, nous

pouvons citer GOLD et Auto Dock [22].

3. Méthodes de Simulation

Les méthodes de simulation sont basées sur la résolution des équations du mouvement de
Newton. Elles comprennent notamment les techniques de dynamique moléculaire et des
algorithmes de minimisation. Les premiéres ne sont jamais utilisées pour générer de la flexibilité
sur le ligand car elles demandent un temps de calcul non compatible avec la gestion de bases de
molécules. Les secondes en revanche sont parfois utilisées dans les programmes de docking, en
complément d’un autre algorithme de recherche, afin d’atteindre une conformation de basse

énergie [7].

Algorithmes basés S
© ; ' :
—p  sur la MM et DM t CDOCKER

Mitlunles Algorithmes basés |

consubéant la ™ sur ka forme —e FRED
* prostive rigide T
n Recherche
P nnforsmstinmadbs = HITS
systemangue ————
. .-\]gL"thu).'.-« L === s
svslemaligues
DOCK

Lp Consiruction du i» FlexX
ligand par fragments 5

ICM

XP
[ ] ~REmER)—) dube
LigandFI
T

Algonithmes |
stochastiques
MolDock
GOLD
AutoDoc
k

—» Géndtique )

Flexibilité particlle de ¢ FlexX

i a1 " Sofi receplor

la protéine i
Methodes premant P D oot ¢ S :
o complie la e
flexibilité de la
proféime

>

Flexibilité de I
protéine entiére ] &

e ar

Figure 1.4: Méthodes automatisées de docking les plus connues et exemples

d’algorithmes(en vert) fréquemment cités dans la littérature [23].
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VI .SCORING

Le score est une méthode mathématique utilisée pour estimer la puissance d’interaction et
Iaffinité de liaison entre deux molécules aprés avoir été passé par I’étape de docking.

Les fonctions de score sont basées sur le modéle qui inclue toutes les propriétés physico
chimiques de I’interaction protéine-ligand et les convertit en termes calculables pour trouver la
constante d’affinité du complexe protéine—ligand (la structure du complexe 3D étant connue).

Les fonctions de score peuvent étre divisées en quatre classes [24]:

> les fonctions basées sur des champs de force,
» les fonctions empiriques,
» les fonctions «knowledge-based>>,

» Fonctions de score consensus.

1. Fonctions de type knowledge-based

Ces fonctions proviennent de I’analyse des structures tridimensionnelles de complexes
ligand-protéine déterminés de maniére expérimentale. Elles ont pour objectif de reproduire ces
données expérimentales obtenues & partir des structures, sans tenir compte de I'énergie des
liaisons.

Des regles définissant la géométrie préférentielle des interactions sont déduites de ces
structures grdce a des moyens statistiques. Cette alternative aux fonctions empiriques est plus
tolérante quant aux interactions présentes au sein du complexe. Leurs expressions sont moins
strictes que dans le cas des fonctions de score empiriques.

En effet, ’analyse statistique de complexes de structure connue qui permet de calculer la
fréquence afin d’en extraire des potentiels de force moyenne (PMF ou Potential of MeanForce).

Elles sont utilisés dans: DrugScore, ITScore, PMF et LigScore [25].

2. Fonctions de score empirique

Ces fonctions de score sont calculées rapidement en raison de la simplicité des termes
d’énergie. L’idée fondamentale des fonctions de score empiriques est que I’énergie d’interaction
d’un complexe récepteur ligand peut étre interprétée comme une sommation d’interactions
chimiques localisées [26]. Cecs fonctions cmpiriques contiennent usuellement des termes

décrivant les interactions ioniques, interactions hydrophobiques, liaison hydrogéne et les
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interactions engendrées par le changement d’entropie (pénalité d’entropie). Elles sont utilisées

dans la plupart des algorithmes de docking notamment :Score, Xscore, F-Score et ChemScore.

3. Fonctions de score se basant sur les champs de force
Ce type de fonctions de score est similaire aux fonctions de score empiriques du fait
qu’elles estiment 1’énergie libre d’interaction d’un complexe récepteur-ligand par addition de

plusieurs contributions individuelles des différents types d’interactions.

La fonction de score « Champ de force » utilise des fonctions d’énergie dérivées de la
mécanique moléculaire [26] et en général, quantifie cette somme en deux termes, I’énergie
d’interactions entre le récepteur et le ligand (interactions intermoléculaires : Van der Waals et
¢leetrostatique) ct I’éncergic interne du ligand.

Les fonctions de score qui se basent sur les champs de force sont par exemple : AutoDock

Score Fonction, GoldScore, G-Score et D-Score.

4. Fonctions de score consensus

Les fonctions de score consensus [27, 28], combinent les informations obtenues & partir
des différents score, afin de compenser les erreurs des fonctions de score individuelles. Plusieurs
études ont montré que ces fonctions performent le calcul des énergies libres des complexes et
ainsi les interactions protéine - ligand mieux que les fonctions individuelles [29, 30]. Un exemple
de fonction de score consensus est X-CSCORE [31] qui combine un PMF [32-34], et ChemScore
[35].
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-AutoDock Score Fonction

Utilisant un champ de -GoldScore
—* force de mécanique -——= ~G-Score
molcwlmn. -D-Score
_ -DrugScore
Knowledge-based » -ITScore
S AR, -PMF
-LigScore
SCORE. X-Score
L Empirigues — & FScore et ChemScore

Figure 1.5: Fonctions de score les plus connues (en vert) et les exemples(en bleu) les plus

fréquemment cités dans la littérature [23].
Le docking peut étre interprét¢ de maniére qualitative par obscrvation de I'entité ligand

dans la cavité de la protéine, mais également de maniére quantitative par traitement des données

provenant des fonctions de scoring.

'
- EDI

l
m

RA RB RC, RC,

Iy

Figure 1.6 : Illustration de docking/scoring.

Le processus de docking est I'un des premiéres étapes dans la conception de médicaments,
pour attacher un ligand a une protéine (docking) le probléme est de prédire la conformation et
I'orientation du ligand relative au site actif de la protéine cible. Le docking est la base de la
reconnaissance moléculaire et du type de I’interaction. A chaque protéine cible de structure

connue le docking se révéle étre la clé dans le design de nouveaux médicaments.
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I. Généralités

La voie de la lipoxygénase est une voie de biosynthése présente dans différents tissus chez
les plantes comme dans les feuilles et les fruits et fait intervenir différentes réactions
enzymatiques [1]. Elle permet de produire des molécules d’aldéhyde et d’alcool 4 six carbones &
partir d’acide linoléique et d’acide linolénique.

Cette voie implique une série d’enzymes qui oxydent et clivent les acides gras
polyinsaturés pour produire des aldéhydes. Ces derniers sont réduits en alcools qui sont & leur
tour estérifiés pour produire les esters [2].

La lipoxygénase (LOX), I’hydroperoxyde lyase (HPL) et I’alcool déshydrogénase (ADH)
sont les enzymes responsables de la synthése des composés volatils contribuant a la note verte
herbacée et & la note fraiche dans les fruits [3].et les tissus verts [4]. Ces composés sont trés
utilisés dans les parfums et la technologie alimentaire [5].

Chez les animanx, elle méne 3 la formation dc composcs inmpliqués dans les processus
inflammatoires, ou encore les processus de cancérisation.

IT. lipoxygénase
1. Définition

Lipoxygénses (LOX: CE 1.13.1 1.) sont constituées d’une famille structurellement
apparentée a dioxygénases contenant du fer non hémique qui catalysent 1’addition d’oxygéne
moléculaire en acide gras poly-insaturés avec un (z, z)-1 ,4-pentadiéne structurel 1’unité pour
donne un hydroperoxyde d’acide gras insaturé [6].

Les enzymes sont trés répandues chez les plantes et les animaux [7], Mais elles sont été
¢galement observées dans des algues et des champignons [8]. Elles catalysent la premiére
réaction de la voie de la lipoxygénase [9].

Les LOXSs ont ét¢ analysées avec plus de détail dans les fruits et les feuilles de cotylédons.
Plusieurs isoformes de LOX ont été identifiés dans le cytosol et la vacuole des feuilles de soja
[10], mais aussi dans différents compartiments membranaires comme les chloroplastes et le
plasma [7].

En effet, 1l a ete rapporté que la lipoxygénase peut étre sous forme soluble [11] oulide ala
membrane comme chev. 1'épinard, Porge, la tomale, lu pomme de terre, Arabidopsis [10] ou les
olives [12].
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On trouve bien évidemment les substrats décrits pour les lipoxygénases végétales. Mais
au niveau de la cellule animale, c’est I’acide arachidonique qui consiste le substrat essentiel des
lipoxygénases.

2. Propriétés

Les lipoxygénases (LOX, EC 1.13.11.12) sont des dioxygénases a atome de fer non
héminique largement représentées dans le regne animal et végétal [13]. La température optimale
de la lipoxygénase varie entre 30°C et 40°C [9]. La lipoxygénase est considérablement labile a
des températures supérieures & 35° [14].

Les LOXs végétales sont des protéines d’environ 95 kDa, qui comptent
approximativement 840 résidus. Ses pH optimum sont compris entre 5.5 et 9 [15]. Elles
présentent environ 70 & 95 % d’identité de séquence en acides aminés.

Les LOXs animales sont plus petites, elles possédent environ 670 acides aminés, pour
une masse moléculaire de 75 a4 80 kDa [16]. Elles présentent environ 25% d’identité de séquence
en acides aminés.

Au sein de la voie de la LOX, elles catalysent au moins trois types de réactions :

» La dioxygénation de lipides (activité dioxygénase) (figure 2.1).
» La conversion secondaire des hydroperoxides.

» La formation d’époxy-leucotriénes (activité leucotriéne synthétase) [17].

H

~——— — COOH

9-hy droperoxide de 'acide linoléigue

9-LOX
H, H
= == COOM
Acide linoleigue

13-LOX

OOH

3

M,f—wcm

13-hydroperoxide de Pacide iinoldigne

Figure 2.1: Conversion de I’acide linoléique en 13-hydroperoxide et 9-hydroperoxide par

la lipoxygénase.
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3. Nomenclature

Plusieurs nomenclatures ont été proposées pour classer les LOXs. La premiére a été
proposée dans les années 1980 [18], classant les lipoxygénases en fonction de leur pH optimum :
les LOXs de type 1 (LOX-1) ont un pH optimum alcalin, les LOXs de type 2 (LOX-2) ont un pH
optimum neutre. Une seconde classification proposée par Shibata et al. (1994) se base sur leur
localisation intracellulaire: les LOXs ne possédant pas de peptide d’adressage chloroplastique a
leur extrémité N-terminale, et ayant un fort taux d’identité entre elles (supérieur a 75%) sont
appelées LOX-1, les LOXs possédant un peptide d’adressage chloroplastique a leur extrémité N-
terminale sont appelées LOX-2. Ces derniéres présentent un faible taux d’identité entre elles
(inférieur a 35%).

Une autre nomenclature trés utilisée est basée sur leur spécificité réactionnelle dans la
production d’acides gras oxydés. Les LOXs végétalcs sont ainsi classées en fonction de la
position du carbone de I’acide linoléique qui porte le groupement hydroperoxy de (Figure 2.2),
I"oxygéne pouvant étre inséré sur le carbone 9 (9-LOX) ou sur le carbone 13 (13-LOX),
conduisant ainsi A 1a formation de 9- ou del3 hydropcroxydes d’acide linuléique (appelés acide 9
hydroperoxyoctadécadiénoique ou acide I3hydroperoxyoctadecadiénoique, respectivement
9-HPOD ct 13-ITPOD [1Y].

Acide linoléique
O
7 1 13 1z 10 g 7 5 3
1
i 16 14 I\ o I ? B 5 a 2 OH
| 13-LOX | [9-Lox |
Acide arachidonique
[11-Lox | 8Lox]| [siox]
Lt Zall
4 I 3 O
13 17 15 14 12 11 9 g & 5\/:’.\)k
" A 4 1
0 18 % 13 ] 0 ] 7 4 z OH
{1sLox | [1z-tox]| [oLox]

Figure 2.2 : Régiospécificité réactionnelle des lipoxygénases végétales et animales.
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En ce qui concerne les LOXs animales, cette classification s’appuie de la méme maniére
sur la position d’oxygénation préférentielle de I’acide arachidonique, qui peut étre le carbone 3,
8,9, 11, 12 ou 15, et donnant respectivement les 5-LOX,8-LOX, 9-LOX, 11-LOX, 12-LOX et
15-LOX  [20]. Les hydroperoxydes ainsi formés seront appelés acide n-
hydroperoxyeicosatétraénoique, la valeur n correspondant a la spécificité de la LOX, c'est-a-dire
5,8,9,11, 12 ou 15(5-HPETE, 8-HPETE, 9-HPETE, 11-HPETE, 12-HPETE ou 15-HPETE).

Outre cette régiospécificité, la nomenclature fait parfois apparaitre la notion destéréo-
spécificité dans le nom donné aux LOXs [21]: les lipoxygénases formant des 9-hydroperoxydes
de configuration S sont appelées 9S-LOX, celles formant des13-hydroperoxydes de configuration
R sont appelées 13R-LOX. II en va de méme pour les LOXs animales agissant sur ’acide
arachidonique.

La derniere nomenclature proposée [22], et actuellement la plus utilisée, permet de pallier
ce probléme : si le rapport 13-hydroperoxyde: 9-hydroperoxyde est supérieur 4 10:1 ou inférieur
a 1:10, les lipoxygénases sont appelées 13-LOX ou 9-LOX, respectivement. Si ce rapport est
compris entre 10:1 et 1:1 ou entre 1:1 et 1:10, elles sont appelées respectivement13/9-LOX ou

9/13-LOX, le premier chiffre rendant compte du produit majoritairement formé.

4 .Structure

Actuellement, les structures de LOXs résolues sont accessibles dans la banque de données
PDB. Malgr¢ la faible similarité de séquence entre les LOXs végétales et les LOXs animales
(environ 10%), elles possédent une structure tridimensionnelle semblable caractérisée par deux

domaines distincts : un domaine N-terminal et un domaine C-terminale. (Figure 2.3) [23].
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Domaine N-

‘ . e — terminal
o £ ‘&s'-‘;'-,, =

Domaine C-
terminal

Figure 2.3 : Structure tridimensionnelle de la LOX1 de soja (code PDB : 1F8N).

Domaine N-terminal

Le domaine N-terminal est constitué de deux couches de 4 feuillets B antiparall¢les
(domaine -sandwich).Il est compact et séparé du reste de la protéine. Il présente 23 % d'identité
de séquence en acides aminés avec celui-ci, contre 11% avec celui des LOXs végétales [23].

1l jouerait un role dans l'interaction de la protéine avec les membranes lipidiques [24].
Remarquons que ce domaine en B-sandwich est un des membres définissant la famille de

domaines PLAT (pour Polycystin-1, Lipoxygenase, a-Toxin) [25].

Domaine C-terminal

Le domaine C-terminal est principalement formé d’hélices (18 chez la 15-LOX et 23 chez
la LOX-1) et contient I’atome de fer non hémique, essentiel & ’activité des LOXs. Deux longues
hélices se trouvent au centre de ce domaine catalytique. Elles ont la particularité de présenter
deux segments adoptant une conformation d’hélice . Le site actif se trouve au milieu de cet
ensemble d’hélices : il est décrit comme un assemblage de deux cavités, proches de I’atome de

fer catalytique [26]. (Figure 2.4).
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=l Cavite IIbh

Figure 2.4: Cavités internes de la LOX1de soja.

a. Centre catalytique

Le centre catalytique des LOXs comporte un atome de fer non héminique. Cet atome de
fer existe sous les formes ferreuse et ferrique, et seule la forme ferrique permet a la réaction
enzymatique de se produire [27].Le fer forme un complexe de coordination présentant une
géométrie octaédrique. Une des faces de I’octaédre est occupée par deux histidines et un

groupement carboxylate (triade faciale) [28] (Figures 2.5).

A B Tle
Hi -
S A -~ His4ds
o . . ~— .
) // e His2gm sn/Ser
=i : . JOoO0C-R i
//“_/‘ Fe z o =
;_____-—'—___— ~ 4 -
Y =" e i ‘\-—‘TZ %
T ~ ' /’./ & Hisl
~_ His3
XX

Figure 2.5 : Représentation schématique du complexe de coordination de 1’atome de fer

non héminique (A) et ligands autour de I’atome de fer des lipoxygénases (B).

5. Role

Les LOXs catalysent la dioxygénation régio et stéréospécifique des acides gras
polyinsaturés contenant un systeme (1Z, 4Z)-pentadiene, I’acide linoléique, I’acide -linolénique
ou I’acide arachidonique [10] pour produire les hydroperoxydes correspondants [9].

Ces composés sont tres réactifs el Loxiques pour les cellules [29], ils constituent le point

de départ pour plusicurs réactions qui forment une variété de composés a courte chaine
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carbonylée, qui incluent les aldéhydes, les cétones, les acides et les époxydes (groupement
constitué par deux atomes de carbone qui relie un atome d’oxygene) [9].

En plus, les LOXs participent & la synthése de plusieurs composés comme le traumatin,
Iacide abscissique, I’acide jasmonique et les oxylipines, qui jouent un réle important dans la
transduction du signal durant la réponse aux blessures et contre les substances antimicrobiennes
dans ’interaction hote-pathogeéne, et enfin comme régulateur de croissance dans les fruits 9]

Les LOXs sont aussi responsables de la production d’un nombre de substance comme les
compose€s aromatisants impliqués dans le développement des ardmes. Ces composés peuvent
influencer, positivement ou négativement, la flaveur ou 1’ardme de plusieurs produits de plantes
[30]. Dans certains cas, les LOXs contribuent aussi au développement d’odeurs indésirables par
oxydation des matiéres grasses [31] et le changement de la couleur [9] par oxydation des
pigments [31].

Les LOXs de plantes ont été associées a des processus physiologiques variés sur la base
d’une expression différente des génes.

Cette diversité dans les fonctions biologiques pourrait étre assurée par la présence de
différentes isnenzymes, présentant des mécanismes de régulation ainsi quc des localisations

tissulaires et subcellulaires trés variées, selon les especes et les isoformes considérés [32].

6. Mécanisme réactionnel

Actuellement, le mécanisme détaillé de la réaction de lipoxygénation est toujours ’objet
de controverses. Sa nature radicalaire ne fait toutefois pas de doute. La réaction se déroulerait en
trois étapes consécutives (Figure 2.6) [33] [34].

* Etape 1 : abstraction stéréosélective d’un atome d’hydrogene d’un groupe méthyléne
bis-allylique pour conduire au radical pentadiényle.

Celle élape limite la vitesse de réaction et est contrdléc a deux niveaux de sélectivité. En
effet, si on prend, par exemple, ’AA comme substrat, trois possibilités existent pour I’abstraction
de I’atome d’hydrogéne : soit en C-7, C-10 ou C-13 (régiosélectivité), Par ailleurs, chacun de ces
groupements mcthylene présente un H pro-S et un H pro-R (énantios¢lectivité). Six atomes
d’hydrogéne dillérents peuvent done étre enlevds lors de cette premiere €lape. La plupart des
LOXs, cependant, n’attaquent qu’un seul H, qui est fonction dc I’alignement du substrat par

rapport au centre catalytique, ¢’est-a-dire I'atome de fer activé (Fe*).
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* Etape 2 : réarrangement radicalaire du radical pentadiényle formé

Le radical pentadiényle subit une redistribution de ses €lectrons, dans la direction de
l'extrémité soit méthyléne [n+2], soit carboxylique [n-2]. Cette étape est également fonction de la
position du substrat au sein du site actif.

* Etape 3 : insertion stéréospécifique d’oxygéne moléculaire

L'insertion stéréospécifique de 1'0, conduit 4 la formation d'un radical hydroperoxy
intermédiaire qui est ensuite réduit en I'acide HPETE correspondant. Les étapes d’abstraction
d’un atome d’hydrogéne et d’insertion d’oxygéne moléculaire sont antarafaciales, c’est-a-dire

qu’elles ont lieu sur des faces opposées du substrat.

H
H, /
R R
T
Etape 1 |
1, &
—— R R s
| n+2 7 Neaas = -, |2 !
Etape 2 &= Y
R R R /R
— s -
- -
Etape 3 j i{
i
R . R tr] ¥ -
- S e it
o) O—0
Etapo 4 E*)
R R’ R R
e e ___" \'—_-_V' =
° HO—O
HG

Figure 2.6: Schéma du mécanisme réactionnel de Lipoxygénase.

Parallelement & ce mécanisme réactionnel, Patome de fer du site actif de I’enzyme est
impliqué dans un cycle d’oxydo-réduction (Figure 2.7).

Dans la forme inactive des LOXs, ’atome de fer est réduit (FezJ'). L’oxydation de I’atome
de fer sous sa forme ferrique (Fe’") est nécessaire pour que la catalyse commence. Puis,
Parrachement de I'hydrogéne du groupement méthylene allylique conduit a la formation d’un
radical pentadienyl et d’un proton (Figure 2.7 étape A).Parallélement a I’abstraction du proton, se
prodult Dabstraction d'un électron. L’électron réduit Datome de  fer sous sa forme
Fe™" L'insertion antarafaciale, clest- dire sur la face opposée du substrat, d’une molécule
d’oxygéne génére un radical hydroperoxide réduit en anion par I’oxydation simultanée de I’atome
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de fer sous sa forme ferrique (Figure 2.7 ¢tape B).Un proton est capté pour former

’hydropéroxide (Figure 2.7 étape C). L’enzyme est alors capable de recommencer un cycle de

réaction.
LOXFe*
/’_'\#-“\ ]
Pl H E(-
LOX-Ee™ LOX-F¢ 00
/%}L/z\ H
H* M
A c
LOX-Fe LOXE00H DOH
H H HH . H H
\ Lox-.#év/
LOX-Fe®

Figure 2.7 : Oxydation de I’atome de fer de la lipoxygénase au cours de la réaction

catalytique [35]

Lo méeanizme catalylique des TOW relallvement blen dentifie repare sur un onntrislo de
la régiospécificité et de la stéréospécificité. Plusieurs déterminants ont &té caractérisés, qui
permettent d’expliquer pour certaines LOX une régiospécificité et une stéréospécificité

particuliére.

6.1. Mécanisme de la régiospécificité

La régiospécificité des LOXs est le résultat de deux processus catalytiques : la sélectivité
de ’hydrogéne initialement arraché et la sélectivité du site d’insertion de I’oxygéne moléculaire
via le réarrangement du radical d’acide gras intermédiaire [36].

Le modele de I’espace de liaison et le modeéle de I’orientation dépendance ont été

proposés pour expliquer la régiospécificité des LOXGs.
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a. Le modé¢le de ’orientation dépendance

La régiospécificité des LOX serait dépendante de la maniére dont le substrat pénétre dans
le site actif, c'est-a-dire par son extrémité carboxylate ou méthyle [37]. Le site actif est en grande
partie hydrophobe, ce qui aurait tendance & défavoriser I’entrée du substrat par son extrémité
carboxylate. Ce modele suggére que le substrat pénetre dans le site actif par son extrémité méthyl
dans le cas des 13-LOXSs et par son extrémité carboxylate dans le cas des 9-LOXs.

La mutation du résidu histidine par un résidu plus petit, une valine, permet la modification
de la régiospécificité de la 13-LOX de concombre, la transformant en 9-LOX. L’hypothése
avancee est une modification de I’orientation du substrat dans le site actif : I’arginine, porteuse
d’une charge positive au fond du site actif, et conservée chez les LOX végétales, pourrait
favoriser I’entrée du substrat par son extrémité carboxylate si elle n’est pas masquée par un résidu

encombrant (figure 2.8).

FS-LUX

S-LOX

Figure 2.8 : Modele de ’orientation dépendance [Z7],
b. Le mode¢le de I’espace de liaison

Le modele de I’espace de liaison (Figure 2.9) suggere que le substrat pénétre toujours
dans le site actif par son extrémité méthyl hydrophobe. Dans cc modéle, c’est I’encombrement
stérique des résidus d’acides aminés constituant le site actif qui détermine le degré de pénétration

du substrat ¢t son alignement relatil par rapport a I’atome dc fer catalytique. L’insertion
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spécifique de I’oxygene moléculaire au niveau du carbone C-9 ou C-13 dépend de la distance

comprise entre I’atome de fer catalytique et I’extrémité méthyl du substrat.

9/13-LOX 13/9-LOX 13/9-LOX 13-LOX 13/9-LOX
de pois de pois de pomme de riz de concombre
de terre mutée
.\ "\ # -
S S $ $
-/ )
\ \ A\
©) € | S E
e L3 L Exe Co oo
_\_.éwo 1573 W : 36 V570 Ws33 Eﬁg. w522 1587 W20
g7 V16 LI .7} ,_7<90_ .
=G, —<- o
T579 '~:.r»a1 1579 VS80 o T578 V579 N g T595 V5 o
1560 Fuu v 7 Y v J ‘f,’b YR747,

Flgure 2.9 : Modele de |’espace de liaison |38].

6.2. Mécanisme stéréospécificité

Au cours du mécanisme catalytique, I’abstraction de I’hydrogéne et D’insertion de

I'oxygeéne se font de maniére antarafaciale par rapport au plan du systéme pentadiénique.

L’atome d’hydrogeéne arraché peut donc étre défini comme étant pro-Sou pro-R en fonction du

type de LOX.

Les S-LOX sont caractérisées par la présence d’une alanine conservée, alors qu’elle est

remplacée chez les R-LOX par un résidu glycine. Les auteurs ont proposé un mécanisme

d’action régissant la stéréospécificité, et expliquant le rdle de ces résidus, qui est présenté

en( Figure 2 .10).
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OOH

Figure 2.10 : Mécanisme de la stéréospécificité des LOX [39)].

III. Lipoxygénase de I’huile d’olive

Chez I’olive, les produits de la voie de la LOX sont responsables de ’ar6me particulier
de I"huile d’olive qui la différencie des autres huiles végétales. Néanmoins, peu d’informations
sont disponibles sur la LOX d’olive, en raison de la difficulté & purifier I’enzyme a partir du fruit.

La masse moléculaire de la lipoxygénase d'olive a été estimée 4 98 kDa. La lipoxygénase
de pulpe d'olive semble avoir une préférence pour l'acide linoléique (Km==82,44 uM) par rapport
a l'acide linolénique (Km=306,26 uM). L'analyse par RMN des produits obtenus aprés incubation
de la lipoxygénase d'olive avec I'acide linoléique met en évidence la prédominance de l'isomére
13 de T'hydroperoxyde d'acide gras. L'enzyme semble relativement stable d'un point de vue
thermique et peut étre inhibée de fagon compétitive (propyl gallate) et non compétitive.

Récemment, [’existence de deux isofomes de LOX, une thermolabile et une
thermorésistante, dans les olives vertes a été reporté par Luaces et al (2007). Ces auteurs ont
suggéré que I’isoforme thermolabile pourrait étre impliqué dans 1’élaboration de I’ardme de

’huile d’olive. La 13-LOX purifiée 4 partir d’olives noires et 1’isoforme thermorésistante
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possedent une énergie d’
[40].

activation proche et pourraient donc correspondent a une méme isoforme
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I. Méthodes de travail

Dans cette étude, nous avons utilisé le programme Surflex implanté dans le logiciel
SYBYL-X version 2.1.1 [1].

Le programme Surflex comprend deux parties. L une pour des études de similarité
tridimensionnelle des molécules, I’autre pour des études de Docking. Seule la partie Docking
est abordée. Elle se base sur la construction d’une pseudo-molécule comme cible sur laquelle
le ligand sera aligné. Il s’agit de fragments de molécules placés dans le site actif de maniére a
occuper idéalement et de maniére redondante celui-ci a partir de critéres morphologiques. II
est important de préciser que cette pseudo molécule peut étre construite & partir du ligand dans
le site, a condition de bénéficier d’une structure, ou bien & partir du récepteur sans aucun

ligand.

L’emploi du logiciel passe par trois étapes :

- Déterminer le site actif avec ou sans ligand.
- Construire la «pseudo-molécule ».

- lancer le processus de Docking.

Le résultat est donné sous forme de 20 poses « conforméres », et les composés sont

classés par la fonction « total score ».

La structure de I’acide linoléique est extraite de la banque de données PUBCHEM.
Ensuite elle est optimisée par la méthode gasteiger huckel avec I’algorithme steepest descent

et le champ de force tripos.

La lipoxygénase (LOX) , faisant ’objet de notre étude, a &été téléchargée de la
banque de donnée Protein Data Bank (PDB). Parmi les nombreux complexes proposés par

la PDB, nous avons choisi la protéine 4RPE (figure 3.1), avec une résolution de 1.6 A.
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Figure 3.1 : Visualisation de la protéine 4RPE.

Elle est constituée d’une seule chaine, dans laquelle se trouve le seul ligand qui est le
(2R) -3 - {[(S) - (2-aminoéthoxy) (hydroxy) phosphoryl] oxy} - 2- (tétradécanoyloxy) propyl
octa décanoate. Le site actif est constitué de 91 acides aminés dont 47 sont hydrophobes. On
retrouve également un atome de Fer li€ a 3 histidines et évidemment un nombre de molécule

d’eau.

Avant le docking les liaisons métalliques et les molécules d’eau sont éliminées, puis

la protéine est optimisée en utilisant le champ de force MMFF94s,
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II. Résultats et discussion

1. Tests de fiabilité du programme de docking

Pour valider le protocole utilisé, nous avons jugé utile d’évaluer d’abord la

performance du programme SYBYL par le test :
* d’écart quadratique moyen ou le RMSD (root mean square deviation).
 d’analyse visuelle.
1.1. Test RMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste & déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme & réussir ce travail est
habituellement jugée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD (root-mean-
square deviation) entre la position du ligand du complexe cristallographique et celles des
ligands amarrés par le programme de docking. Le RMSD représente la moyenne des
différences de positions des atomes appartenant a deux conformations différentes. Il est

acceptable si sa valeur ne dépasse pas 2 angstroms.

Dans notre cas, le test de tiabilit¢ du programme SYBYL par le RMSD a été
réalisé sur 100 complexes protéine-ligand pris de maniére arbitraire via la PDB. (Annexe 1).

Les résultats de ce test sont représentés sur la (figure 3.2).

valeur RMSD

m<?2

me2

Figure 3.2 : Résultats du test RMSD
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1.2. Analyse visuelle :

L’analyse visuelle par SYBYL est une étape essentielle pour confirmer les résultats
du RMSD (tableau 3.1). Pour cela, il suffit de comparer, par simple superposition la
conformation du méme ligand calculée par Surflex (en vert) a celle obtenue

expérimentalement que I’on retrouve dans la PDB (en violet ). Les schémas sont représentés

sur la (figure 3.3).

Tableau 3.1 : RMSD de quelques complexes protéine-ligand.

Code PDB Code des ligands RMSD (A)
1CK6 SHA 0.37
3V8K BTN 0.57
4M11 NAG 0.74
4LH7 1X8 072
2X78 WZzC 0.61

387S EXM 0.32
1CK6 3VSK

4M11 41L.H7

3S7S

2X7S8

Figure 3.3 : Visualisation des différents résultats RMSD.
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A la lumiére des résultats obtenus par le RMSD et I’analyse visuelle, nous pouvons
conclure qu’on peut utiliser le surflex pour étudier théoriquement 1’oxydation de 1’acide

linoléique par le docking moléculaire ainsi que son inhibition.
2. Mécanisme réactionnel d’oxydation de I’acide linoléique par docking
Le processus du docking comprend deux étapes essentielles :

1. D’arrimage de la protéine avec son ligand naturel.

2. T’oxydation de I’acide linoléique par le docking (voir Figure 2.6).
2.1. Docking du Ligand naturel

L’analyse de I’insertion du ligand naturel dans la lipoxygénase 4RPE (figure 3.4)
montre qu’il pénétre dans le site actif en formant deux liaisons hydrogéne : une liaison entre
Hydrogéne de groupement amine du résidu GLN393 et Oxygéne de ligand (ligand-P-O------
HN-GLN393 ; d =1.982 A), et I’autre entre H de groupement amine du résidu GLN625 et O
de ligand (ligand-Cy7-O------ HN-GLN393 ; d =1.903 A).

Figure 3.4 : Mode d’interaction du ligand naturel avec le site actif.

2.2 Oxydation de I’acide linoléique par docking

Le docking de I’acide linoléique dans LOX montre qu’une seule liaison hydrogéne est
établi entre H de groupement amine du VAL103 et O de groupement carbonyle de la fonction
acide du ligand avec une distance de 1.927 A (figure 3.5).
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Figure 3.5 : Mode d’interaction LOX — acide linoléique.

Aprées I’insertion de I’acide linoléique dans LOX, on procéde aux étapes suivantes :

a. Abstraction de H et H,

Trois liaisons hydrogéne résultent de I’abstraction du premier atome d’hydrogéne
(Hy): la premiére entre H du groupement amine duVAL103 et O de groupement carbonyle de
la fonction acide du ligand (d=1.941 A). La deuxiéme entre H de groupement amine du
ASP104 et O de groupement hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=1.864 A), et la
troisieme entre I’oxygeéne de groupement carbonyle du résidu PHE628 et 1’hydrogéne de

groupement hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=2.621 A), (figure 3.6.a).

(Figure 3.6.b) qui représente l’abstraction du deuxiéme atome d’hydrogéne (H,)
visualise la formation d’une liaison hydrogéne entre H de groupement amine du résidu

VAL103 et O de groupement hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=1.992 A).

() (b)

Figure 3.6 : Mode d’interaction du ligand avec le site actif. (a) : L’abstraction de Hj,
(b) :L’abstraction de H,.
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b. Réarrangement du radical allylique (n+2) et (n-2)

Un réarrangement du radical allylique de type n+2 et n-2 est établi aprés ’abstraction
de I’hydrogéne. Une seule liaison hydrogéne est formée entre H groupement amine de résidu
VAL103 et O de groupement carbonyle de la fonction acide du ligand avec une distance de
2.015 A pour le réarrangement du radical allylique (n+2) (Figure 3.7.a), et une distance de
1.827 A pour le réarrangement du radical allylique (n-2) (Figure 3. 7.b).

Figure 3.7 : Mode d’interaction du ligand avec le site actif. (a) : réarrangement du radical
allylique (n+2), (b) : réarrangement du radical allylique (n-2).

c. Insertion de I’oxygéne sur le carbone 9 et le carbone 13

L’insertion de I’oxygene sur le carbone 9 (la figure 3.8.a) et le carbone 13 (la figure

3.8.b) conduit & la formation d’un radical peroxyde.

(2) (b)

Figure 3.8 : Mode d’interaction du ligand avec le site actif. (a) : Insertion de I’oxygéne sur le
carbone 9, (b) : Insertion de 1’oxygene sur le carbone 13.

34



Etude par docking moléculaire de l'oxydation de I'acide linoléique par lipoxygénase

Le complexe ainsi formé est stabilisé par trois liaisons hydrogéne. La premiére est
formée entre H de groupement amine du VAL103 et O de groupement peroxyde du ligand
(d=2.042 A), la deuxiéme entre O de groupement carbonyle du LEU97 et H de groupement
hydroxyle de la fonction acide de ligand (d= 1.916 A). La troisiéme apparait entre H de
groupement amine de GLN175 et O de groupement carbonyle de la fonction acide du ligand

(d=1.919 A) (figure 3.8.2).

L’analyse visuelle du complexe (figure 3.8.b) nous montre trois liaisons hydrogénes :
La premicre est établi entre H de groupement amine du VAL103 et O de groupement
peroxyde du ligand (d= 2.082A). La deuxiéme entre H de GLN393 et O de groupement
hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=1.875 A). La troisiéme entre O de GLU99 et H de
groupement hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=2.733 A).

d. Formation d’un groupe hydroperoxyde sur le carbone 9 et le carbone 13

T.e radical peroxyde formé snite & Pinsertion de oxygéne sur le carbone 9 et le
carbone 13 capte un proton pour formé un groupement hydroperoxyde sur le Cy et le Ci3

conduit & la formation d’un radical peroxyde.

(2) (b)

Figure 3.9 : Mode d’interaction du ligand avec le site actif. (a) : La formation d’un groupe
hydroperoxyde sur le Cy, (b) : La formation d’un groupe hydroperoxyde sur le Cys.

La (figure 3.9.a) illustre que Le complexe formé est stabilisé par cinq liaisons
Lydivgeue . deus dislaules de d— 1.855 A el d-2.615 A eute les deux hydrogénes du résldu
THR626 (H de gronpement amine et H de groupement hydroxyle respectivement) et O de
groupement carbonyle de fonction acide du ligand. La troisiéme entre O de groupement

carbonyle du résidu ARG624 et H de groupement hydroxyle de fonction acide du ligand
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(d=1.855 A). La quatriéme entre O de groupement carbonyle du résidu GLU99 et H de
groupement hydroperoxyde du ligand (d = 1.982 A). La derniére entre H de groupement
amine du GLY412 et O de groupement hydroperoxyde du ligand (d=2.004A).

La (figure 3.9.b) présente trois liaisons hydrogéne. La premiére est formée entre H de
groupement amine du GLY412 et O de groupement hydroperoxyde du ligand (d=2.003 A). La
deuxiéme existe entre O de groupement carbonyle du GLU99 et H de groupement
hydroperoxyde du ligand (d=2.128 A). La troisi¢éme apparait entre H de groupement amine
du TYR623 et O de groupement hydroxyle de la fonction acide du ligand (d=2.147 A).

2.3. Interactions électrostatiques et hydrophobes

L’analyse visuelle du complexe nous a permet de voir aussides interactions

électrostatiques et hydrophobes.

e Interactions électrostatiques

La figure 3.10 illustre une interaction €lectrostatique moyenne entre H de groupement
amine du régidu VAL 103 # bleu w ot O de groupement peroxyde « marron ». 11 sxicte augsi

des interactions faibles (vert avec bleu).

Figure 3.10 : Interactions €lectrostatiques moyennes LOX-ligand.

e Interactions hydrophobes

Les complexes LLOX-ligand sont stabilisés aussi par des interactions hydrophobiques
avee les résidus ALA41, PIIE171, LEUL68. Clles sont schématisées par différentes couleurs :
bleu pour hydrophobe, marron pour hydrophile, et vert entre les deux.
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Figure 3.11 : Visualisation des interactions hydrophobiques.

3. Inhibition

Dans les aliments, la présence d’enzymes peut favoriser 1’oxydation lipidique. Par
exemple, la lipoxygénase, enzyme présente dans de nombreuses plantes, peut catalyser
I’oxydation des lipides. Une oxydation prolongée génére des composés indésirables et dans la
plupart des temps toxiques, pour minimiser les effets néfastes de ce phénomeéne on fait appel a

I’inhibition.

L’inhibition de LOX par diverses molécules a fait 1’objet de cette partie dont le but

principal est une meilleure compréhension de ce phénomene.

Ces molécules peuvent étre classées selon leur origine en deux catégories : synthétiques et

naturels.

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de l'acide
gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants
synthétiques lipophiles. Le BHA et le BHT sont les plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont
principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les produits
cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement. Néanmoins, leur

utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA et du BHT étant suspectés

d'étre cancérogenes [2,3].

l.es tocopherols (vitamine k) sont des antioxydants naturels et leur presence contere
une certaine stabilite a I’huile d’olive. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer comme exemple
I’a-tocophérol, le B-tocophérol, le 6-tocophérol et le y-tocophérols. La teneur en tocophérol

dans I’huile d’olive varie entre 50 et 150 mg/kg [4].
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[ e e e e e e e e e e e T e S e e T e T e e e ]

Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques in vitro
(antibactériennes, anti-cancérigéne, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractére réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les polyphénols
présentant ainsi des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec I’inhibition de
I’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique

(stress oxydant) [5].

Dans cette partie, nous nous sommes attachés a I’étude des inhibiteurs naturels tels que
les tocophérols (a-tocophérol, B-tocophérol, &-tocophérol, y-tocophérol et acétate d'a-
tocophéryle) et les polyphénols (2-Phenyl-4-chromanol, (-)-épigallocatéchine gallate et
Hydrohytyrosol ) (annexe 2).

3.1. Alpha-tocophérol

Le docking moléculaire du complexe LOX- u-tocophérol a [ourni les modes

d’interaction illustrés dans la figure 3.12.

Figure 3.12 : Mode d’interaction LOX- a-tocophérol.

Le complexe forme est stabilisé par deux liaisons hydrogéne. La premicre est formée entre H
du groupement amine du GLY412 et O de groupement hydroxyle du ligand (d=2.038 A). La

deuxiéme apparait entre O de groupement carbonyle de la fonction acide du GLU99 et H de

groupement hydroxyle du ligand (d=1.868 A).
3.2. Reta-tneaphérnl

L’analyse visuelle du complexe LOX- B-tocophérol (figure 3.13), nous montre deux
liaisons hydrogéne : La premicre entre H de groupement amine du GLY412 et O de

groupement hydroxyle du ligand (d=1.857 A), la deuxiéme est formée entre O de
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groupement carbonyle de la fonction acide du GLU99 et H de groupement hydroxyle du
ligand (d=1.841 A).

Figure 3.13 : Mode d’interaction LOX- B-tocophérol.
3.3. Delta-tocophérol

Les modes d'inleraction qui régissent la formation du complexe LOX- &-locophérol
(La figure 3.14) présentent deux liaisons hydrogéne : La premidre est établi entre H de
groupement amine du GLY412 ct O de groupement hydroxyle du ligand (d=1.724 A). La
deuxieéme est formée entre O de groupement carbonyle de la fonction acide du GLU99 et H de

groupement hydroxyle du ligand (d= 2.101 A).

Figure 3.14 : Mode d’interaction LOX- 8-tocophérol.
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3.4. Gama-tocophérol

L’arrimage du complexe LOX- y-tocophérol a fourni les modes d’interaction illustrés

dans la figure 3.15.

Figure 3.15 : Mode d’interaction LOX- y -tocophérol.

Le complexe ainsi formé montre la présence de deux liaisons H : La premicre est établi entre
11 de groupement amine du GLY412 et O de groupement hydroxyle du ligand (d=1.821 A).
La deuxieme entre O de groupement carbonyle de la fonction acide du GLU99 et H de

groupemenlt hydroxyle du higand (d= 1./30 A).

D’aprés ces résultats, nous pouvons remarquer que l’inhibition de LOX par les
tocophérols est établi par deux interactions du type liaisons hydrogéne : La premiére est
formée entre H de groupement amine du GLY412 et O de groupement hydroxyle du ligand.
La deuxiéme entre O de groupement carbonyle de la fonction acide du GLU99 et H de
groupement hydroxyle du ligand avec des longueurs de liaison variables. Les résidus GLU99
et GLY412 qui ont participé dans la formation du complexe LOX-acide linoléique ont été

bloqué par la présence des tocophérols.
3.5. Acétate d'alpha-tocophéryle

Le complexe LOX- Acétate d'alpha-tocophéryle est stabilisé (figure 3.16) par la
formation d’une liaison hydrogéne distante de 2.038 A entre O de la fonction carbonyle du
ligand et H de la fonction amine du résidu VAL103.
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Figure 3.16: Mode d’interaction de LOX- Acétate d'alpha-tocophéryle.

3.6. 2-Phenyl-4-chromanol

Le 2-Phenyl-4-chromanol appartient & la famille des polyphénols. Ce ligand a été
étudié comme inhibiteur de LOX. D’apres 1’analyse visuelle du complexe LOX-2-Phenyl-4-
chromanol formé (figure 3.17), on constate 1’établissement d’une seule liaison hydrogéne
entre O de groupement carbonyle du PHE628 et H de groupement hydroxyle du ligand
(d=2.014 A).

Figure 3.17 : Mode d’interaction LOX-2-Phenyl-4-chromanol.

3.7. (-) - épigallocatéchine gallate

Le complexe LOX-(-) - épigallocatéchine gallate (figure 3.18) est stabilisé par huit
liaisons hydrogene la plus prononcée est celle formée entre O de groupement carbonyle de la
fonction acide du GLU99 et H de groupement hydroxyle du ligand. e résidu GLLU99 qui
participe dans la formation du complexe LOX-acide linoléique a été bloqué par (-) -

Cpigallocaléchine gallate,
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Figure 3.18 : Mode d’interaction LOX-(-) - épigallocatéchine gallate.

3.8. Hydrohytyrosol

L’analyse visuelle du complexe LOX- Hydrohytyrosol nous montre plusieurs
interactions hydrogene les plus prononcées sont celles formées entre O de groupement
carbonyle de la tonction acide du GLUYY et H de groupement hydroxyle porté sur le Cag du
ligand (d =1.868 A) d’une part et O de groupement carbonyle du GLU99 et H de groupement
hydroxyle porté sur le Cs du ligand (d = 2.080 A) d’autre part. On assiste un double blocage
du résidu GLU99. Une autre interaction a été remarquée entre II de groupement amine du

QLY412 ¢l O de wroupewenl Lydiosyle puilé sut le Cs1 du ligaud (J — 1.807 A).

Figure 3.19 : Mode d’interaction LOX- Hydrohytyrosol.

4. Affinités des ligands

Cette procédure cst basée sur 1*arrimage de ’acide linoléique et tous les inhibiteurs
pour pouvoir les classés par ordre d’affinité décroissante. Les résultats de docking sont

présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 3.2 : Classement des résultats de docking.

Classement Structure Total score
1 a-tocophérol 10.4385 o
2 B-tocophérol 9.8174
3 d-tocophérol 9.6029
4 y-tocophérol 9.0898
5 acétate d'alpha-tocophéryle. 9.0581
6 acide linoléique 8.3530
7 hydrohytyrosol 7.3395
8 2-Phenyl-4-chromanol 7.3023
9 (-)-épigallocatéchine gallate 4.2713

Les résultats du docking montrent que les tocophérols ont des affinités supérieures a
celle de I’acide linoléique. Ces derniers présentent une meilleure activité inhibitrice que les
polyphénals. |e a-tacophéral torme le complexe protéine-higand le plus stable. 1l présente
donc un meilleur effet inhibiteur. (-)- épigallocatéchine gallate présente la plus basse affinité
envers LOX parmi la série des inhibiteurs étudiés et par conséquent, il forme le complexe le

moins stable.
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Conclusion

Ce ftravail axé sur la modélisation moléculaire par docking, a pour but essentiel

d*étudier théoriquement 1’oxydation de I’acide linoléique.

L’oxydation de I’acide linoléique catalysée par la lipoxygénase suivi par le docking
moléculaire, a montré la formation d’un complexe LOX-ligand stabilisé par des liaisons

hydrogene et des interactions hydrophobiques et électrostatiques.

Nous avons aussi étudié I’inhibition de I’enzyme lipoxygénase qui catalyse la réaction
de 'oxydation de l'acide linoléique par des antioxydants naturels tels que les tocophérols et les

polyphénols.

Les résultats exposent que les tocophérols ont des affinités supérieures a celle de
’acide linoléique. Ces tocophérols possédent une meilleure activité inhibitrice que les

polyphénols. Le a-tocophérol forme le complexe protéine-ligand le plus stable.

Cette stabilité est établi par deux interactions du type liaisons hydrogéne : La premiére est
[Grmée cnte H de groupement amine du GLY412 et O de groupement hydroxyle du ligand.
La deuxiéme entre O de groupement carbonyle de la fonction acide du GLUYY et H de
groupement hydroxyle du ligand avec des longueurs de liaison variables. Les résidus GLU99
et GLY412 qui ont participé dans la formation du complexe LOX-acide linoléique ont été

bloqué par la présence des tocophérols.

45



ANNEXES




Annexe 1:Tableau RMSD de 100 complexes

CODE PDB RMSD
1TRM 0.15
40XY 0.02
2Q71 1.18
3A37 247
5HVX 0.67
1C23 1.29
1R19 1.49
209B 2.50
1SFY 2.31
209C 2.43
2ZSC 0.86
3VSK 0.57
4R9J 1.02
4YDQ 3.46
5G26 1.88
1CX2 1.28
3LN1 0.42
3NTI 1.04
1CK6 0.37
1EC3 4.79
10PT 3.68
1SEU 5.81

| T8l 0.51
1TCX 2.83
2BPY 1.93
2BQV 2.27
8A3H 1.28

SIE3 1.44
3C34 0.95
5K7X 1.12

201V 1.08
4G32 0.68
4MI11 0.74
ANRE 1.17
40TY 1.95
1AQI1 0.71
1INQ 1.43
1R50 2.17

1V 417
1VIK 5.16
2X7S 0.61
OXTT 0.37
2X7U 0.86
3BKK 0.85
3878 0.32
3V8I 3.76
3ZM5 1.87
4EEQ 0.79
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4GL5 135
4LH7 0.72
ALH6 0.80
1EQG 0.87
1EQH 1.01
1HTS 0.97
3DJK 3.29
3KK6 1.22
3N8W 0.39
3N8X 1.09
4FMS5 0.41
4M10 0.96
4M11 0.76
6COX 0.79
3KWF 0.61
1YVM 0.47
1YWS8 0.53
2AIE 0.37
2A17 1.09
2P9A 1.26
1XIM 0.75
3GCTT 0.52
2WIH 1.33
1LOK 0.77
1KQ0 0.7
1FT7 0.59
1CP6 0.93
IMT3 0.91
2B3H 0.75
2UG6 1.25
2P98 0.66
2EVO 1.25
3VH9 0.05
4GIF 0.62
4GLW 0.43
1QIT 0.87
1B59 2.28
11K ] 1.57
3NK2 0.41
4UYU 0.64
2WYZ 1.39
3QBJ 1.36
2137, 0.89
4COX 0.85
40TY 0.99
20NC 0.82
3GOG 1.02
3GOC 1.07
3RUG 0.93
1HU9 0.45
INO3 0.46
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Annexe 2 : structure des inhibiteurs.

CODE Structure Nom IUPAC Nom
CID systématique
(2R) -2, 5, 7,8-tétraméthyl- a-tocopherol
03 2 - [(4R, 8R) -4, 8,12
ldes triméthyltridécyl] -3 4-
dihydrochromen-6-ol
(2R)-2,5,8-trimethyl-2-[(4R,8R)- | B-tocopherol
4,8,12-trimethyltridecyl]-3,4-
6837447 dihydrochromen-6-ol
o ] : (2R)-2,8-dimethyl-2-[(4R,8R)- | 8-tucupliciul
92094 ’ P l/\ /L 4,8,12-trimethyltridecyl]-3,4-
NN dihydrochromen-6-ol
(2R) -2,7,8-triméthyl-2 - |(4R, | y-tocopherol
92729 8R) -4,8,12-triméthyltridécyl] -
3.,4-dihydrochromen-6-ol
2,5, 7,8-tétraméthyl-2- (4, 8,12- | Acétate d'a-
2117 Y] triméthyltridécyl) -3,4- tocophéryle
¥ : dihydrochromen-6-yl] acétate
o 2-phényl-3,4-dihydro-2H- 2-Phenyl-4-
chromen-4-ol chromanol
319213570
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65064

[(2R, 3R) -5,7-dihydroxy-2-
(3.4,5-trihydroxyphényl) -3,4-
dihydro-2H-chromen-3-yl]
3.4,5-trihydroxybenzoate

)=
épigallocatéchi
ne gallate

5316821

(2R,3R,48,58,6R)-2-[2(3.4
dihydroxyphenyl)ethoxy]-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol

Hydrohytyrosol
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