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Abstract

Comprehending the mechanism of interaction of alpha-glucosidase-

inhibitors through molecular modeling

Abstract

Type 2 diabetes is a metabolic disorder characterized by chronic postprandial
hyperglycemia. Alpha-glucosidase contributes to the rise in postprandial blood glucose levels
by facilitating the breakdown of carbohydrates into glucose in the intestine. Its inhibition

represents an important therapeutic approach for diabetes management.

In this context, our work focused on the study of a-glucosidase inhibition using in silico
analysis methods, particularly molecular docking using the Surflex-dock program. The latter
demonstrated a good ability to reproduce experimental structures, with 67% of the protein-
ligand complexes showing an RMSD < 2 A. The visual analysis also confirmed this
performance by a satisfactory superposition of the simulated ligands with the experimental
structures, while a significant correlation (r=0.8410) was observed between the calculated

affinities and the biological activities.

Subsequently, a ligand-based virtual screening was conducted using the reference
inhibitor, which is voglibose .This approach allowed the identification of four compounds with
higher binding affinity for a-glucosidase, namely: CID44328007, CID44327991,
CID44327637 and CID68230303, with respective affinity scores of 9.33 M, 8.69 M,
8.44 M1 and 8.36 M.

Finally, the in silico evaluation of the physicochemical, pharmacokinetic, and
toxicological properties of these drug candidates confirmed their compliance with oral
bioavailability standards, allowing them to be considered as potential new therapeutic agents

against type 2 diabetes.

Keywords: Alpha-glucosidase, molecular docking, pharmacokinetic parameters,

physicochemical parameters, Surflex-dock, toxicity, type 2 diabetes.



Résumé

Compréhension du mécanisme d’interaction alpha-glucosidase-inhibiteurs

par modélisation moléculaire

Résumé

Le diabete de type 2 est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
postprandiale chronique. L’alpha-glucosidase contribue a [I'élévation de la glycémie
postprandiale en facilitant la dégradation des glucides en glucose au niveau intestinal. Son

inhibition représente une approche thérapeutique importante pour le contrdle du diabete.

Dans ce contexte, notre travail s’est orienté vers 1’étude de I’inhibition de 1’a-glucosidase
en utilisant des méthodes d’analyse in silico, notamment le docking moléculaire avec le
programme Surflex-dock. Ce dernier a montré une bonne capacité a reproduire les structures
expérimentales, avec 67 % des complexes protéine-ligand testés présentant un RMSD <2 A.
L’analyse visuelle a confirmé cette performance par une superposition satisfaisante des ligands
simulés avec les structures expérimentales, tandis qu’une corrélation significative (r = 0,8410)

a été observée entre les affinités calculées et les activités biologiques.

Par la suite, un criblage virtuel basé sur le ligand a été réalisé a partir de 1’inhibiteur de
référence qui est le voglibose. Cette approche a permis d’identifier quatre composés présentant
une affinité de liaison supérieure pour I’a-glucosidase, a savoir : CID44328007, CID44327991,
CID44327637 et CID68230303, avec des affinités respectives de 9.33 M, 8.69 M, 8.44 M!
et8.36 M.

Enfin, 1’évaluation in silico des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et
toxicologiques de ces candidats-médicaments a confirmé leur conformité aux normes de
biodisponibilité orale, ce qui permet de les envisager comme de nouveaux agents thérapeutiques

potentiels contre le diabéte de type 2.

Mots clés: Alpha-glucosidase, diabéte de type 2, docking moléculaire, parametres

pharmacocinétiques, parametres physicochimiques, Surflex-dock, toxicité.
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Introduction

L’évolution des modes de vie au cours des dernieres décennies a entrainé une hausse des
maladies non transmissibles (les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2..., etc). Celles-

ci sont principalement liées a une alimentation déséquilibrée et a un manque d’activité physique
[1].

Le diabéte sucré, notamment le diabéte de type 2, est une maladie métabolique chronique
qui représente 90% des cas de diabéte, caractérisée par une hyperglycémie due a un déficit de
la sécrétion ou de I’action de I’insuline [2]. Sa prévalence demeure souvent sous-évaluée, car
cette perturbation de la régulation glycémique peut évoluer lentement et de maniere
asymptomatique durant de longues années [3]. En effet, le développement du diabéte de type 2
est influencé par des facteurs génétiques et environnementaux qui entrainent la perte
progressive des cellules béta des Tlots pancréatiques [4], favorisant ainsi 1’hyperinsulinisme et
la résistance a I’insuline [5]. Il augmente parallélement au vieillissement, a I’urbanisation, a la
sédentarisation, a I’alimentation et au développement de 1’obésité [3]. Cette pathologie expose
les patients a un risque accru de complications vasculaires séveres telles que les micro-
angiopathie diabétiques, les macro-angiopathie diabétiques et le pied diabétique, qui demeurent

la principale cause de morbidité et de mortalité chez les patients concernés [6].

La stratégie thérapeutique vise a stimuler 1’insulino-sécrétion par la prescription de
médicaments insulino-sécréteurs et/ou a réduire 1’insulino-résistance par des agents insulino-
sensibilisateurs [7] et le développement de nouveaux agents capables d’inhiber I’absorption

intestinale du glucose [8].

L’absorption intestinale du glucose se fait grace a 1’action des alpha-glucosidases
intervenant dans la digestion des glucides [9]. Les médicaments tels que I’acarbose et le miglitol
agissent en inhibant les a-amylases et les a-glucosidases. Cette action entraine une réduction
de I’absorption intestinale du glucose, ce qui permet de diminuer les concentrations de glucose
postprandiales. Toutefois, ces agents hypoglycémiants peuvent provoquer des effets
indésirables d’intolérance gastro-intestinale, ce qui limite fortement leur utilisation [10]. Cette
limitation thérapeutique requiert la recherche et le développement de nouveaux inhibiteurs
présentant une efficacité comparable, voire supérieure, tout en induisant peu ou pas d’effets

secondaires.

Le développement de nouveaux medicaments a éte facilité par les techniques de criblage
a haut débit lorsqu’elles sont associées a des outils informatiques [11]. Parmi ces oultils, la

f\llf\l
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modélisation moléculaire in silico, en particulier le docking moléculaire [12]. Il s’agit d’une
méthode de criblage virtuelle, rapide, peu codteuse et complémentaire aux approches
expérimentales dans le processus de découverte de médicaments. Cette technique permet de
prédire la structure d’un complexe formé entre des ligands, et une cible biologique d’intérét

thérapeutique [13, 14].

L’objectif de cette étude est d’étudier in silico les mécanismes d’inhibition de 1’a-
glucosidase par divers composeés inhibiteurs a travers des simulations de docking moléculaire
afin de déterminer des inhibiteurs plus prometteurs en termes d’affinité et de stabilité de liaison,

dotés d’une activité antidiabétique accrue.
Ce travail est structuré en deux grandes parties :
1. Une partie bibliographique qui comprend trois chapitres dont :

> Le premier chapitre présente une vue générale sur le diabete, et en particulier le diabete
de type 2, en abordant ses mécanismes physiopathologiques et ses stratégies
thérapeutiques.

> Le deuxieme chapitre s’intéresse a l'a-glucosidase, en détaillant son réle enzymatique
et les inhibiteurs qui ciblent cette enzyme.

> Le troisiéme chapitre se consacre a expliquer le docking moléculaire et son principe.

2. Une partie expérimentale comprend :

» Le quatrieme chapitre qui présente le matériel utilisé et les méthodes adoptées dans cette
étude.

» Le cinquiéme chapitre qui expose les résultats obtenus ainsi que leur analyse et
discussion.

Enfin, nous avons terminé notre travail par une conclusion récapitulative des principaux

résultats et des perspectives afin d'ouvrir des pistes pour des recherches futures.



Partie bibliographique



Chapitre I :
Diabeéte de type 2



Partie bibliographique Chapitre | : Diabéte de type 2

|. Introduction

Ce chapitre présente une vue d’ensemble sur le diabéte, puis se concentre sur le diabéte
de type 2 (DT2), une maladie métabolique chronique et silencieuse. L’objectif est de mieux
comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans son apparition et son
évolution. Nous aborderons également les différentes approches thérapeutiques actuellement
disponibles, en mettant en lumicre le mode d’action des traitements utilisés. Cette exploration
pose les fondations nécessaires a 1’analyse approfondie qui suivra, dans le but de mieux cibler

les stratégies thérapeutiques du DT2.

I1. Définition du diabéete

Le diabete est une pathologie métabolique se manifestant par une hyperglycémie
chronique (élévation persistante du taux de glucose sanguin). Cette condition s’accompagne de
perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines, résultant d’un déficit
de sécrétion d’insuline, d’une résistance a son action, ou d’une combinaison des deux [15].
Cette carence en insuline entraine une accumulation de glucose dans le sang, susceptible de

provoquer des Iésions au niveau des vaisseaux sanguins et des nerfs [16].
I11. Apercu historique du diabéte

Le terme "diabete" fut introduit des le premier siécle par les Grecs, dérivé du mot dia-
baind, signifiant "traverser”, en référence au passage rapide des liquides dans le corps sans

rétention.

L’histoire médicale du diabete débute véritablement au X VII¢ siécle avec Thomas Willis,
I’un des premiers a observer la présence de sucre dans 1’urine des patients. Il distingue alors
deux formes de la maladie : le diabete sucré (diabetes mellitus), signifiant miel a cause de la
douceur de I’urine, et le diabéte insipide (diabetes insipidus), dont 1’urine ne présente pas cette

saveur caractéristique [17].

En 1848, Claude Bernard met en évidence la fonction glycogénique du foie. Ce n’est
qu’en 1886, grace aux travaux d’Oscar Minkowski et de Joseph von Mering, que le r6le du
pancréas dans le métabolisme du glucose est établi. En retirant le pancréas de chiens de
laboratoire, ils constatérent I’apparition de symptomes diabétiques. Cette découverte a conduit

a I’identification de I’insuline, une hormone clé dans la régulation de la glycémie [18].
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IVV. Epidémiologie
IV.1. Dans le monde

En 2024, le diabéte demeure la principale pandémie de maladie « non contagieuse » a
I’échelle mondiale. D’aprés la Fédération Internationale du Diabéte (FID), il touchait en 2021
environ 531 millions de personnes agées de 20 a 79 ans (soit une personne sur dix), causant la
mort d’un individu toutes les six secondes. En 2019, on comptait 468 millions de cas, ce qui

représente une augmentation de 74 millions de personnes en seulement deux ans [19].

D’ici 2030, on prévoit une augmentation du nombre total jusqu’a 578 millions et en 2045

jusqu’a 700 millions [20].
IV.2. Dans I’Algérie

Selon les résultats de 1I’enquéte menée par le ministére de la santé, plus de 4,5 millions
d’Algériens sont atteints de diabéte en 2023. En tenant compte de la marge de progression
estimée par la FID a 96 %, ce chiffre pourrait approcher les 9 millions au cours des 20

prochaines années [21].

Entre 2003 et 2017, I’Algérie a connu une augmentation de 80 % des cas, avec une

prévalence atteignant 8,9 % de la population ciblée [21].
V. Types de diabete

V.1. Diabéte de type 1 (DT1)

Le diabéte insulino-dépendant (DID), apparait généralement chez 1’enfant ou le jeune

adulte de 35 ans. Il représente 5 a 10 % de 1’ensemble des cas de diabéte [22].

Cette forme de diabete est une maladie auto-immune dans laquelle le systéme
immunitaire détruit les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, responsables de la

production d’insuline [23], entrainant ainsi une carence absolue en insuline [24].
V.2. Diabéte de type 2 (DT2)

Le DT2, également appele diabéte non insulino-dépendant (DNID) ou diabéte mature, il
représente environ 90 % des cas de diabéte. Il se caractérise par une hyperglycémie due a une
sécrétion insuffisante d’insuline par le pancréas et a une résistance des tissus périphériques a

I’action de cette hormone [25].
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V.3. Diabéte gestationnel (DG)

Le diabete gestationnel est un type de diabete diagnostiqué pendant la grossesse,
généralement au cours du deuxieme ou du troisieme trimestre, chez des femmes non diabétiques

auparavant. Il disparait généralement aprés 1’accouchement [26].

V.4. Autres types de diabéte
Correspondant a des formes plus rares de diabéte :

» Lediabete néonatal et le diabéte MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young),

géneralement non insulinodépendants et liés a des mutations génétiques héréditaires.

» Les diabetes secondaires, résultant de maladies affectant le pancréas, le foie ou

certaines glandes endocrines.

» Le diabete induit, provoqué par certains medicaments, drogues, substances

chimiques toxiques ou encore des infections [27].
V1. Diabete de type 2

Le diabete de type 2 est une maladie métabolique chronique et évolutive, résultant d’une
altération a la fois de la sécrétion et de I’action de I’insuline. Cependant, la principale anomalie
observée dans le diabéte de type 2 est I’insulinorésistance [28]. Les patients atteints de diabete
de type 2 conservent pendant longtemps une sécrétion endogeéne d’insuline. Cette
caractéristique leur permet, pendant un certain temps, de maintenir une glycémie acceptable,
grace a une gestion hygiéno-diététique et a 1’utilisation de médicaments antidiabétiques oraux
[29].

VII. Physiopathologie du diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est une maladie caractérisée par deux principaux types
d’anomalies : I’insulino-résistance, qui concerne les effets de 1’insuline sur ses tissus cibles, et

I’insulino-déficience, qui fait référence aux altérations de la sécrétion d’insuline [30] (Figure
1.1).

VI1.1. Insulino-résistance

L’insulino-résistance désigne une réduction de I’action de I’insuline au niveau des tissus
cibles, tels que les muscles, le foie et le tissu adipeux. Cela entraine des défauts dans la captation
du glucose par ces tissus et une moindre inhibition de la production de glucose par le foie en

réponse a I’insuline [31].
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L’augmentation de la masse graisseuse associ¢e a 1’obésité conduit a une production
accrue de résistine, de Retinol binding protein-4 (RBP4) et de Tumor necrosis factor-a (TNF-

o), qui contribuent a une réduction de la sensibilité des tissus a I’insuline [32].

VI11.2. Déficit insulino-sécrétoire

Le diabéte de type 2 est associé a un défaut quantitatif et qualitatif de la sécrétion
d’insuline, évoluant progressivement vers une réduction de cette sécrétion, en raison de

phénomenes d’apoptose des cellules B du pancréas [31].

L'exposition chronique des Tlots pancréatiques a des niveaux élevés de nutriments, tels
que l'hyperglycémie et les exces d’acides gras libres, entraine des dysfonctionnements des

cellules B, menant a leur mort cellulaire, un phénoméne connu sous le nom de

Prédisposition
génélique

« glucolipotoxicité » [33].
Obésité

Facteurs
d'environnement
Hyperinsulinisme ';‘
l \ h 4 i

«HTA Insulinorésistance <
«LDL %
- HDL 4 !
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Figure 1.1 : Physiopathologie du diabéte de type 2 [34].
VIII. Symptémes du diabéte de type 2

Les symptdbmes du diabete de type 2 peuvent étre identiques a ceux du type 1,

notamment :

e Polydipsie : soif excessive.
e Polyurie : des urines abondantes.
e Fatigue, somnolence ou faiblesse.

e Perte de poids.
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e Une cicatrisation lente des plaies.
e Des infections récurrentes.

e Fourmillements [35].

IX. Facteurs de risque du diabéte de type 2
IX.1. Facteurs environnementaux
Il existe un lien étroit entre un environnement obésogeéne et le développement du DT2.
» Obésité
L’excés de tissu adipeux viscéral favorise 1’apparition d’une insulino-résistance [36].
» Sédentarite

Les progrés technologiques, notamment dans les domaines du transport et de la

communication, ont contribué a une réduction importante de 1’activité physique quotidienne

[37].
» Alimentation
L'alimentation moderne est souvent riche en sucres et en graisses, contribuant fortement
a I’obésité [38].
» Perturbation du sommeil

Le sommeil et le rythme circadien jouent un réle crucial dans la régulation de la glycémie.

Une perturbation prolongée de ces éléments peut favoriser le développement du DT2 [39].
» Toxicité environnementale

Des données récentes suggerent que certains polluants environnementaux peuvent altérer

la fonction des cellules B pancréatiques, augmentant ainsi le risque de diabéte [40].
IX.2. Facteurs génétiques

Dans la majorité des cas, une histoire familiale de diabéte de type 2 est retrouvée,
notamment chez les parents du premier ou du second degré [41].

IX.3. Facteurs physiologiques
> Age

Le risque de développer le DT2 augmente significativement apres 40 ans, avec une

fréguence plus marquée entre 40 et 59 ans [42].

~7~
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> Sexe

Le DT2 est plus fréquent chez les hommes. Cela pourrait s’expliquer par une moindre

sensibilité masculine a I’insuline ou par une tendance a accumuler les graisses viscérales [43].
» Grossesse

Le risque est accru chez les femmes ayant présenté un diabéte gestationnel, ainsi que chez

les enfants nés avec un poids supeérieur a 4 kg [42].
IX.4. Facteurs pathologiques
» Stress

Le stress chronique peut perturber la régulation du glucose, via la libération d’hormones
comme la STH (Somatotropin Hormone) et les catécholamines, qui interférent avec la sécrétion

et I’action de I’insuline [44].
» Hormones et médicaments

Certaines endocrinopathies et la prise de médicaments comme les contraceptifs oraux, les

corticoides ou les diurétiques peuvent favoriser 1’apparition du diabéte [45].
> Infections

Certains virus peuvent induire une résistance a 1’insuline ou perturber sa production par

les cellules B pancréatiques [46].
X. Complications dans le diabéte de type 2

X.1. Complications aigués
» Hypoglycémie

Une hypoglycémie profonde et prolongée liée au traitement antidiabétique, notamment
insulinique, peut entrainer des 1ésions cérébrales irréversibles. Il s’agit d une urgence médicale,

a envisager en présence d’un coma [47].
» Coma hyperosmolaire

Ce type de coma résulte d’une déshydratation sévere, survenant souvent chez des patients
diabétiques non diagnostiqués ou mal traites, en particulier les personnes agées ou affaiblies
[47].
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» Acidose lactique

Il s’agit d’une acidose métabolique liée a une accumulation excessive d’acide lactique,
souvent observée chez les patients traités par metformine, notamment en cas d’élimination

rénale insuffisante [48].
» Acidocétose diabétique

Cette complication résulte d’une carence en insuline, provoquant une hyperglycémie, une
déshydratation, une lipolyse accrue et une production excessive de corps cétoniques. Elle se

manifeste par une acidose métabolique sévere (cétose) [49].
X.2. Complications chroniques

Les complications chroniques du diabéte se divisent en deux grandes catégories : micro-

vasculaires et macro-vasculaires.
X.2.1. Macro-angiopathies

Elles touchent les artéres de moyen et gros calibres, notamment par la formation de
plaques d’athérome responsables de rétrécissements vasculaires [49]. Elles peuvent étre de
plusieurs types, telles que les coronaropathies, les accidents vasculaires cérébraux, ou encore

les maladies cardiovasculaires [50].
X.2.2. Micro-angiopathies

Ces complications concernent les petits vaisseaux sanguins (diametre < 30 pum) et
résultent de lésions capillaires menant a des obstructions vasculaires [51, 52]. Elles se

manifestent principalement par trois formes cliniques :
» Rétinopathie diabétique

Elle est causée par un épaississement de la membrane basale des capillaires rétiniens et
une réduction des cellules endothéliales. Cela provoque une dilatation, puis une occlusion des

capillaires, entrainant une ischémie de la rétine [53].
» Néphropathie diabétique

Caractérisée par une excrétion urinaire d’albumine > 300 mg/24h, ou par une association
d’une protéinurie permanente et d’une altération de la fonction rénale marquée par une

réduction du débit de filtration glomérulaire et une augmentation de la créatininémie [54].
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» Neuropathie diabétique

Elle affecte principalement les nerfs périphériques, provoquant des troubles sensoriels
(fourmillements, douleurs). La forme autonome atteint les nerfs du systéme parasympathique
et sympathique [55].

X.3. Complications mixtes
Ces complications associent des atteintes a la fois micro-vasculaires et macro-vasculaires.
» Pied diabétique

Il se caractérise par une infection, une ulcération ou une nécrose des tissus profonds du
pied, en lien avec une neuropathie périphérique et/ou une artériopathie des membres inférieurs
[56].

XI. Diagnostic du diabete de type 2

Le diabéte de type 2 évolue souvent de maniere silencieuse. La plupart de ses
complications apparaissent progressivement, sans symptomes évidents. C’est pourquoi un

dépistage et un suivi biologique réguliers sont essentiels.
XI.1. Glycémie

Elle peut étre mesurée soit par une prise de sang veineuse (glycémie veineuse), soit a
I’aide d’un glucométre par une goutte de sang prélevée au bout du doigt (glycémie capillaire).

A jeun. Une glycémie normale se situe entre 0,70 et 1,10 g/L [57].
X1.2. Glycosurie

I1 s’agit de la détection de sucre dans les urines, généralement a I’aide de bandelettes
urinaires réactives plongées directement dans 1’échantillon urinaire, elles changent de couleur

en présence de glucose [58].

X1.3. Hémoglobine glyquée

Ce paramétre refléte la moyenne de la glycémie sur les deux a trois derniers mois. Il ne
nécessite pas de jelne préalable [59]. Un taux d’Hémoglobine Alc (HbAlc) > 6,5 mmol/L est
considéré comme diagnostique positif du diabete [60].
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X1.4. Hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)

Elle consiste a mesurer la glycémie deux heures aprés 1’ingestion d’une solution
contenant 75 g de glucose [61]. Un taux de glucose plasmatique > 11,1 mmol/L (200 mg/dL)

au bout de 2 heures confirme le diagnostic de diabete [60].
XI1. Gestion du diabéte

La prise en charge du diabéte doit reposer sur quatre piliers : traitement non
pharmacologique, traitement pharmacologique (si nécessaire), contréle glycémique et examens

médicaux reguliers.
XI1.1. Traitement non pharmacologique (mesures hygiéno-diététiques)
» Alimentation équilibrée

Les patients diabétiques doivent adopter une alimentation saine et diversifiée, en limitant

les apports en sucres simples, en graisses saturées, ainsi qu’en évitant la consommation d’alcool

[62].
» Activité physique

L’exercice physique joue un role essentiel dans la régulation de la glycémie, la diminution

des risques cardiovasculaires et le maintien d’un poids corporel sain [55].
» Prévention du tabagisme

Le tabac étant un facteur de risque majeur des maladies cardiovasculaires, son arrét est

fortement conseillé chez les personnes diabétiques [62].
XI1.2. Traitement pharmacologique

Les traitements pharmacologiques sont introduits pour stabiliser la glycémie (Figure 1.2).
Leur objectif est de diminuer la morbi-mortalité liée au diabéte et de prévenir 1’apparition de

ses complications, qu’elles soient aigués ou chroniques.
XI11.2.1. Les antidiabétiques non insuliniques
XI11.2.1.1. Les insulino-sensibilisateurs
» Medicament : la metformine (Glucophage®, Stagid®).

Cette classe agit en augmentant la sensibilité périphérique de I’insuline et comporte
plusieurs effets : augmenter ’utilisation de glucose dans les tissus périphériques et réduire la

néoglucogeneése [38].
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X11.2.1.2. Les insulino-sécréteurs

Les insulino-sécréteurs permettent de controler la glycémie postprandiale en favorisant la

libération d’insuline endogeéne par les cellules B pancréatiques [63].

X11.2.1.2.1. Les sulfamides hypoglycémiants ou sulfonylurées

» Meédicaments : gliclazide (Diamicron®), glibenclamide (Daonil®), glimépiride
(Amarel®).

Ils agissent principalement en stimulant la sécrétion d’insuline par les cellules B des ilots
de Langerhans, en renforcant la réponse secrétoire proportionnellement au taux de glucose

présent dans le sang [63].

X11.2.1.2.2. Glinides
» Meédicament : répaglinide (Novornorm®).

IIs stimulent le pic précoce d’insulino-sécrétion et diminuent essentiellement la glycémie

postprandiale [64].
X11.2.1.3. Les incrétino-mimétiques (analogues du GLP1)

» Meédicaments : liraglutide (Victoza®), exénatide (Byetta®, Bydureon®),
dulaglutide (Trulicity®) [65].

Les incrétines, comme le glucose-like peptide 1 (GLP-1) sont des hormones naturellement
produites par I’intestin en réponse a I’arrivée des nutriments. A I’instar de la metformine, elles
renforcent 1’effet du glucose sur les cellules B du pancréas en stimulant la sécrétion d’insuline

pendant les repas [66].
X11.2.1.4. Les inhibiteurs de la dipeptidylpeptidase-4

» Médicaments : sitagliptine (Januvia®, Xelevia®), vildagliptine (Galvus®),
saxagliptine (Onglyza®).

La dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) est une enzyme qui degrade les incrétines. Les
inhibiteurs de la DPP-4 prolongent la demi-vie et I’effet des incrétines, ce qui stimule

I’insulinémie [67].
XII.2.1.5. Les inhibiteurs de I’alpha-glucosidase
» Médicaments : acarbose (Glucor®), miglitol (Diastabol®), voglibose (Volix®)
[68].
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Ces inhibiteurs rentrent en compétition avec 1’alpha-glucosidase, ralentissant ainsi la
dégradation des polysaccharides dans I’intestin gréle. Cela permet de modérer 1’absorption du

glucose et de limiter le pic d’hyperglycémie apreés les repas [69].
X11.2.1.6. Les inhibiteurs des co-transporteurs sodium glucose 2

» Médicaments : Gliflozine : dapagliflozine (Forxiga®), canagliflozine (Invokana®)

et ’empagliflozine (Jardiance®).

Les Sodium-glucose transport protein-2 (SGLT-2) sont principalement localisés au
niveau rénal, ou ils participent a la réabsorption du glucose et de certains ions. Les inhibiteurs

des SGLT-2 permettent de réduire la glycémie en favorisant 1’élimination urinaire du glucose

[70].
XI11.2.2. L’insuline

Le traitement par insuline repose sur I’administration quotidienne d’insuline exogene afin

de pallier la carence progressive en insuline endogéne [71].

Cette substitution permet d’améliorer le contrdle glycémique et de corriger les désordres

métaboliques associés au diabéte de type 2 [72].

Glucides complexes Inhibiteurs des o
o-glucosidases Hyperglycémie
{ insulino- Sulfamides, glinides,
: sécrétion incrétinomimétiques
Insuline Pancréas

t production

de glucose
SRS < Foie . .
‘Glucose Biguanides
Tl Insulino-
= résistance
Muscles Adipocytes
Réabsorption _—
P Inhibiteurs du SGLT2
du glucose

Rein

Figure 1.2 : Mécanismes pharmacologiques de la prise en charge de I'nyperglycémie dans le
diabete de type 2 [73].
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XI1.3. Suivi du patient diabétique du type 2

X11.3.1. Contréle glycémique

Généralement évalué par différentes voies : mesure en laboratoire de ’HbAlc, et auto-

surveillance glycémique ou surveillance continue de la glycémie interstitielle par le patient [55].

XI11.4. Examens médicaux reguliers

Afin de prévenir et de prendre en charge efficacement les complications liées au diabete,
un suivi médical régulier est recommandé [55]. Les examens a réaliser périodiquement sont
précisés par les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) et présentés dans le
tableau 1.1.

Tableau 1.1 : Recommandations de la HAS pour le suivi des patients vivant avec un
diabéte [74].

Examen médical Fréquence

Consultation clinique chez le médecin généraliste/diabétologue 3 fois/an

Mesure de ’HbAlc 3 fois/an
Dosage de micro-albuminurie et de créatinémie 1 fois/an
Evaluation du profil lipidique 1 fois/an
Electrocardiogramme 1 fois/an
Evaluation ophtalmologique 1 fois/an
Examen clinique des pieds 1 fois/an
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|. Introduction

Les glycosidases intestinales sont des cibles d’intéréts thérapeutiques contre le diabéte de
type 2. Aprés avoir présenté le diabéte de type 2, nous nous intéresserons a un type
d’hypoglycémiants : les inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase (EC.3.2.1.20) dont trois sont des
traitements commerciaux : Voglibose, Miglitol, Acarbose, qui sont prometteurs pour le

développement de nouveaux hypoglycémiants.

Les glycosidases sont les enzymes qui catalysent I'hydrolyse des liens glycosidiques
présents dans les simples glycosides, oligosaccharides et polysaccharides, libérant ainsi des
mono- ou oligosaccharides de poids moléculaire inférieur a celui du substrat initial. Elles se
divisent en exo- et endoglycosidases selon qu’elles hydrolysent les substrats a leurs extrémités

ou a I’intérieur de la molécule [75].

Les a-glucosidases (a-D-glucosides glucohydrolase) sont des exo-glucosidases qui
catalysent la libération des résidus a-glucosylés a partir des extrémités non réductrices de
substrats contenant des liaisons a-glucosidiques [75]. En inhibant ces enzymes, il est possible
de ralentir la digestion des glucides complexes, ce qui permet de réduire la glycémie
postprandiale [76].

Dans ce contexte, de nombreuses recherches ont été menées afin de développer des
inhibiteurs capables de moduler leur activité enzymatique [76]. Ce travail s’inscrit dans cette
continuité, en explorant de nouveaux candidats médicamenteux pouvant enrichir cette classe

thérapeutique.
I1. Définition de I’alpha-glucosidase

Les a-glucosidases sont des exo-glycosidases catalysant majoritairement 1’hydrolyse des
liaisons 0-1,4-glucosidiques d’un substrat pour libérer un a-D-glucose et peuvent également

catalyser des réactions de trans-glycosylation [77].
I11. Nomenclature de I’alpha-glucosidase

Selon la nomenclature établie par 1’Union Internationale de Biochimie et de Biologie
Moléculaire (IUBMB), les glycosidases font partie de la famille EC 3.2.1, ou le chiffre 3
correspond aux hydrolases, le chiffre 2 aux glycosylases et le chiffre 1 aux O- et S-glycosidases
[75].

Cette enzyme porte plusieurs appellations selon I’'TUBMB [78] :
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» Nom systématique : a-D-glucoside glucohydrolase.

» Nom codifié : EC 3.2.1.20.

» Nom recommandé : Alpha-glucosidase.

» Synonyme : Maltase-glucoamylase, maltase, glucoinvertase, glucosidosucrase, o-
glucopyranosidase, glucosidoinvertase, a-D-glucosidase, a-glucoside hydrolase, a-1,4-

glucosidase.
IV. Localisation de I’alpha-glucosidase

L'a-glucosidase, située dans la bordure en brosse des entérocytes du jéjunum, hydrolyse
les glucides, oligosaccharides et disaccharides non absorbés en monosaccharides, a savoir le

glucose, qui est absorbé dans le jéjunum supérieur, entrainant une hyperglycémie [79].
V. Caractéristiques biochimiques

V.1. Specificité de substrat

Un certain nombre de ces enzymes a été étudié afin de déterminer leurs caractéristiques
biochimiques et leur spécificité. Ces recherches ont révélé qu’elles peuvent hydrolyser
différents types de liaisons glycosidiques : a-(1,1), a-(1,2), a-(1,3), a-(1,4) et a-(1,6), ainsi que
diverses formes d’hétéro-diholosides composés de glucose et de fructose [80].

V.2. Conditions optimales de réaction
V.2.1. pH

Selon la littérature, les différentes a-glucosidases étudiées montrent qu’elles tendent a
avoir un pH optimum acide [81]. Selon la base de données Braunschweig Enzyme Database
(BRENDA), compilant différents types d’informations sur les enzymes (www.brenda-
enzymes.org), seulement quelques-unes (10% des enzymes répertoriées) ont un pH optimum
de 7 [82].

V.2.2. Température optimale

Les températures optimales répertoriées dans cette méme base de données sont

retrouvées sur une large gamme allant de 21°C a 105°C selon ’origine de 1’enzyme [83, 84].
V1. Structure de I’alpha-glucosidase

A ce jour, de nombreuses structures cristallographiques des a-glucosidases ont été
déposées dans la base de données Protein Data Bank (PDB), provenant d'organismes

appartenant a différents régnes biologiques.
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L’analyse tridimensionnelle révele que I’a-glucosidase humaine, appartenant a la famille
GH31, présente 4 domaines : un domaine N-terminal (N), un domaine catalytique (A) central,
un domaine proximal (C) du c6té C-terminal et un domaine distal (D) (Figure 11.1) [85].

VI1.1. Domaine N

Ce domaine comprend une dizaine de brins B incluant de grandes boucles interagissant
avec le domaine A. Il jouerait un réle dans la fixation du substrat et/ou dans le maintien de

I’architecture du site actif [85].
V1.2. Domaine catalytique A (site actif)

Ce domaine situé généralement a ’extrémité N-terminale de la protéine, il adopte une

structure en tonneau(p/a) [86].
Le site actif comprend une triade catalytique composée de :

e Un acide glutamique jouant le r6le du donneur de proton.
e Un acide aspartique agissant comme nucléophile.
e Un second acide aspartique intervenant dans la stabilisation de I’intermédiaire covalent

glucosyl-enzyme [87, 88].
V1.3. Domaine C

I est constitué de 8 brins B, Il coopére étroitement avec les domaines A et D, jouant un

réle clé dans la stabilisation du domaine catalytique [85].
V1.4. Domaine D

Il est formé de 11 brins B et, moins conservé, il semble avoir évolué en acquérant des

fonctions distinctes, encore mal connues a ce jour [85].
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Figure 11.1 : Représentation en ruban d’une a-glucosidase humaine en complexe avec
I’acarbose (a) PDB ID 2QMJ [89]. (b) PDB ID 3TOP [90]. Les sous-domaines structuraux

individuels sont mis en évidence en différentes couleurs.

VII. Mécanisme catalytique

VI1.1. Mécanisme avec inversion de configuration

Dans le site actif, les deux groupements acides carboxyliques sont espacés d’environ 10
A, ce qui permet simultanément 1’accés de 1’eau et du substrat. Ce mécanisme se déroule en

une seule étape [91].

Un résidu catalytique glutamate joue le réle de base en activant une molécule d’cau, tandis

que I’autre agit comme un acide, en fournissant un proton qui active I’oxygene de la liaison
osidique [92].

La réaction passe par un état de transition impliquant un ion oxocarbenium, cela aboutit

a I’hydrolyse directe de la liaison glycosidique (Figure 11.2) [92].
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Figure 11.2 : Mécanisme d’action a inversion de configuration [94].
VI11.2. Mécanisme avec rétention de configuration

Dans ce cas, la distance entre les résidus catalytiques est d’environ 5 A empéchant I’eau
et le substrat de se lier simultanément au site actif. L hydrolyse se fait donc en deux étapes la

glycosylation et la déglycosylation. (Figure 11.3) [93].
» Glycosylation

Un résidu catalytique agit comme acide, cédant un proton a ’oxygeéne de la liaison
glycosidique, alors que 1’autre résidu agit comme nucléophile, attaquant le carbone anomérique.
Cette réaction conduit a la formation d’un complexe glycosyl-enzyme avec une liaison

covalente sucre-enzyme et a la libération de la partie en aval du substrat [93].
» Déglycosylation

Une molécule d’eau entre dans le site actif, le résidu nucléophile attaque a nouveau le
carbone anomérique tandis que 1’autre résidu agit comme base, récupérant un proton de 1’eau,

ce qui aboutit a la rupture de la liaison covalente et a la libération du sucre produit [93].
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Figure 11.3 : Mécanisme d'action a rétention de configuration [94].
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VIII. Les inhibiteurs de I’alpha-glucosidase

Les inhibiteurs de l'a-glucosidase intestinale sont des inhibiteurs compétitifs et
réversibles d’origine bactérienne qui jouent un rdle de faux substrat [94]. lls retardent
I’hydrolyse des glucides complexes et l'absorption du glucose, réduisant 1’hyperglycémie

postprandiale comme ’illustre la figure 11.4 [95].

Alpha-glucosidase

Amidon

Glucose sanguin

Bordure en brosse de l'intestin gréle

Alpha-glucosidase

Inhibiteurs de I'alpha-glucosidase
Amidon s 73

= Glucose sanguin

Bordure en brosse de l'intestin gréle

Figure 11.4 : Mécanisme d’action des inhibiteurs de 1’a-glucosidase [96].

Plusieurs classes d’inhibiteurs ont été développées, allant des molécules naturelles aux
composés synthétiques. Dans ce qui suit, nous passerons en revue les principales classes

d’inhibiteurs de 1’a-glucosidase et leurs structures chimiques.

VIII.1. Thiosucres

Les thiosucres sont des composés dans lesquels 1’oxygene cyclique est remplacé par un
atome de soufre. Parmi eux, le salacinol (Figure 11.5), utilisé traditionnellement pour traiter le

diabéte [95]. Ce dernier est un inhibiteur puissant et sélectif des a-glucosidases [97].
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Figure 1.5 : Représentation du salacinol [95].
VII1.2. Iminosucres

Les iminosucres, peuvent mimer |’état de transition des substrats naturels des

glycosidases en reproduisant la conformation et la charge de I’intermédiaire oxocarbenium [98].
VI11.2.1. Déoxynojirimycine

La déoxynojirimycine est un dérivé stable de la nojirimycine, un analogue du glucose
dans lequel I’atome d’oxygéne du cycle est remplacé par un atome d’azote (Figure 11.6). Elle
est naturellement présente dans les racines de mdrier et agit comme un inhibiteur des a-

glucosidases [99].

HO
NH

o -, OH

OH

Figure 11.6 : Structure chimique du déoxynojirimycine [100].

Son dérivé, le miglitol (Figure 11.7) est également un puissant inhibiteur d’a-glucosidases
intestinales commercialisé comme antidiabétique. Il ralentit la digestion des glucides et réduit

I’hyperglycémie postprandiale [101].

OH
HO I ““OH
OH

Figure 11.7 : Structure chimique du miglitol [102].
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VI111.2.2. Castanospermine

11 s’agit d’un dérivé de la déoxynojirimycine associé a un cycle a 5 atomes avec 1’atome
d’azote en jonction (Figure 11.8). Cette structure rigide explique son activité anti-glucosidase
[103].

OH
: 'y OH

HO

HO"

Figure 11.8 : Représentation de la castanospermine [103].

VI11.2.3. Voglibose

Le voglibose (Figure 11.11) est un pseudo-oligosaccharde qui inhibe 1’a-glucosidase et
ralentit I’absorption des glucides dans le tractus gastro-intestinal, réduisant ainsi les pics de

glycémie postprandiale [104-105].
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Figure 11.9 : Structure du voglibose [106].
VIIL3. Tris

Le Tris (Tris hydroxyméthyl aminométhane) est un exemple différent d’inhibiteur (Figure
[1.9). 11 a été plusieurs fois rapporté que ce composé inhibe de fagon compétitive les a-
glucosidases [107-108].
HO

HO
NH

HO

Figure 11.10 : Représentation d’une molécule de Tris [109].
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VII1.4. Carbasucres

Il s’agit d’analogues de sucres ou I’oxygene intracyclique est remplacé par un atome de
carbone, comme ’acarbose, un pseudo-tétrasaccharide qui mime le maltotétraose (Figure 11.10)

[110] et qui est utilisée pour traiter le diabéte [111].

Figure 11.11 : Structure chimique de I’acarbose [112].

IX. Effets indésirables et événements cliniques associés

Les inhibiteurs de I'a-glucosidase sont critiqués pour des effets indésirables tels que les
flatulences, météorisme, diarrhées et douleurs abdominales, dus a la fermentation bactérienne
des glucides dans le colon. Ces symptémes apparaissent au début du traitement et dépendent
du régime alimentaire et de la posologie [113].
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|. Introduction

Ce chapitre porte sur les principales méthodes de modélisation moléculaire et de
bioinformatique, que nous avons utilisé pour la recherche de nouveaux inhibiteurs de l'alpha-

glucosidase, impliquée dans la maladie de diabéte de type 2.

La modélisation moléculaire est une approche scientifique couramment utilisée en
recherche pharmaceutique et biomédicale pour permettre la visualisation en trois dimensions
des complexes ligand-récepteur [114]. Elle permet de prédire la structure et certaines propriétés

chimiques des molécules ou de systemes moléculaires [115].

Cette approche est largement utilisée dans le développement de nouveaux médicaments,
connue sous le terme « Drug discovery » est un processus extrémement long, complexe et
colteux. Il faut en moyenne 12 a 14 ans pour identifier une cible biologique pertinente dans un
processus pathologique donné, jusqu’a sa mise sur le marché, avec un cotit dépassant souvent
800 millions de dollars [116]. Pour accélérer ce processus, les méthodes computationnelles
telles que le docking moléculaire sont devenues des outils incontournables en chimie
médicinale. Ces approches permettent d’étudier des interactions entre un ligand et sa cible

biologique dans le but de I’inhiber ou de I’activer [117].

L'objectif est de développer des molécules optimisées en termes d'affinité, sélectivité et
efficacité thérapeutique, tout en minimisant les effets secondaires. Cependant, cette approche
ne permet pas d'anticiper toutes les propriétés essentielles d’un médicament, telles que la

toxicité et la demi-vie métabolique, nécessitant ainsi des validations expérimentales [118].

I1. Conception de drogues assistée par ordinateur

La conception de médicaments assistée par ordinateur (Computer-Aided Drug Design)
est une approche informatique utilisée pour identifier, concevoir et développer de nouveaux
agents thérapeutiques. Elle joue un role clé dans I’optimisation des ligands actifs, la découverte

de nouveaux médicaments et la compréhension des interactions moléculaires [119].

Les approches de conception de médicaments assistée par ordinateur se divisent en deux
grandes catégories : celles basées sur la structure de la cible (structure-based) et celles basées

sur la structure du ligand (ligand-based) [120].

La conception de medicaments basée sur la structure de la cible repose sur 1’utilisation
des structures tridimensionnelles connues des cibles biologiques (protéines, enzymes) pour

concevoir des composés actifs et potentiels. Ces structures sont généralement obtenues par

~ 24 ~



Partie bibliographique Chapitre 111 : Docking moléculaire

cristallographie aux rayons X, cryo-microscopie électronique ou par résonance magnetique
nucléaire (RMN).
En revanche, la conception de médicaments basée sur les ligands s’appuie sur la structure

de ligands actifs pour déduire indirectement la structure de la cible inconnue [119, 120].

I11. Docking moléculaire
111.1. Définition

Le docking moléculaire repose sur des simulations permettant d’analyser les interactions
entre une protéine cible et un ligand (Figure I11.1). Son objectif est d’identifier la configuration
optimale du complexe formé, en minimisant son énergie [121]. Cette interaction est régie par
des forces stériques, électroniques et non covalentes, incluant les liaisons hydrogene, van der

Waals, hydrophobes et électrostatiques [122].

Cible Ligand Complexe

docking
* g ‘

Figure 111.1 : Représentation schématique du docking [123].

111.2. Principe de docking

Le processus de docking moléculaire comprend deux étapes essentielles [124]
(Figure 111.2) :

» Docking : est I’étape de sélection, consiste a positionner le ligand dans le site actif
de la protéine en explorant différentes conformations, orientations et positions. Seules

celles offrant les interactions les plus favorables sont retenues.

« Scoring : est I’étape de classement, permet d’évaluer I’affinité entre le ligand et la
protéine en attribuant un score aux différentes poses genérées. Cela permet de classer

les interactions et de sélectionner la plus pertinente.
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Le choix du programme de docking influence directement ces deux étapes [124].

Docking Scoring
—_— —

Figure 111.2 : Principe du docking moléculaire [125].

Ligand

Complexe

Récepteur

111.3. Les types du docking moléculaire

Le docking se divise en trois catégories en fonction de la flexibilité des molécules (ligand
et/ou récepteur) (Figure 111.3).

111.3.1. Docking rigide

Dans cette approche, la protéine et le ligand sont considérés comme rigides. Ce modele
similaire a la “serrure-clé”, suppose qu’aucun réarrangement conformationnel n’a lieu apres
I’interaction, permettant un échantillonnage efficace dans des temps de calculs raisonnables
[126].

111.3.2. Docking semi-flexible

Le systeme moléculaire est divisé en deux parties : une partie flexible comprenant le
ligand et les résidus flexibles du site actif, et une partie rigide constituée du reste de la protéine,
excluant le ligand. Cette approche permet une meilleure exploration des interactions
potentielles entre le ligand et la cible [126].

111.3.3. Docking flexible

Cette méthode prend en compte la flexibilité totale de la protéine. Cela permet au ligand
de penétrer 1égérement dans la surface de la protéine, qui peut alors se déformer et adopter de

nouvelles conformations au cours des réactions enzymatiques, ce qui favorise des interactions
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spécifiques, ameliorant ainsi la complémentarité de surface et facilitant la formation de liaisons
hydrogéne [127]. 1l est plus réaliste et nécessite des calculs plus longs et complexes pour

exploiter le docking flexible efficacement [124].

Docking rigide (le
récepteur et le ligand

+ Ligand sont tous deux ,
<gan) rigides Reécepteur

Reécepteur

—~ Docking semi-flexible
\. . (leligand est flexible
4+
\Li\g“and\' et le récepteur est
\ | rigide)

\\. ,,/" ®

Récepteur Reécepteur

Docking flexible (le
G récepteur et le ligand
\ , } sont tous deux
+ L!%an \ flexibles)
Reécepteur \\ ".I . Récepteur

Figure 111.3 : Différents types d’études d’amarrage basées sur la flexibilité des
récepteurs/ligands considérés dans 1’interaction moléculaire [128].
I11.4. Les interactions protéine-ligand

Le docking moléculaire permet I'étude des interactions non-liantes intervenant lors de la
formation de complexe moléculaire protéine-ligand. Cette association est assurée grace a

plusieurs types de liaisons faibles [129].
111.4.1. Interactions de Van der Waals

Ces interactions se forment grace a la différence des électronégativités, créant des pbles
instantanés (pdles positifs et négatifs). Elles se manifestent a de trés courte distance (entre 2,2

et 4 A) [130].

Il existe trois types d’interactions de Van der Waals [131] (Figure 111.4) :

eForce de Keesom : c’est une interaction électrique entre dipdles permanents que

constituent les molécules polaires.
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e Les interactions de Debye : ce sont des interactions électriques entre un dipdle
permanent et un dip6le induit. Elles se produisent lorsqu'une molécule polaire induit
une légeére polarisation dans une molécule apolaire voisine.

e Force de London : ¢’est une interaction électrique entre dipdles instantanés. Une
molécule qui a un moment dipolaire nul peut former un dip6le non nul & chaque

instant suite a la répartition non symétrique des électrons par rapport au noyau.

A) Interaction de Keesom entre dipdles permanents

B) Interaction de Debye entre dipdle induit — dipile permanent

Figure 111.4 : lllustration des principaux types d'interaction entre dipdles [132].

111.4.2. Ponts hydrogenes

Le pont hydrogéne est une interaction stabilisante entre deux atomes, elle est de trés faible
énergie et agit a trés faible distance (0.8 4 2.8 A) [133, 134].

Elle se forme entre 1’atome d’hydrogéne d’une molécule polaire (donneur) d’une charge
partielle 6+ et un atome tres électronégatif portant un doublet non liant (accepteur) d’une charge

partielle 8- essentiellement 1’azote, 1’oxygene, le fluor et le chlore (Figure 111.5) [133].
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[ Distance,, <3,5A ) §-

Distance,, <2,5A ... >V~H......O

\135' < Angle 0 < 180° y 0

e,

Figure I11.5 : Pont hydrogene [132].

111.4.3. Les interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont des chaines organiques saturées ou aromatiques non
polaires ayant trés peu d'affinité pour 1’eau. Elles se positionnent pour réduire leur contact avec
I'environnement aqueux [135]. Certains acides aminés ayant un radical hydrophobe et apolaire

empéchant la formation des liaisons hydrogene avec 1’eau et créant des zones hydrophobes
(Figure 111.6) [136].

Molécule hydrophobe

O o
@ + -0O-
O o ®e®

?

Molécule d'eau J'

Figure 111.6 : Interaction hydrophobe [136].
111.4.4. Interactions pi-cation

Ces interactions, comme leur nom l'indique, sont de nature électrostatique et impliquent
un cation (un ion positif ou un groupe portant une charge positive) interagissant avec un systeme
7 (tel qu'un cycle aromatique) (Figure 111.7) [137].
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NHE ====

~

Figure 111.7 : Interaction cation-n [132].

I11.5. Les outils du docking moléculaire

Les éléments indispensables pour pratiquer un docking moléculaire se limitent en un
récepteur macromoléculaire de nature protéique appelé « cible », une petite molécule appelée
ligand et un programme de docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au

sein du récepteur choisi.

111.5.1. Récepteur

Les structures tridimensionnelles des protéines sont disponibles gratuitement dans la
banque de données Protein Data Bank (PDB) [138]. Elles sont obtenues par cristallographie

aux rayons X, cryo-microscopie électronique ou résonance magnétique nucléaire [139].
Ces structures, enregistrées au format .pdb, contiennent les coordonnées atomiques
nécessaires pour réaliser I’opération de docking moléculaire [138].
111.5.2. Ligand
Pour le ligand, sa structure doit étre en 3D. Il existe deux méthodes pour 1’obtenir [140] :

e Lapremiere : consiste a utiliser des ligands du PDB ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2...) grace

a des logiciels de construction moléculaire tels que Titan.

e Ladeuxiéme : consiste a utiliser des chimiotheques virtuelles et commerciales, qui
sont des bases de données de structures chimiques comme Public Chemical
Database (PubChem) ou ZINC.

111.5.3. Logiciels de docking moléculaire

Un logiciel est un ensemble de programmes permettant a un ordinateur ou a un systeme
informatique d’assurer une tache ou une fonction spécifique, en suivant des regles et des

procédés associés au traitement des données [14].
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Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels sont utilisés pour analyser

les interactions entre deux entités moléculaires.

Il existe plus de 60 programmes de docking et plus de 30 fonctions de score développées
pour 1’évaluation des interactions ligand-récepteur [141, 142]. Les principaux logiciels utilisés

dans ce domaine sont répertoriés dans le tableau suivant :

Tableau I11.1 : Principaux programmes de docking moléculaire et leurs sites internet
[143].

Nom du programme Site internet
AutoDock http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex http://www.biopharmics.com/products.html

111.5.3.1. Programme de docking moléculaire Surflex-dock

Parmi les programmes de docking moléculaire, nous utilisons le logiciel Surflex-dock
pour étudier le mode de liaison et les interactions entre les ligands de petite taille et les

macromolécules protéiques, afin de prédire ou d'expliquer l'activité des molécules.

Surflex-dock est un module de docking moléculaire intégré dans le logiciel System for
the Study of Biological and Organic Molecules (SYBYL). Il utilise une fonction de scoring
empirique unique ainsi qu'un moteur de recherche basé sur la similarité moléculaire pour

arrimer les molécules de ligand aux sites de liaison des protéines [144].

Ce programme utilise le "protomol" pour représenter la poche de liaison de la protéine et
emploie des sondes afin d’analyser 1’hydrophobicité de surface, les liaisons hydrogene et les
propriétés électrostatiques de la poche protéique, permettant ainsi de générer une image du site
actif de la protéine [144].
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L’utilisation du logiciel passe par trois étapes [145] :

e Choisir de quelle maniére définir le site actif, soit a partir d’un ligand soit a partir du
récepteur ;

e Construire la « pseudo-molécule » ;

e Lancer le processus de docking.

Le résultat est donné sous la forme des 10 meilleurs « conforméres » au format mol2.
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. Matériel

|.1. Micro-ordinateurs

Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateurs pour I'exécution et I'analyse
des résultats obtenus. Les caractéristiques de ces ordinateurs sont mentionnées dans le tableau
IV.1:

Tableau IV.1 : Caractéristiques des ordinateurs utilisés.

icro-ordin r . . . .
, . .C GOl Micro-ordinateur 1 Micro-ordinateur 2
Caracteristique

Marque Hp Lenovo
Mémoire (RAM) 8,00 Go 8,00 GB

Intel (R) Core (TM) i3- AMD A9-9425 RADEON

Processeur R5, 5 COMPUTE CORES
6006U CPU @ 2,00GHz 2C+3G 3.10 GHz
Systeme d'exploitation Windows 10 Windows 10
Type de systeme 64 Bites 64 Bites

1.2. Réseau Internet

C’est une ressource principale permettant de télécharger des structures 3D de protéines et
de ligands depuis des bases de données comme la PDB, et d’installer des logiciels spécialisés

pour simuler les interactions entre les ligands et les récepteurs.
1.3. Programmes
1.3.1. Surflex-dock 1.3

C’est un logiciel payant parmi les systémes de docking les plus populaires. Il est rapide
et capable de fixer les ligands dans un milieu constitu¢ d’acides aminés avec une bonne
précision [146]. Il a été utilisé pour simuler les interactions entre différents complexes

enzymatiques, notamment entre 1’a-glucosidase et ses inhibiteurs.
1.3.2. OpenBabel-2.0.2

C’est un programme libre qui permet la conversion des fichiers contenant des données ou
des structures chimiques d’un format a un autre (pdb, mol2, mol, sdf, smi, etc.) (Figure IV.1).
11 est disponible a 1’adresse (http://openbabel.org/) [147].
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il OpenBabelGUI

Gle View Help
- INPUT FORMAT ----

in Dat | Format Info
JUse this format for allinput fies (ignore file extensions)

i1Wsers\benz\Desktop \Inhibiteurs\6CIX\

E.pdb

input below (ignore input file)

---- QUTPUT FORMAT ----

CONVERT mol2 - Sybyl Mol2 format
e orting

Output file

~ | | Format Info

[Emolz

] output below only (no output file)

I

9.IN+]([0-])=0 to N(=0)=0

o 2 single output molecule
s:

[
[ output single bonds only
[ Disable bonding entiely

Figure V.1 : Interface du programme OpenBabel-2.0.2.
1.3.3. Viewer Lite 4.2
Ce programme permet la visualisation des interactions formées entre les différents

inhibiteurs et les acides aminés du site actif de I’enzyme étudié¢e (Figure 1V.2). Il est disponible
a I’adresse (http://viewerlite.software.informer.com/4.2/) [148].

Il a été utilisé pour la visualisation comparative des structures simulées et expérimentales
des ligands.

B ViewerLite - [E] [u] X

& Eile Edit Yiew Jools Window Help v -

D@ & o wy

R e

ress <Shift> for Z-axis, press <Ctrl> to rotate selected objects

Figure 1V.2 : Interface du programme Viewer Lite 4.2.

1.3.4. BIOVIA Discovery Studio Visualiser 2025

Discovery Studio Visualiser est I'un des meilleurs logiciels de simulation et de
modeélisation utilisé pour prédire la conformation des ligands au site actif du récepteur et
analyser leurs interactions avec 1’enzyme. Il a été utilisé dans 1’étude des interactions car il offre

un affichage 3D des structures moléculaires, des résultats d’amarrage, et des outils pour
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visualiser les liaisons chimiques (hydrogéne, hydrophobe...), mesurer les distances
interatomiques et annoter les acides aminés. (Figure IV.3). Il est disponible a I’adresse

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) [149].

Discovery Studie Visualizer - X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
o < & ol S adh A

x & e F X

i s [ ER TP ormocophors | i oo o |y T |
“rew ~-BRE x % | BDisplay style... ~ |} ¥

| [=]ps welcome B3 0

r and ligand.

2
2S BIOVIA | Discovery Studio 2025

Display receptor-igand interactions. | |
+|

D
Actions ‘ /| Data ‘ N ‘ Upgrade

My Recent Actions My Recent Files Want more Discovery Studio?

r of the full Discovery Studio

My Recent Tool Panels

» Build and Edit Nucleic Acid

Figure IV.3 : Interface du programme BIOVIA Discovery Studio Visualiser 2025.

1.3.5. Excel 2013

Excel est un tableur électronique qui permet d’effectuer des calculs de maniére rapide et
précise. Il a été utilisé pour tracer un diagramme et un secteur du Root-Mean square deviation
(RMSD), ainsi qu’un nuage de points illustrant la relation de corrélation entre la concentration

inhibitrice (IC50) et I’affinité calculée, afin de tester la fiabilité du programme Surflex-dock.
1.4. Bases de donnees
1.4.1. Protein Data Bank

La banque de données protéiques PDB (http://www. pdb.org/pdb/home) (Figure 1V.4)

[150] est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle des
macromolécules biologiques telles que les protéines et les acides nucléiques. Ces structures sont
essentiellement déterminées par la cristallographie aux rayons X, la cryo-microscopie

électronique ou par la résonance magnétique nucléaire [151].

En 2025, la PDB contient un total de 233605 structures. Chaque macromolécule est
répertoriée dans la PDB par un nom de code arbitraire et est accessible via une interface
graphique simple et performante [150]. Elle a été utilisée pour obtenir les structures des

complexes protéine-ligand.
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RCSBPDB Deposit - Search - Visualize - Analyze - Download - Leam ~ About~ Careers COVID-19

-] - 234,136 Structures from the PDB
o _r) L= 8 inciude CSM @
PROTEIN DATA BANK §

() 1,068,577 Computed Stucture Modeis (CSM)

SPDB fnnakox ENAKB

Redesigned PDB Statistics Support Enhanced Functionality
RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in science and education April Molecule of the Month
by providing access and tools for exploration, visualization, and analysis of

BRI

[ Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data Bank (PDB) archive -,

SHE

A

# Deposit [) Computed Structure Models (CSW) from AlphaFold DB and ModelArchive

These data can be explored in context of external annotations providing a structural view
Q search of biology.

(& Visualize

Explore | E PDB-101
NEW 222 Training
Features i B Resources

£ Analyze

#» Download

WlLean

Apolipoprotein B-100 and LDL Receptor

Figure 1V.4 : Interface du site de la banque de données PDB [150].
1.4.2. PubChem

La PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) est une banque de données américaine

gratuite des molécules chimiques et de leurs activités biologiques (Figure 1V.5) [152], gérée par
the National Center for Biotechnology Information (NCBI). Elle contient plusieurs millions de
composés dont les structures chimiques et les propriétés physico-chimiques sont gratuitement
accessibles [153]. Cette banque de donnée a été utilisée pour identifier des similaires

structuraux de 1’inhibiteur de référence.

Pub©hem About Docs  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

[

Browse Data

Figure IV.5 : Interface du site de la banque PubChem [152].
1.5. Serveurs
1.5.1. SwissADME

Le serveur web SwissADME (Figure 1V.6) est un site gratuit et rapide géré par le Swiss

Institute of Bioinformatics (SIB) (http://www.swissadme.ch/) [154], qui permet de prédire les
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propriétés pharmacocinétiques, physicochimiques, le caractere médicamenteux et la
compatibilité avec la chimie médicale d’une ou de plusieurs petites molécules pour aider a la
découverte de nouveaux médicaments [155]. Il a été utilisé pour déterminer les propriétés
physicochimique et pharmacocinétiques des meilleures molécules similaires obtenues par le
docking.

SwissDocn | SwisaParam | Swetns Sigscnar SwissEicin aters | St sTargeteresicten ‘ SwisssOME ‘ Swans simumariy

SwissDrugDesign Home Anout FAQ Help Citing Contact Terms of Use

a SwissADME =

For information: We have chﬂl’!ged look and feel of our tool. Howewver. we have NOT changed the unde(lylng technologies
and parame ters. Consequently. this uodalcd Web tool provides exactly the same results as the previous version
— - xS G ®, P - © . IE_nter a list of SMILES here:

B ot
<> -
- =
e -
@ o
= s
o=

er
'

2 53 Oy 3 D -

[(Einwsth an ) (Siear) Runt

Figure 1V.6 : Interface du serveur SwissADME [154].

1.5.2. ProTox-3.0

Le serveur Web ProTox-3.0 (Figure 1V.7) est un site gratuit (https://tox.charite.de/

protox3/) [156] permettant de prédire la toxicité des composés chimiques (orale, hépatotoxicité,
mutagénicité, etc.) en analysant leur similarité moléculaire avec les doses létales médianes
(DL50), ainsi qu’en identifiant des fractions toxiques et des cibles toxicologiques potentielles
basées sur des modéles pharmaceutiques [157]. Il a servi a prédire la classe de toxicité attribuée

a chaque candidat-médicament.

Welcome to ProTox 3.0, a virtual lab for the prediction of toxicities of small molecules.

The prediction of compound toxicities is an important part of the drug design development process. Computational toxicity estimations are not only faster than
the determination of toxic doses in animals, but can also help to reduce the amount of animal experiments. To read more about reducing animal testing, go to
Animal Ethics 3R.

ProTox 3.0 incorporates molecular similarity, fragment propensities, most frequent features and (fragment similarity based CLUSTER cross-validation)
machine-learning, based a total of 61 models for the prediction of toxicity endpoints such as acute toxicity, organ toxicity, toxicological endpoints, molecular
initiating events, metabolism, adverse outcomes (Tox21) pathways and toxicity targets. To predict the toxicity of a compound, please click here. For a
description of the server, methods and tutorials, go to FAQ. To see statistics about our training set as well as the cross-validation results, please go to
Statistics and Model info. To learn more about the different models, look into Models

Should you have further questions, do not hesitate to contact us!

Toxic doses are often given as LD50 values in mg/kg body weight
™ The LD50 is the median lethal dose meaning the dose at which 50%
| of test subj die upon toa

i

v || Toxicity classes are defined ing to the g y harmoni:
PROTOX system of belling of chemicals (GHS). LD50 values
are given in [mg/kg]:

= Class I: fatal if swallowed (LD50 < 5)
= Class I fatal if swallowed (5 < LD50 < 50)
= Class llI: toxic if swallowed (50 < LD50 < 300)

Figure IV.7 : Interface du serveur ProTox-3.0 [156].
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I1. Méthodes
Ce travail vise a étudier les interactions d’une Série de molécules avec la cible

enzymatique, a 1’aide du docking moléculaire, en utilisant le logiciel Surflex-dock.
11.1. Protocole général du docking moléculaire
I1.1.1. Préparation de I’enzyme
1¢re étape : téléchargement du complexe enzymatique.

Télecharger le fichier du complexe enzymatique au format .pdb depuis la base de données

PDB (www.rcsb.org/pdb), (Figure 1V.8).

RCSBPDB Depost+ S - Amalyze » Download = Leam » Aboul +  Careess COVID-19

B 5KT0 | pdb_00005kt0

Dihydrodipicolinate reductase from the industrial an
Anabaena variabilis

P8 DOI

Classmcation: OXDOREDUCTASE
Organismys): 7 X vanab a
Expression System:

Mutason(s): No ©

stedia

Deposited: 2016-07-10 Released: 20160907
Deposizon Author(s):

Experimental Data Snapshot wwPDB VOl
Method: X-RAY DIFFRACTION
«© Explore in 30 & Sequence A | Resolution: 253 A
Etact ersiy | Vabaat Report R-Value Free:
MG) 0243 ¢
R-Val

Giobal Symmetry Asymmetrc - C
Giobal Stolchiometry Monomes - A1

R-Value Observed
0 186 (Depostion ©

M At 3 bl Ao K

Figure 1V.8 : Capture d’écran du téléchargement d’un complexe enzymatique depuis la PDB.

2¢me étape : suppression des éléments non nécessaires.

Afin d’obtenir un modele simplifié¢ de I’enzyme, nous avons d’abord ouvert le fichier .pdb
avec WordPad, puis nous avons supprimé les molécules d’eau, les hétéroatomes et les autres
chaines si elles existent (I’enzyme étant constituée uniquement d’une seule chaine), (Figure

IV.9).
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Figure 1V.9 : Capture d’écran du fichier .pdb aprés la suppression des éléments autres que
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I’enzyme.

3¢me étape : conversion au format .mol2.

<

Enfin, le modeéle simplifié a été converti au format .mol2 a lI'aide du logiciel Open Babel-

2.0.2 en y ajoutant des atomes d’hydrogéne (Figure 1V.10).

i OpenBabelGUI
File View Help
---- INPUT FORMAT --
pdb — Protein Data Bank format ~
[Cuse this format for all input files (i file extensions)

Format Info

C:YUsers\ ENOVODeskiop|6Cax)

[E.pdo

[Cinput below Ganore input file)

C T
[ startimport at molecule # specified

[ | endimport at molecule # specified

HEADER HYDROLASE 29-JAN-18 6C9X

TITLE  THE CRYSTAL STRUCTURE OF THE ALPHA-GLUCOSIDASE (GH 31) FROM
TITLE 2 RUMINCCOCCUS OBEUM ATCC 29174 IN COMPLEX WITH VOGLIBOSE
COMPND  MOL_ID: 1;
COMPND 2 MOLECULE: GLYCOSYL HYDROLASE, FAMILY 31;

COMPND 3 CHAIN: 4, 5;

COMPND 4 EC: 3.2.1.

COMPND 5 ENGINEERED: YES

SOURCE MOL_ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: ELAUTIA OBEUM ATCC 29174;

SOURCE 3 ORGANISM_TAXID: 411455;

SOURCE 4 GENE: RUMOBE_03919;

SOURCE 5 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI;

SOURCE & EXPRESSION_SYSTEM_TAXID: 469008;

SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM_CELL_LINE: BL2 1{DE3)JMAGIC;

SOURCE 8 EXPRESSION_SYSTEM_VECTOR_TYPE: PLASMID;

SOURCE 3 EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PMCSG7

KEYWDS STRUCTURAL GENOMICS, PSI-BIOLOGY, ALPHA-GLUCOSIDASE, GH 31,
KEYWDS 2 VOGLIEOSE, MIDWEST CENTER FOR STRUCTURAL GENOMICS, MCSG, HYDROLASE
EXPDTA  X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR  K.TAN,C.TESAR,R. JEDRZEICZAK, A JOACHIMLAK, MIDWEST CENTER FOR
AUTHOR 2 STRUCTURAL GENOMICS (MCSG)

REVDAT 4 30-OCT-248CO% 1  REMARK

REVDAT 3 04-O0CT-236C5K 1 REMARK

REVDAT 2 21-JUL-218C9X 1 LINK

REVDAT 1 07-MAR-18 6CSX

JRNL AUTH K.TAN,C.TESAR,R.JEDRZEICZAK,A.JOACHIMIAK

RN TITL THE CRYSTAL STRUCTURE OF THE ALPHA-GLUCOSIDASE (GH 31) FROM
JRNL TITL 2 RUMINOCOCCUS OBEUM ATCC 29174 IN COMPLEX WITH VOGLIBOSE
RN REF TO BE PUBLISHED

JRNL REFN

K 2
REMARK 2RESOLUTICN, 1,46 ANGSTROMS,
K 3

REMARK 3 REFINEMENT.

: PHENIX 1.8.1_1168
PAUL ADAMS,PAVEL AFONINE VINCENT CHEN,TAN

REMARK 3 DAVIS, KRESHNA GOPAL,RALF GROSSEKUNSTLEVE,
REMARK 3 LI-WET HUNG,ROBERT IMMORMINO, TOM IOERGER,
REMARK 3 AIRLIE MCCOY ERIK MCKEE, NIGEL MORIARTY,
REMARK 3 : REETAL PALRANDY READ, JANE RICHARDSON,
REMARK 3 : DAVID RICHARDSON.TOD ROMO..JIM SACCHETTINI.

Figure 1V.10 : Capture d’écran du processus de conversion de I’enzyme du format .pdb au

>

[ allinput files describe a single molecule
[ Continue with next object after error, if possible
[ Compress the output with gzip

[ Delete Hydrogens

[ Add Hydrogens

Add Hydrogens appropriate for pH
[[] Convert dative bonds e.g.[N+]{[0]
[] Center Coordinates
[ 30in all input molecules into a single output mo

Convert only molecules matching SMARTS:

Convert only molecules NOT matching SMARTS:

[ output single bonds only
[] Disable bonding entirely

-- QUTPUT FORMAT -

format .mol2 a 1’aide d’OpenBabel-2.0.2.

11.1.2. Préparation du ligand

1¢re étape : téléchargement du ligand

mol2 — Sybyl Mol2 format ~ | Formatinfo
Output fle
[Emolz
Joutput below only fno output file)
S UG L A
10720 10824000
E
GASTEIGER
Energy =0
@<TRIPOS>ATOM
iN 47.8250 -11.5970 -32.8640N.4 -2 SER-2 0.2250
2cA 46,4390 -11.3500 -32.4800C.3 -2 SER-2 0.0768
5C  46.2460 -1L.4050 -30.3630C.2 -2 SER-2  0.2640
40 46,7150 -12,3370 -30.31300.2 -2 SER-2  -0.2695
SCE 455020 -12.3850 -33.1400C.3 -2 SER-2 0,095+
606 45.3330 -12.0940 -34.51700.3 -2 SER-2  -0.3889
7N 45.5480 -10.40%0 -30.4330N.am -1 ASN-1  -D.2989
BCA 45,1300 -10.3890 -29.0310C.3 -1 ASN-1 0.1077
\gc 46,2600 -10.5980 -25.0380C.2 -1 ASN-1  0.2344
L] 46,1540 -11.4120 -27.1260 0.2 -1 ASN-1 -0.2737
11CB  44.0440 114420 28.8020C.3 -1 ASN-L  0.0506
12C6 42.7540 -11.1740 -29.6190 C.2 -1 ASN-1 0.2127
130D1 42,1580 10,1270 29.47600.2 -1 ASN-1  -0.2760
14ND2 42.4460 -12.1120 -30.4960 N.am -1 ASN-: -0.3293
15N 47,3540 -9.8520 -28.2160N.am 0 ALAO -0.3027
16CA 48,5640 -10.0280 -27.4130C.3 0 ALAD  0,0966
7c 48,3190 -9.9510 -25.9020C.2 0 ALAO 0.2337
180 48.9630 -10.6560 -25.11600.2 0 ALAD 02738
19CB 49.6210 -9.0120 -27.8250C.3 0 ALAD -0.0381
0N 47.5730 -8.1120 -35.9840M.am 1 MET1  0.3025
21CA 47,1730 -8.8480 -24.0700C.3 1 MET1 0.1002
2¢ 1720 9.7730 23.3850C.2 1 METL 02340
230 45,9480 -9.6700 -22,17700.2 1 MET1 -0.2738
24cs 7700 7.3840 23.8610C.3 1 MET1  -0.0169
25CG 47.8270 -6.3750 -24.2640C.3 1 MET1 -0.0044
265D 493940 64520 23284053 1 METL 01541
27 CE 50,4570 -7.3280 -24.4050C.3 1 MET1 -0.0181
28N 45,5640 -10.6780 -24.1450 M.am 2 ILE2 -0.3022
2BCA 44,5480 -11.5540 -23.5620C.3 2 €2 0,1020
30cC 44,9010 -13.0230 -23.8050C.2 2 ILE2 0.2342
310 452260 -13.4270 24821002 2 lE2  0.2738
32C8 43,1670 -11.2390 -24.1880C.3 2 ILE2 -0.0171
33CG1 428380 -5.7590 -23.9800C.3 2 IE2  -0.0512
34CG2 42,0950 -12.1350 -23.5860 C.3 2 ILE2 -0.0603
35CD1 41,5970 5.2000 24.6980C.3 2 ILE2  -0.0650
38N 44.8470 -13.8050 -22.7310MN.am 3 ARG3 -0.3025

Les structures tridimensionnelles des ligands étudiés ont été téléchargées a partir de la

base de données PubChem ou PDB sous format .sdf (Figure 1V.11).
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Figure IV.11 : Capture d’écran du téléchargement d’un ligand sous format .sdf depuis

PubChem.

2¢me étape : Conversion au format .mol2

Les ligands ont été convertis en format .mol2 a 1’aide du logiciel Open-Babel-2.0.2 en'y

ajoutant des atomes d’hydrogeéne (Figure 1V.12).

4 OpenBabelGUI
File View Help
- INPUT FORMAT ——

[s0f —MDL ML format ~| | Format info

[Cuse this format for all input. ore file extensions)
C:\Users\ ENOVO \Desktop|sCax\

1 t controlIngging and reporting

[Lsaf

J

[input below fignore input file)

1 Start mport at molecue # spedfied
[ end import at molecule # spedfied

VoG
ModelServer 0.9.12

1818001000000

o0c0c0%0
©0°999°500000000%0

o@oB885000
s202@25000
ofe088g000
ce0P@95000

Sccoco®o
pg=pup=pupsr el
o0c0c0%0

pg=pep=puper ey
62892295000 0000090

ERBEOONN O LOR e
EhBovauanang
sopphBeeNananE

]
B
[
°

END
> <model server result.iob id>

[ allinput files describe a single molecle
[ continue with next object after error, if possible
[ Compress the output with azip

[ pelete Hydrogens

[ Add Hydrogens

Add Hydrogens appropriate for pH
[ Convert dative bonds e.g. [N+1([0-])=
[ center Coordinates

[ Join all input moleaules into a single output molecule

Convert only molecules matching SMARTS:

Convert only molecules NOT matching SMARTS:

-~ OUTPUT FORMAT ———-

[molz — Sybyl Mol2 format ~ | | Format mfo
v

Output file

[Lmoiz

[Coutput below enly (no output file)

040000

MALL

GASTEIGER

Energy =0

@<TRIPOS >ATOM
1c 6,8260 -5,9860 -11,3310C,3 O UNKD 0,123
20 6.5830 57410 5.96000.3 0 UNKD  -0,3§34
3c 7.5330 -4,7880 -11.9810C.3 O UNKD  0.11%
10 6.8280 -3.6340 -11.60600.3 0 UNKD  -0.3862
sC 89690 46370 -1L.5010C.3 0 UNKD  0.1148

1c 7.6570 -7.2300 -1L.3820C.3 0 UNKO  0,0264
iic 5.5040 -6.2420 -11.9580C,3 O UNKQ  0.0757
120 56010 -6.5380 -13.30700,3 0 UNK0  -0.3921
N 0.0540 6.8500 8.4030N.4 1 UNK 0.2366
14ca 83730 7.8700 8.5930C.3 1 UNKL  0.0249
1scC 8.4290 7.4870 -7.1300C.3 0 UMKD  0.0890
160 7.5840 8.3450 6.41800.3 0 UNKD  -0.3839
17C 8.3250 -3.2650 -8.8100C.3 1 UMKL  0.0890
B0 10.1860 5.4080 8.73400.3 1 UNK1  -0.3894
19H 5.5042 -5.6740 -9.7757H 0 UNKD  0.2104
H 7.5649 13.105 0 UNKD  0.0650
21H 57488 -3.8409 -1L.7471H 0 UNKD  0.2100
H 8.9530 .3 10.3985H 0 UNKD 0.0
23H 8.3318 -3.0039 -12.6974H 0 UNKD  0.2100
24H 0.7434 6.2082 -12.7174H 0 UNKD  0.0677
25H 115138 6.8304 -11.0747H 0 UNKD  0.2102
26H 9.6493 -8.0176 -11.0607H 0 UNKD  0.0878
27H 7.1406 -8.0294 -10.7545H 0 UNKD  0.0350
28H 7.7461 -7.5162 -12.4619H 0 UNKD  0.0350
29H 50122 -7.1221 -1L4259H 0 UNKD  0,0567
30H 43852 -5.2808 -1L8579H 0 UNKD  0.0567
31H 4,594 6.6321 -13.7357H 0 UNKD  0.2095
3214 101204 §.8026 9.0690H 1 UNKI  0.2022
332H §.4720 5.0088 0.2420H 1 UNKL  0.2022
34HA 7.2919 78781 8.95a5H 1 UNKL  0.0896
35H 9.4970 -7.5910 -6.7450H 0 UNKD  0.0614
36H 8.0943 -6.4055 -6.9944H 0 UNKD  0.0614

Figure 1V.12 : Capture d’écran de la conversion d’un ligand du format .sdf au format .mol2.

11.1.3. Réalisation du docking

Les étapes du docking moléculaire ont été réalisées avec le logiciel Surflex-dock, en

suivant le protocole suivant [158] :

1¢re étape : génération du protomol

L'identification du site actif se fait par la construction d’une pseudo-molécule, appelée

« protomol », a I’aide de la commande suivante :

~ 40 ~



Partie expérimentale Chapitre IV : Matériel et méthodes

Surflex-dock proto ligand.mol2 protéine.mol2 pl

2¢me étape : docking moléculaire

Cette etape requiert la protéine au format .mol2, le protomol généré précédemment et les
ligands également sous format .mol2. Le docking moléculaire avec Surflex-dock permet
d'obtenir les dix meilleures conformations de chaque ligand simulé dans le site actif étudié,
classées selon leur score (Final-0, Final-1... Final-9) (Figure 1V.13).

Les résultats contiennent trois types de scores [159] :

e Le premier est le score d’affinité, qui refléte la force de 1’interaction entre le ligand et

la protéine.

o Ledeuxieme, appelé « crash score », évalue le degré d'intrusion inappropriée du ligand
dans la protéine, plus ce score est proche de zéro, plus I’interaction est considérée

comme favorable.

e Letroisieme score, dit « polar score », indique la contribution des interactions polaires

dans la liaison entre le ligand et la cible.

Cette étape a été réalisée a 1’aide de la commande suivante :

Surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 protéine.mol2

nf -4.71]| final-0: -2.76 (crash -4.69 (self -4.18))
final-1: -3

final-2: -3.28 (crash

final-3: -3.31 (crash

final-4: -3.36 (crash

final-5: -3.37 (crash
final-6: -3.58 (crash
final-7: -3.59 (crash
final-8: -3.63 (crash
final-9: -3.65 (crash

Figure 1V.13 : Capture d’écran du résultat du final-0 calculé par Surflex-dock.
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11.2. Tests de fiabilité du programme Surflex-dock

L’étude in silico de I’inhibition de 1’a-glucosidase par docking moléculaire nécessite une
évaluation préalable de la performance du programme Surflex-dock par trois tests, le premier
est le Root-Mean-Square Deviation (RMSD), le deuxiéme est 1’analyse visuelle et le troisiéme

est le coefficient de corrélation linéaire (r).

11.2.1. Test RMSD

L’écart RMSD (Ecart quadratique moyen) permet d’évaluer la distance moyenne entre
les paires d’atomes correspondants dans différentes conformations, notamment entre la
structure expérimentale d’un ligand et celle prédite dans le complexe ligand-récepteur. Deux
conformations sont généralement considérées comme identiques lorsque la valeur du RMSD
est inférieure ou égale a 0,3 A, tandis qu’un RMSD supérieur a 2 A indique une différence

significative entre les conformations comparées [160].

Ce premier test a été réalisé sur 150 complexes tirés de la PDB. Le RMSD pris en compte
est celui de la conformation actuelle (Figure 1V.14). Leur valeur est obtenue a 1’aide de la

commande suivante :

Surflex-dock rms final-0.mol2 ligand.mol2

C:\Usens \LENOVO\esktop\2uC4>surfex-dock rns final-8.mol2 1.nol2

Surflex License: C:\sfdocklicense

The Surflex softuare is the property of Biopharmics LLC.

Surflex licensed to SFOockB036 (Gerhard Vergoten, Univ, Lille) for internal use only.

Rotatable bonds: 12 12

Actual mmsd: 1,728

iteavy atom rmsd: 1,465
Sinilarity: 0,799

Figure 1V.14 : Capture d’écran du résultat du RMSD calculé par Surflex-dock.

11.2.2. Analyse visuelle

L’analyse visuelle de la superposition entre le ligand co-cristallisé et le ligand docké
(final-0) de la méme molécule, réalisée a ’aide du logiciel Surflex-dock, est effectuée avec

Viewer Lite 4.2 selon les étapes suivantes.
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» Ouvrir le fichier de ’enzyme, du ligand et du final-0 au format .mol2 avec Viewer Lite

4.2 via « File — Open » ;

» Pour différencier ces structures, sélectionner I’enzyme et appliquer « View — Display
Style — Stick ». Attribuer ensuite deux couleurs distinctes au ligand et au final-0 pour

une meilleure visibilité ;

» Copier la structure du ligand et la coller dans celle de I’enzyme, puis répéter I’opération
avec le final-0 en utilisant « Edit — Select All — Copy — Paste » ;

> Visualiser la superposition des ligands co-cristallisés et dockes en fonction de leur
RMSD, qui peut étre classée dans les intervalles suivants : [0-0,5] A, [0,5-2] A et >2 A.

11.2.3. Coefficient de corrélation linéaire (r)

Le coefficient de corrélation linéaire est une mesure statistique permettant d’évaluer
I’intensité de la relation entre deux variables, telles que 1’affinité de liaison et I’activité
biologique (IC50). Sa valeur est comprise entre -1 et 1, ou plus elle est proche de ces extrémes,

plus la relation linéaire est forte [161].

La concentration inhibitrice médiane (IC50) correspond a la quantit¢ d’inhibiteur

nécessaire pour réduire 50 % de ’activité enzymatique [162].

Dans le cadre de cette étude, la corrélation entre le score d’affinité issu du docking
moléculaire et 1’activité biologique (IC50) a été analysée a partir de 40 complexes enzyme-
inhibiteur extraits de la base de données PDB. Le critére principal de sélection de ces complexes

a été la disponibilité des valeurs expérimentales d’IC50.
I1.3. Etude des interactions intervenant dans I’inhibition de I’alpha-glucosidase
11.3.1. Choix du complexe
Le choix du complexe s'effectue selon deux critéres principaux.

» La résolution de la structure cristallographique : La résolution de la protéine,
exprimée en angstroms (A), est un indicateur de la qualitt du modéle
cristallographique utilisé. Une résolution proche de 1 A permet de distinguer les
atomes, y compris les hydrogénes, avec une grande précision. En revanche, une
résolution de I'ordre de 6 A ne permet de distinguer que des structures secondaires
larges [163].
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» La présence d’un ligand : Celle-ci permet de localiser précisement le site actif de
I’enzyme. Une fois ce site identifié, les inhibiteurs y sont dockés afin d’évaluer leur

interaction avec la cible enzymatique.

Nous avons choisi I’enzyme a-glucosidase sous le code d'accés 6C9X [164]. Sa structure
tridimensionnelle, composée de deux chaines (A et B) a été obtenue par diffraction aux rayons
X avec une résolution de 1,46 A et en présence du voglibose comme inhibiteur (Figure V.15)
[150].

Figure 1V.15 : Structure cristallographique de 1’a-glucosidase (famille GH31) de
Ruminococcus Obeum ATCC 29174 en complexe avec le voglibose (6C9X) [150].
11.3.2. Recherche de nouveaux inhibiteurs
I1.3.2.1. Sélection de ’inhibiteur de référence

Nous avons réalis¢ le docking d’un ensemble d’inhibiteurs connus dans la littérature au
niveau du site actif de I’enzyme, puis calculé le score d’affinité pour chacune de ces molécules.
L’inhibiteur présentant le score d’affinité le plus élevé, a été sélectionné comme inhibiteur de
référence. A partir de ce composé, nous avons recherché des structures similaires afin

d’identifier des composés présentant des scores d’affinité égaux ou supérieurs a celui-Ci.
11.3.2.2. Criblage virtuel « ligand-based »

L’approche dite « Ligand-Based Virtual Screening » (LBVS) repose sur la disponibilité

d’un nombre suffisant d’informations concernant une ou plusieurs molécules actives de
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référence. Elle vise a identifier des composeés susceptibles de présenter des profils d’activité

similaires, ainsi qu’une structure comparable a celle d’un ligand connu, actif sur une cible

thérapeutique donnée [165].

La banque de données PubChem a été utilisée pour identifier des structures similaires a

I’inhibiteur de référence en suivant ces étapes :

1.

Accéder a PubChem (https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov) et rechercher le nom de

I’inhibiteur de référence ;

. Sélectionner I’option « Recherche de structures similaires » ;

. Ajuster le pourcentage de similarité a 85 % via les parametres. (cela permet d’obtenir

309 structures dans notre cas) (Figure IV.16) ;

. Télécharger les structures en conformation 3D au format .sdf, en éliminant les doublons

et celles sans conformation 3D. (Il ne reste alors que 224 structures). (Figure 1V.17) ;

. Effectuer un docking de ces structures avec le site actif de ’enzyme 6C9X et calculer

leur score d’affinité ;

6. Sélectionner celles dont I’affinité est égale ou supérieure a celle de I’inhibiteur de
référence ;
7. Analyser leurs interactions avec le site actif de I’enzyme a 1’aide du logiciel Biovia
Discovery Studio 2025.
Pub@ hem Q. structure du ciD444020 ~
Identité Similarité Structure Superstructure Similarité 3D
( 1‘)t (309 )t t( 19:; ) ’:>1t000t) ( 37t)
SEUIL DE TANIMOTO
85 %
[+ O ©
1% 100%
Réinitialiser les paramétres par défaut
Recherche de similarité bidimensionnelle basée sur I'empreinte digitale Tanimoto.
309 résultats = Filtres TRIER PAR Pertinence 53 hd Télécharger v
] voglibose; 83480-29-9 ; Basen ; Glustat; Voglibosa; ... ?&;‘EODNISDS,UR LES RESULTATS AVEC LE
';6;(:,. Composé CID : 444020 cOmposles

- MF: C g H 5 NO 7 Poids moléculaire : 267,28 g/mol

Nom IUPAC : (15,25,3R.45,55)-5-(1,3-dihydroxypropan-2-ylamino)-1-(hydroxyméthyl)cyclohexane-1,2,3.4- £ Appuyezpourentrer [
tétrol

SOURIRES : C1[C@@H]{[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@]1(CC)0}0)O)C)NC(CO)CO Y _Enramistrar nanr nlus tard

Figure 1V.16 : Capture d'écran de I’ajustement du seuil de similarité a 85 %.
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Pub@,’ hem (15,25,3R,45,55)-5-(butylamino)-1-(hydroxyméthyl)cyclohexane-1,2,34-tétrol { Composé ) HC.?T
1.2 Conformateur 3D (O}
99 Citer ¥ Telécharger
Q Recherche de structure P C 1| £cHARGER LES COORDONNEES X
CONTENU
Modéle interactif de Titre et résumé

structure chimique SDF ¥ Sauvegarder  Afficher £

1 Structures ¥

@ Balle et baton JSON % Sauvegarder

2 Noms et identifiants

O batons XML & Sauvegarder 3 Propriétés chimiques et physiques ¥
Fil de fer 4 enregistrements associés ~
O ASNT ¥ Sauvegarder  Afficher (@
O Remplissage de ['espace 5 Littérature N
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Figure 1V.17 : Capture d'écran du processus de téléchargement des structures 3D des

similaires de I’inhibiteur de référence au format .sdf.
11.3.2.3. Visualisation des interactions des inhibiteurs choisis avec le site actif
de I’enzyme

1. Ouvrir le fichier de I’enzyme et du final-0 au format .mol2 dans Biovia Discovery
Studio 2025 via « File — Open » ;

2. Coller la structure du final-0 dans celle de la protéine pour établir des liaisons avec le
site actif via « Edit — Select All — Copy — Paste» ;

3. Accéder a « Non-bond interactions » et choisir « Ligand interactions » ;

4. Pour distinguer la protéine du ligand, sélectionner la structure de la protéine, aller dans

« Display Style » et choisir « Line », puis sélectionner le ligand et choisir « Stick » ;

5. Faire un clic droit, puis aller dans « Labels — Add — Object — AminoAcid — Ok »

pour afficher les acides aminés impliqués dans I’interaction ;

6. Enbasde la fenétre, cliquer sur « Non-bond » pour afficher le tableau récapitulant toutes

les liaisons établies entre les acides aminés du site actif et le final-O0.

11.4. Prediction de la similarité médicamenteuse "drug likeness"

Le concept « drug likeness » est largement utilisé en drug design, pour filtrer les composés
peu susceptibles de devenir des médicaments. 1l repose sur un équilibre complexe de propriétés

pharmacocinétiques et physico-chimiques qui influencent le comportement des molécules dans
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un organisme vivant. Cela repose sur des régles pour délimiter 1’espace chimique des composés
proches des médicaments, notamment la biodisponibilité. Parmi ces critéres, les plus utilisés
sont la régle de Lipinski et celle de Veber [166, 167].

11.4.1. Propriétes physicochimiques
11.4.1.1. Régle de Lipinski

Selon cette régle, un composé a de fortes chances d’étre administré par voie orale s’il

respecte au moins 2 des 4 critéres suivants [168]:
1. Un poids moléculaire inférieur a 500 Da.
2. Un coefficient de partition (log P) compris entre -2 et 5 (<5).
3. Un nombre de donneurs de ponts hydrogéne (OH et NH) inférieur a 5.
4. Un nombre d’accepteurs de ponts hydrogéne (O et N) inférieur a 10.
11.4.1.2. Régle de Veber

Il est bien connu qu’une biodisponibilité orale élevée est un facteur important pour le
développement de molécules bioactives en tant qu’agents thérapeutiques. La réduction de la
flexibilité moléculaire (mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et la faible surface polaire
sont des prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité orale identifiés par Veber et al
[169].

1. Le nombre de liaisons a libre rotation (FRB) < 10.

2. La surface polaire de la molécule (PSA) < 140 A2,

11.4.2. Propriétés pharmacocinétiques
11.4.2.1. Absorption gastro-intestinale

L’absorption GI désigne le processus par lequel un composé traverse la barriére gastrique
pour atteindre la circulation sanguine. Ce parameétre implique trois mécanismes : la diffusion

facilitée, la diffusion passive et le transport actif [170].
11.4.2.2. La permeabilité de la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) joue un role crucial dans la protection du
systéme nerveux central en limitant I’acces des substances sanguines aux tissus cérébraux. Elle
bloque I’entrée des grandes molécules plus grosses et limite celle des petites, tout en permettant

le transport sélectif des molécules solubles dans I'eau et des lipides [171].
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11.4.2.3. L’inhibition des Cytochromes P450

Les Cytochromes P450 sont des enzymes hépatiques impliquées dans le métabolisme des
substrats endogenes ou exogénes, notamment des médicaments. Parmi les principaux
isoformes : CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 et CYP3A4. Elles jouent un réle clé dans
la production d'énergie cellulaire en participant a la chaine respiratoire et a la synthése de I’ATP
[172, 173]. Ces enzymes détoxifient l'organisme et activent certains pro-médicaments par
oxydation. Leur inhibition peut entrainer des interactions médicamenteuses complexes ou des

modifications du flux de substrat ou de métabolite [174].
11.4.3. Profil ADME-Tox

L’acronyme ADME-Tox regroupe les notions d’absorption, distribution, métabolisme,
excrétion et toxicité (Figure 1V.18), qui permettent de décrire le comportement d’une molécule
bioactive au sein de I’organisme. Les filtres ADME-Tox sont utilisés en amont des tests de
criblage pour évaluer ces propriétés, afin de sélectionner les composés les plus prometteurs au

sein d’une chimiothéque [175].
11.4.3.1. Absorption

L’absorption est I’incorporation d’une substance par I’organisme a travers les membranes
cellulaires par diffusion passive dans le tractus gastro-intestinal, influencée par des facteurs

physiologiques, physicochimiques et de formulation [175, 176].
11.4.3.2. Distribution

La distribution est la capacité du médicament a franchir les barrieres membranaires qui
séparent les différents compartiments de I'organisme soit par diffusion passive, soit par I'action

de transporteur [177].

11.4.3.3. Métabolisme

Le métabolisme désigne la biotransformation du médicament par des systéemes
enzymatiques, principalement dans le foie au niveau des microsomes. D’autres tissus comme
la peau, les poumons, les reins et les intestins peuvent également contribuer a ce processus
[177].

11.4.3.4. Elimination
L’¢limination correspond au volume de plasma contenant la quantit¢ de médicament

éliminée par unite de temps [177], principalement par métabolisme et excrétion, notamment via
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les voies rénale (urine), biliaire (sels biliaires), la peau (sueur) et les poumons (échange gazeux)
[178].

ADME Site d'action
Administration f;:'mf*‘,_
I e =0

94

Absorption

I\Ietabollsme ﬂ

(
' f

Excrétion C:D

Figure 1V.18 : Schéma géneéral du devenir du médicament dans I'organisme [179].

Afin d’obtenir ces données, nous avons utilisé le serveur SWisSADME. La procédure est
la suivante (Figure 1V.19) :

1. Accéder au serveur SwissADME via ’URL : http://www.swissadme.ch et choisir
I’icone "SwissADME" ;

2. Saisir le code Simplified Molecular Input Line Entry System (SMILE) des molécules a

analyser dans 1’espace dédié ;

3. Cliquer sur I’icne "RUN!" pour lancer I’analyse.

Swanatc Swnmataram -...-..{;.;:-,-- ......... —— SoenaTarpetPTedstion
- =
SwissADME
- SwissDrugDesign 0 Mome Aot W
For informasions We have changed Sie soak and feal of our ool Howsver, we have HOT changed ihe underying sechnologies
B P aeters . CONSEaIanily, s UPOBEea YVED 100! ProvHans SRmClly Hhe Sares FEsults 53 T Pra oS Yorsion
] FEsE Y X Enter a list of SMILES here:

(E0 B 0 P FET 0 YT O T T PR B R O P O BT S FET E R

E=—— &= %@

Figure 1V.19 : Capture d’écran illustrant le protocole suivi pour obtenir les propriétés

physico-chimiques et pharmacocinétiques des molécules.
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Une fois le traitement terminég, le serveur fournit un ensemble de données incluant
I’absorption, la perméabilité, le métabolisme, ainsi que d'autres critéres tels que ceux de
Lipinski et Veber [154] permettant une évaluation approfondie du potentiel pharmacologique
des composés (Figure 1V.20).

Solubility 2.05e+02 mg/ml ; 8.21e-01 moll
FLEX Class Very soluble
e " S Log S (Ali -
— o g S (Al 0.33
I:E Solubility 1.17e+02 mag/ml ; 4 68e-01 moll
He i o Class Very soluble
o INSATU POLAR Log S (SILICOS-IT) 0.20
Solubility 3.92e+02 mg/ml ; 1.57e+00 mol/l
Class Soluble
Pharmacokinetics
SMILES CCCCN[C@HI1CIC@0)NCOIC@HI[C@@HIIC@H]10))0 Gl absorption Tow
Physicochemical Properties BEB permeant No
Formula C11H23MO5 P-gp substrate Yes
IMolecular weight 249 30 g/mol I CYP1A2 inhibitor Mo
Num. heavy atoms w CYP2C19 inhibitor No
Mum. arom. heavy atoms 0 CYP2CS inhibitor No
Fraction €sp3 1.00 CYP2DS inhibitor No
Num. rotatable bonds 5 CYP3A4 inhibitor No
MNum. H-bond acceptors [ Too K;. TeKin permeation) 501 cmis
MNum. H-bond donors 8
Molar Refractivity 6153 S Drugiiceness
Frss EEREES| |Lipinski Yes: 1 \_{lola_tlon' NHorOH=5 |
Lipophilicity Ghose MNo; 1 violation: WLOGP=-0.4
Log Poy, (LOGP) 1.66 [veber Yes |
Egan Yes
Log Py, (XLOGP3) -1.54 ) )
Muegge MNo; 1 violation: H-don=5
108 FPapy (WLOGF) 205 Bioavailability Score 0.55
Log Pony (MLOGP) -1.56 Medicinal Chemistry
Log Pgpy (SILICOS-IT) -1.01 PAINS 0 alert
Consensus Log Fgg, -0.90 Brenk 0 alert
Leadlikeness No; 1 violation: MW-<250
Synthetic accessibility 368

Figure 1V.20 : Capture d’écran illustrant les résultats générés par SwissADME pour 1’analyse

des propriétés d’une molécule donnée.

11.4.3.5. Toxicité

La toxicité désigne la mesure du degré de nocivité d’un composé pour un organisme
vivant. Elle peut affecter ’organisme entier, un groupe cellulaire (cytotoxicité¢) ou un organe

particulier (organotoxicité) [177, 180].

L’étude de la toxicité repose sur des essais pharmacologiques pour déterminer cette
nocivité afin de réglementer I’utilisation de la substance en fonction de plusieurs parametres,
notamment le mode d’administration [181]. Elle peut étre classifiée selon lI'organe affecté ou
ciblé (hépatotoxicité, néphrotoxicité, cardiotoxicité, etc.) ou selon le mécanisme (génotoxicité,

mutagénicité, carcinogénicité, etc.) [182]

Afin de prédire la toxicité des candidats-médicaments, nous utilisons le serveur ProTox-

3.0. Le processus suit les etapes suivantes (Figure 1V.21) :

1. Accéder au serveur ProTox-3.0 via I'URL (http://tox.charite.de/protox_3/) puis

sélectionner I'icobne "TOX PREDICTION" pour commencer le processus de prédiction.
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2. Entrer le SMILE canonique des molécules a analyser dans 1’espace prévu a cet effet

sous le champ "Canonical smiles".

3. Cliquer sur "Start Tox Prediction™ pour initier I'analyse et obtenir les résultats.

( Here you can input @ compound via pubchem search, smiles siring or drawing )

Pubchem-Name: | search |eg C Tro Aspidn
Canonical Smides [ smites | 09 COC(=C(CI=CC=CC=C1IC2=CC=C(C=CIOCCNCICICI=CC=CC=CI

Selected moleculs : CCCCCCONCICCC(C(C10)0)0)C

¥ a2 b S = |
ro-PAS 2L -0ODO~

-5t

Start Tox-Prediction

Figure 1V.21 : Capture d’écran du protocole suivi pour évaluer la toxicité des

molécules a I’aide du serveur ProTox-3.0.

Une fois I’analyse terminée, les résultats donnent des informations sur la valeur de DL50

(dose létale médiane) ainsi que la classe de toxicité (Figure 1V.22).

Les doses toxiques sont souvent exprimées en valeurs de DL50. Elles correspondent a la

dose a laquelle 50 % des sujets testés meurent aprés exposition a un composé [183].

Les classes de toxicité sont définies selon le systeme général harmonisé de classification
et d'étiquetage des produits chimiques (SGH). Les valeurs de DL50 sont données en [mg/kg]
[183]:

e Classe | : mortelle en cas d’ingestion (DL50 < 5).

e Classe Il : mortelle en cas d’ingestion (5 < DL50 < 50).

« Classe 111 : toxique en cas d’ingestion (50 < DL50 < 300).

e Classe IV : nocive en cas d’ingestion (300 < DL50 <2000).

« Classe V : peut-étre nocive en cas d’ingestion (2000 < DL50 < 5000).

« Classe VI : non toxique (DL50 > 5000).
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Name ‘ CCCCCCCNCICC(C(C(
q 4 G 3
Predicted LD50: 3500mg/kg |
[ ig [ 25939
Predicted Toxicity Class: 5 ||| Mumberctudosen 4
Number of hydrogen 4
CLee] | o
| Number of atoms | 18
Average similarity: 87.92% | ||| Numberof bonds [1s
Number of rotable ‘ 7
Prediction accuracy: 70.97% | ||| "o
|....IL-‘ |T358
Topological Polar 7272
| | | | | Surface Area
oW Aaenm  Gew  Bow octanoliwater partition 143
coefficient(logP

Figure 1V.22 : Capture d’écran des résultats de prédiction de toxicité générés par le serveur
ProTox-3.0.
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I. Tests de fiabilité du programme Surflex-dock
Afin de vérifier la fiabilité du programme Surflex-dock nous avons appliqué trois tests :

e Test RMSD (Root-Mean Square Deviation)
e Analyse visuelle

e Coefficient de corrélation linéaire (r)

I.1. Test RMSD

Le RMSD correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes du ligand [184].
La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct du ligand
par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce travail est habituellement
jugée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD entre la position du ligand du
complexe cristallographique et celles des ligands amarrés par le programme de docking

moléculaire [185].

Il est considéré que les meilleurs protocoles de docking générent des valeurs RMSD
inférieure & 2 A, cette valeur est un seuil au-dessus duquel la précision du positionnement est

jugée mauvaise, entrainant I'invalidation du protocole [186].

La méthode d’évaluation de la capacité d’un programme de docking a reproduire avec
précision les structures cristallographiques repose sur des tests effectués a partir de plusieurs
centaines de complexes protéine-ligand cristallisés [184,187]. De ce fait, ce test a été effectue
sur le programme Surflex-dock sur un ensemble de 150 complexes protéine-ligand choisis
aléatoirement, incluant des complexes d'a-glucosidase ainsi que d'autres enzymes. Les
structures ont été téléchargées depuis la Protein Data Bank au format .pdb, puis converties au
format .mol2 grace au programme Open Babel 2.0.2. Les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau V.1, le graphe V.l et le graphe V.2.

Tableau V.1 : Liste des 150 complexes protéine-ligand analysés pour évaluer la fiabilité
du programme Surflex-dock via le test du RMSD.

Code de Code de Code de Code de

_ RMSD (A) _ RMSD(A)
I’enzyme ligand I’enzyme ligand
20MJ NAG 2.985 3A4A GLC 0.768
3L4U DSK 1.994 3AHV MES 1.785
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3LAT BJ1 0.627 3WBE GLC 4.432
3L4X NR3 1.923 3GNR G2F 4.455
3L4Y NR4 1.452 3AXI GLC 3.681
8RDG NAD 0.530 2JKE NOJ 1.652
SWTZ NAD 2.289 2JKP CTS 0.247
4XZ] NAD 1.726 SWBA GLC 2.893
3VST TRS 2.980 4HZ8 BGC 0.866
8QT3 NAD 0.329 3SCO MES 2.022
6MEB NAD 2.907 3SCS MES 2.487
1Q1Y BB2 1.246 2E40 LGC 2.105
2AI8 SB7 0.879 3GNP SOG 0.951
3E3U NVC 0.580 3WY2 BGC 3.528
3STR 3LI 1.566 4GLX 0XS 0.899
1G2A BB2 1.358 50SS AEZ 0.529
2AIA SB8 3.808 1Vv08 NTZ 0.937
3SVJ 4LI 1.452 2CBV CGB 0.601
3SW8 SLI 0.565 2CBU CTS 0.726
3U04 BB2 1.498 2JAL YLL 4371
3U7K MDB 1.847 3VIG EPE 0.914
4DR9 BB2 1.391 3wWCZz NOJ 0.498
512B BB2 0.940 2WC4 AMF 1.728
5JF8 PN3 4.816 4XQM MAN 0.752
5T8Z BB2 1.142 2H12 CMX 2.380
SVCP BB2 1.766 2J/B NTZ 1.071
60W7 NOY 0.760 3XIS XLS 4.230
80OFE VLK 1.079 4AMOF FDA 0.861
1JKB NO3 2.935 2E20 BGC 0.554
IW2T CIT 3.993 1IUWT GTL 0.754
1BV3 HGB 0.401 1CVvZ C48 4.464
1C1H MMP 1.321 2P7U Di1R 1.592
1D7U LCS 2.521 3IUT KB2 1.755
1DVJ UP6 1.126 1ME4 T10 1.130
1F74 NAY 1.580 1EWP 015 1.006
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1F7B NAV 2.990 1F2A VS2 3.926
1FW9 PHB 1.599 3106 QL2 3.487
1FWN PEP 4811 2EEK BEN 1.703
1G1B PHB 1.030 1AZ8 IN4 0.845
1G45 FSB 0.385 8FJZ Y3l 0.638
1G46 F2B 0.419 20XY K17 4.629
1G48 F6B 3.581 1E19 ADP 0.916
1G4J] FFB 2.379 7SIU 91D 0.596
1G40 BSB 1.580 1GQY ACP 1.804
1G52 F2B 4.909 3KXG K6X 1.958
1GTZ DHK 1.064 6QS5 JGB 1.716
1GZG LAF 4.047 1BDO IN5 0.982
1lIF4 FBS 1.602 3Q12 PAF 0.548
1190 I0C 2.711 1D7I1 DSS 3.470
1JCX PAI 3.190 1E59 VO3 1.900
1JDO0 AZM 3.765 1EJJ 3PG 3.865
1KMO UP6 3.147 SIBY LPA 1.875
1L6S DSB 0.805 5JIB OlA 1.245
1LC7 TPO 4.294 416A HMG 4.844
6EGR PLP 1.497 416W 1CO 2.168
1LOL XMP 0.086 SFEU NAP 0.684
1LOQ U5P 2.561 3SR5 Q12 2.211
1LOR BMP 1.455 6DRS H8A 0.626
1LOS UP6 0.808 3ZM6 2GN 0.921
1LRO PEP 3.884 2AAF AAU 3.815
10AB PEP 3.961 204P TPV 0.492
10FO PGA 4.173 60GR 70A 0.815
7NCZ BTB 0.829 4M81 PNW 4.269
INBU PH2 1.194 8DGY SD6 1.471
706H MAV 3.823 3MPM S5LK 2.810
7T29 AMP 0.569 1QPC ANP 1.845
41IMG NGF 1.865 SFPO 10L 3.654
3NF8 CDQ 1.832 S5BST 4UU 1.340
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S5X2Z 3LM 1.104 2DEQ BT5 0.413
1F73 HMN 1.847 3RUX BS5 0.522
70LI 8HG 0.411 1IWPY BTN 0.990
3wQD PLP 4.356 2E41 BTX 0.877
4PB4 PLP 1.988 1BSU 4UV 1.201
40MA LCS 1.575 S5IDH SH6 1.139
8V9P YQK 0.396 AXTY 441 0.376

Le graphique suivant présente les résultats du test RMSD sous forme de pourcentage (%),

répartis en deux intervalles : >2 Aet<2 A.

= RMSD <2A
RMSD > 2A

Graphe V.1 : Résultats en % des valeurs de RMSD (A) obtenus par Surflex-dock pour

deux intervalles distincts.

Dans le deuxiéme graphique, les résultats sont exprimeés en pourcentage (%), répartis sur
différents intervalles de RMSD et représentés par des couleurs distinctes.
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Graphe V.2 : Résultats en % des valeurs de RMSD (A) obtenus par Surflex-dock selon

différents intervalles.

Les résultats du graphe V.1, qui présente les pourcentages obtenus par Surflex-dock a
deux intervalles de RMSD (A), montrent que 100 complexes présentent un RMSD inférieur ou
égal a2 A, soit 67% des cas, tandis que seulement 50 complexes présentent un RMSD supérieur

a2 A, représentant 33% des cas.

Quant au graphe V.2, qui illustre les résultats en pourcentage obtenus par Surflex-dock
selon divers intervalles de RMSD, il montre que la majorité des valeurs inférieures ou égales a
2 A se situent dans I’intervalle [0,5 A — 1 A], avec un pourcentage de 25,33 % sur un total de
67%.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Teniou S. (2012), ou 134 complexes
protéine-ligand ont été dockés par Surflex-dock. Parmi eux, 85,8% ont présenté un RMSD
inférieur ou égal a 2 A [158]. De méme, Boucherit et al. (2014) ont rapporté que 66 % des 144
complexes protéine-ligand étudiés avaient un RMSD < 2 A, avec une concentration majeure
des résultats dans I’intervalle [0,5-1 A] [188]. Par ailleurs, 1’étude de Zaheer-ul-Haq et al.
(2010), comparant six logiciels de docking (FRED, GOLD, MOE, AutoDock, FlexX et Surflex-
dock), a montré que Surflex-dock se classe deuxieme en termes de précision selon les valeurs
de RMSD [189].

Ces données confirment que Surflex-dock est un logiciel performant et fiable pour réaliser

les études ultérieures par docking moléculaire.
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1.2. Analyse visuelle

L'analyse visuelle par Viewer Lite 4.2 faisant suite au test RMSD est aussi une étape
essentielle pour juger la performance du programme Surflex-dock. Elle permet de visualiser les

résultats décrits par la valeur numérique RMSD [170].

A cet effet, nous avons sélectionneé trois complexes protéine-ligand de la PDB (tableau
V.2), un avec une bonne valeur de RMSD : 0.329 A (Figure V.1), un autre avec une valeur
intermédiaire de RMSD : 1.988 A (Figure V.2), et un dernier avec un RMSD le moins
favorable 4.844 A (Figure V.3) afin de comparer la conformation expérimentale issue de la

PDB avec celle calculée par le programme Surflex-dock en visualisant leurs superpositions.

Tableau V.2 : Valeurs du RMSD des trois complexes protéine-ligand choisis.

Code de I’enzyme Code de ligand RMSD (A)
8QT3 NAD 0.329
4PB4 PLP 1.988
416A HMG 4.844

Figure V.1 : Superposition de I’inhibiteur NAD simulé par docking moléculaire avec Surflex-

dock (coloré en rose), vis-a-vis de sa conformation expérimentale (colorée en vert) du
complexe 8QT3, (RMSD =0.329 A).
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Figure V.2 : Superposition de 1’inhibiteur MDB simulé par docking moléculaire avec

Surflex-dock (coloré en rose), vis-a-vis de sa conformation expérimentale (colorée en vert) du
complexe 3U7K, (RMSD = 1.847 A).

Figure V.3 : Superposition de I’inhibiteur HMG simulé par docking moléculaire avec
Surflex-dock (coloré en rose), vis-a-vis de sa conformation expérimentale (coloree en vert) du
complexe 416A, (RMSD = 4.844A)).
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D’apres les résultats obtenus par Viewer Lite 4.2, on constate que :

> Pour le ligand NAD, avec un RMSD de 0.329 A, la conformation calculée par Surflex-
dock s’aligne presque parfaitement avec celle expérimentale. Ce qui montre une
superposition optimale.

> Pour le ligand MDB, avec un RMSD de 1.847 A, la correspondance est moins précise,
montrant une superposition partielle.

> Pour le ligand HMG, avec un RMSD de 4.844 A, la superposition est mauvaise. Ce qui

montre que le ligand dockeé adopte une position différente de celle expérimentale.

1.3. Coefficient de corrélation linéaire

Afin de vérifier s’il y a une corrélation entre les scores d’affinité obtenus par docking
moléculaire avec Surflex-dock et I’activité expérimentale (IC50) déterminée in vitro, nous
avons étudié un ensemble de 40 complexes enzyme-inhibiteur appartenant aux différentes

classes enzymatiques issus de la PDB, comme présenté dans le tableau V.3.

L’objectif de ce test est donc d’évaluer la capacité du programme Surflex-dock a
reproduire les affinités expérimentales. Plus le coefficient de corrélation obtenu (r) est proche
des valeurs extrémes -1 ou 1, plus la performance du programme est jugée efficace [190].

Tableau V.3 : Liste des 40 complexes enzyme-inhibiteur étudiés pour réaliser 1’analyse

par régression linéaire.

Code de Code de IC50 Log IC50 Affinité o

I’enzyme Pinhibiteur (nM) (M) Reference
2Q93 B21 560 2.748 2.50 [191]
31U9 TO7 240 2.380 2.47 [192]
3PKD Y10 760 2.880 3.45 [193]
4L.BS 408 1190 3.075 4.42 [194]
2BB7 QMS 2140 3.330 2.27 [195]
2P99 YE6 1160 3.064 2.69 [196]
2GZ8 F3F 3000 3.477 4.17 [197]
1YW7 A4l 1400 3.146 3.90 [198]
41KU SHX 1790 3.252 4.00 [199]
4FLK Y10 5580 3.746 2.89 [200]
4FLI Y16 3590 3.555 4.80 [200]
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3PKB Y16 620 2.792 3.36 [193]
300J 30] 240 2.380 4.64 [201]
6QEF HzwW 60 1.778 4.69 [202]
7A16 HZE 40 1.602 4.19 [203]
3PKE Y10 250 2.397 3.77 [193]
2Q95 A05 1600 3.204 3.03 [191]
2Q96 A18 1220 3.068 3.59 [191]
2P9A YE6 1160 3.064 2.42 [196]
2GG7 u14 1750 3.243 2.71 [204]
2GG3 U13 580 2.763 2.19 [204]
2GG2 u12 250 2.397 4.36 [204]
2EVM FC2 693 2.840 2.27 [205]
2QD9 LGF 13 1.11 8.02 [206]
2AIE SB9 2200 3.34 2.94 [207]
3E3U NVC 13 1.11 7.25 [208]
3FLN 3FN 10 01 6.36 [209]
2RG6 287 2.2 0.34 7.88 [210]
5TC4 L34 663 2.82 4.84 [211]
2G8J D7G 170 2.23 4.60 [212]
3UWE VAN 680 2.83 4.86 [213]
3GC7 B45 0.6 -0.22 9.42 [214]
2A4L RRC 400 2.60 5.14 [215]
2AI8 SB7 160 2.20 6.61 [207]
3D83 GK6 6 0.77 7.72 [216]
6Y4V 08z 94 1.97 5.65 [217]
3FMK FMK 02 0.30 8.06 [209]
3FLY FLY 04 0.60 6.61 [209]
4EOX 0S5 0.28 -0.55 7.72 [218]
3HL7 147 23 1.36 4.06 [219]
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Graphe V.3 : Corrélation entre I’activité expérimentale (Log IC50) des inhibiteurs et leurs
affinités données par Surflex-dock.

D’apres le graphe V.3, le coefficient de corrélation (r) est égal a 0,8410 (proche de 1)
indiquant une forte corrélation entre ’activité biologique (Log IC50) et les valeurs d’affinité

obtenues par docking moléculaire avec Surflex-dock.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Boucherit et al. (2014), ou 100
complexes (méthionine aminopeptidase-inhibiteurs) ont été dockés par Surflex-dock. Le
coefficient de corrélation obtenu était élevé (r = 0,76), indiquant une bonne corrélation entre
les résultats théoriques et expérimentaux [188]. De méme, Merzoug et al. (2015) ont docké
23 complexes (peptide déformylase-inhibiteurs) avec Surflex, et ont observé une corrélation
satisfaisante entre les affinités de liaison calculées et les valeurs expérimentales d’IC50
(r = 0,728) [220]. Par ailleurs, Kamel et al. (2010) ont étudiés plusieurs composés par
docking. La corrélation observée entre les valeurs d’IC50 expérimentales et les scores de

docking contre la lignée MCF7 (r = 0,897) a été considérée comme excellente [221].

> Conclusion

L’ensemble des tests effectués dans cette étude démontre 1’efficacité remarquable du
programme Surflex-dock a reproduire les structures cristallographiques et les affinités
experimentales. Ce dernier constitue donc un outil fiable pour mener une analyse approfondie

du mécanisme d’inhibition de I’alpha-glucosidase, avec une probabilité d’erreur minimale.
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Il. Etude des interactions intervenant dans D’inhibition de I’alpha-
glucosidase par diverses molécules

Afin d’étudier I’interaction de divers inhibiteurs de I'alpha-glucosidase avec son site actif,

nous avons utilisé le logiciel Surflex-dock pour réaliser le docking moléculaire. Cette étude a

pour objectif d’évaluer 1’affinité de ces inhibiteurs, de mieux comprendre leurs mécanismes

d’interactions et de visualiser les liaisons formées avec le site actif de I’enzyme.
I1.1. Choix du code 6C9X

Parmi les structures tridimensionnelles de 1’a-glucosidase disponibles dans la Protein
Data Bank, nous avons sélectionné le complexe 6C9X. Ce choix repose sur sa bonne résolution

ainsi que sur la présence d’un inhibiteur dans le site actif, comme le montre le tableau V 4.

Tableau V.4 : Les caractéristiques du code 6C9X.

Enzyme Alpha-glucosidase (EC 3.2.1.20)
Complexe 6CIX

Classification Hydrolase

Inhibiteur Voglibose

Nombre de chaines 2 chaines (A et B)

Date de publication 2018-03-07

Résolution 1.46 A

11.2. Choix des inhibiteurs

Les inhibiteurs de 1’a-glucosidase sont des molécules utilisées pour limiter 1’absorption
des glucides et réduire ’hyperglycémie postprandiale [222]. Nous avons choisi 26 molécules
déja décrites dans la littérature ayant démontré une activité inhibitrice avérée contre
I’a-glucosidase, afin d’évaluer leur affinité pour le site actif de cette enzyme par docking

moléculaire.
11.3. Résultats du docking

Le docking de 26 molécules tirées de la base de données PubChem au format .mol2, a été
réalisé sur la structure cristallographique 6C9X. Le score d’affinité de chacune de ces molécules

a été calculé, et celle présentant le meilleur score a été utilisée comme inhibiteur de référence.

Les résultats du docking de ces inhibiteurs sont représentés dans le tableau V.5.
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Tableau V.5 : Les valeurs d’affinité entre I’a-glucosidase et les différents inhibiteurs
étudiés.

Inhibiteur Affinité (M?) Structure chimique

Quercétine 3.43
Kaempférol 3.39
Rutine 3.94
Lutéolin 2.08
Fisetin 3.56
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Myricétine

Eupafolin

4-(p-toluenesulfonamide)-
3,4-dihydroxy chalcone

4-Amino-4
hydroxychalcone

Astragaline

Magnolol

3.45

3.45

5.22

4.97

4.75

2.77
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Parmi les 26 inhibiteurs dockés dans le site actif de la structure cristallographique 6C9X,
le voglibose apparait comme I’inhibiteur le plus puissant, avec une affinité égale a 8.34 M?, et
montre une bonne fixation au niveau du site d'interaction (Figure V.4). De ce fait, il est choisi
comme modele de référence dans le but d'identifier a partir de la chimiotheque PubChem de

nouveaux inhibiteurs plus performants ciblant cette enzyme.
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I1.4. Analyse d’interaction

L’analyse d’interaction permet d’identifier les résidus impliqués dans la fixation des
ligands au niveau du site actif enzymatique et de comprendre les types de liaisons qui stabilisent

ces complexes.
» Site actif de 6C9X

Les ligands se fixent au niveau du site actif de ’enzyme en établissant des interactions
avec les résidus de sa cavité. Ces interactions permettent d’orienter correctement le substrat

pour favoriser la réaction enzymatique. [223].

Les acides aminés du site actif de 6C9X sont : Asp73, Asp74, Pro75, Tyr85, Argl68,
Trpl69, Aspl97, 11198, 11e234, Asp236, Trp271, Trp305, Asp307, Met308, Glu310, Ala312,
Phe314, Arg404, Trp417, Gly419, Asp420, Asp449, Phe453, Argd76, His478, Alad79, Ala480
et Glu48Ll.

» Etude des interactions de voglibose-6C9X

Le résultat de docking moléculaire realisé avec Surflex-dock, ainsi que I’analyse visuelle
effectuée par Biovia Discovery Studio Visualizer, indiquent que le voglibose interagit avec le
site actif de I’enzyme 6C9X avec une affinité de 8.43 M.

Cette interaction est stabilisée par 13 ponts hydrogene, dont 1’acide aspartique (Asp197,
Asp307 et Asp420) est fortement impliqué, établissant a lui seul neuf ponts hydrogéne gréace a
ses groupements carboxylates. L’arginine 404, contribue par deux ponts hydrogéne via son
groupement amine terminal (NHz), tandis que I’histidine 478, forme également deux ponts
hydrogeéne par I’intermédiaire de son atome d’azote du cycle imidazole comme I’illustrent la

figure V.4 et le tableau V.6.
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Figure V.4 : Mode d’interaction du voglibose avec le site actif de 6C9X.

Tableau V.6 : Les interactions hydrogeéne et les acides aminés impliqués dans I’inhibition

de 6C9X par le voglibose.

N° Résidu impliqué Atome du ligand Distance (A)
1 ARG404 : H O 2.20
2 ARG404 : NH2 H 241
3 ASP197 : OD2 H 2.84
4 ASP197 : OD2 H 1.77
5 ASP197 : OD1 H 1.94
6 ASP420 : OD1 H 1.78
7 ASP420 : OD2 H 1.89
8 ASP420 : OD1 H 2.83
9 ASP420 : OD2 H 2.72
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10 ASP307 : OD2 H 2.25
11 ASP307 : OD2 H 2.83
12 HIS478 : NE2 H 2.63
13 HIS478 : NE2 H 2.18

I11. Proposition de nouveaux inhibiteurs

Dans le cadre du développement des inhibiteurs plus performants de 1’alpha-glucosidase,
nous avons choisi comme point de départ 1’inhibiteur présentant la meilleure affinité pour

I’enzyme, il s’agit du voglibose.

A partir de la banque de données PubChem, 224 similaires du voglibose ont été identifiés,
avec un taux de similarité atteignant 85%. Nous avons réalisé le docking moléculaire de ces
similaires avec le programme Surflex-dock afin d’évaluer leur affinité envers I’enzyme 6C9X.
Le tableau V.7 présente les numéros d’accession et les scores d’affinités de ces composés
étudiés.

Tableau V.7 : Résultats de docking de 224 similaires de voglibose dans 1’enzyme 6C9X.

Numéro d’accession  Affinité (M?) Numéro d’accession Affinité (M1)
Voglibose 8.34 C1D44327991 8.69
CID5677 6.99 C1D44328007 9.33

CID10012420 3.31 C1D44328008 3.83
C1D10241591 3.86 ClD44343624 6.09
CID10397335 5.41 CID44343625 6.78
CID11630203 7.98 C1D44343669 5.30
CID13137289 2.51 ClD44343684 7.87
CID13137290 6.09 Cl1D44343685 6.84
CID13137298 2.62 C1D44343699 5.49
CID13137302 6.99 C1D44343889 7.51
CID13303815 2.97 ClID44394515 7.16
CID13303817 3.90 C1D45357542 6.94
ClD14354388 3.56 CID51003758 3.40
CID15586858 2.63 CID51003760 3.26
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CID16760222 6.85 CID53826599 5.57
CID21668498 2.86 CID54386254 2.37
CiD44327621 5.74 CID57395617 3.67
CID44327637 8.44 CID57975634 412
CID58372892 3.03 CID77431491 6.14
CID58695215 6.19 CID86223090 2.15
CID59405547 3.82 CID86277916 2.24
CID59446160 0.95 CID89599365 2.84
CID59945574 6.53 CID89958649 3.47
CID60041174 3.42 CID90365589 7.52
CID60150337 3.50 CID91362412 4.50
CID67679491 2.17 CID100967014 3.67
CID68230303 8.36 CID101599991 4.39
CID70688442 4.70 CID101872894 6.56
CID 70688446 3.31 CID118626839 6.17
CID70694681 3.78 CID118718367 5.42
CID70694688 4.57 CID118718368 6.52
CID70948590 3.30 CID118718369 5.01
CID70949038 3.39 CID118718374 3.52
CID71232274 3.75 CID118988434 4.03
CID71306784 5.93 CID123562360 3.99
CID71811326 5.19 CID123831319 6.80
CID147273978 6.40 CID129010282 6.39
CID153341641 5.38 CID135075713 4.82
CID153916782 3.91 CID139066421 4.46
CID154403170 4.77 CID141489886 0.51
CID155801594 4.69 CID142456638 5.17
CID155801596 4.94 CID143337754 5.27
CID155804474 6.62 CID143936278 5.87
CID155907495 4.17 CID143936280 6.64
CID156106244 4.49 CID143936282 3.14
CID157040570 481 CID144553212 5.44
CID157935482 6.02 CID145821261 4.19
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CID162423102 4.98 CID145821262 7.07
CID162423104 3.03 CID163624181 4.35
CID162423105 5.48 CID164917845 4.32
CID163321814 3.38 CID164917884 7.95
CID25886732 7.00 CID162849026 2.77
CID25201968 5.94 CID162849027 2.65
C1D29922600 6.01 CID162849028 5.89
C1D29922603 7.69 CID168311072 2.20
C1D29922606 4.82 CID168311539 5.77
CID40566342 5.68 CID154728069 5.47
CID51397639 3.00 CID168440426 6.07
CID56594925 4.25 CID169447729 6.77
CID51397643 3.38 CID169963165 3.38
CID51397641 4.93 CID169963166 4.82
CID51397645 3.40 CID169963167 4.27
CID57345762 3.76 CID169963168 3.85
CID70702323 6.25 CID169963169 3.05
CID71770862 4.79 CID169963174 2.95
CID71770860 2.93 CID169963175 2.37
CID10058062 3.02 CID171395627 2.88
CID10058063 3.93 CID171595374 471
CID10131197 5.17 CIDA46685 5.59
CID10176355 3.96 CID9798719 5.78
CID10313494 3.36 CID9859124 2.64
CID10607887 6.09 CID9990176 4.27
CID10797853 3.36 CID9995052 7.10
CID10419726 5.40 C1D20843084 4.30
CID10856250 3.61 CID21668499 3.86
CID10856333 2.67 CID23241385 1.95
CID10448855 5.52 CID23241384 2.16
CID10535642 2.95 CID25107941 5.52
CID10954068 3.27 CID102505498 3.14
CID10987037 4.04 CID102505499 2.25
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Cl1D101205894 3.56 CID11778077 5.73
C1D101342886 6.49 CID11789764 2.97
CID101342887 6.06 CID11637403 5.66
CID101104783 3.40 CID11735630 4.36
CID101342888 6.68 CID11747094 3.42
CID101177532 2.98 CID11073948 5.91
CID101342889 5.54 CID11183096 5.68
CID101200284 5.50 CID11335798 3.23
CID101342892 7.02 CID11348057 6.84
CID101365659 4.08 CID11358225 6.29
C1D101425954 3.61 ClD11426768 2.65
CID101538062 6.25 CID129917484 2.36
C1D102022985 2.94 CID125471349 2.10
CID101894994 4.82 CID124762073 4.70
CID102304050 4.32 CID124784703 1.60
CID101759295 2.37 CID124784701 3.10
CID101540196 5.78 CID122395551 2.38
CID101540195 3.34 CID122395552 4.14
CID102478595 7.23 CID122395553 5.01
CID102304052 3.82 CID123134035 3.37
CID134694639 5.93 CID124350748 4.72
CID133628359 3.40 CID124350749 4.06
CID133621132 2.08 CID124427908 3.30
CID133687332 3.48 CID124428664 4.62
CID131857407 4.96 CID124762072 5.07
CID133665451 5.83 CID124762074 4.05
CID133673211 2.52 CID124784702 2.37
C1D139068630 3.02 CID139026013 7.78
CID133623702 5.23 CID156587971 2.78
CID131859681 4.20 CID16095337 3.87
CID13137297 2.19 CID16095338 3.06
CID13303812 5.09 CID162849025 4.15
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Parmi les 224 similaires, il ressort que quatre composés présentent un score supérieur a
celui du voglibose, qui est égal a 8.34 M. Le meilleur résultat est donné par le composé
CID44328007 suivi par les composés CID44327991, CID44327637 et CID68230303 avec des
affinités de 9.33 M, 8.69 M, 8.44 M et 8.36 M respectivement. Le tableau V.8 présente

les structures chimiques, les noms et les scores d’affinités de ces meilleurs similaires.

Tableau V.8 : Résultats du docking du voglibose et de ses quatre meilleurs similaires
dans le site actif de la 6C9X.

Numéro o ) o Affinite
Structure bidimensionnelle Nom chimique
d’accession (M)

(1S,2S,3R 4S,5S)-5-(1,3-

0 dihydroxypropan-2-
Voglibose ylamino)-1- 8.34
0 (hydroxymethyl)
y ~'H
; : |1_ cyclohexane-1,2,3,4-tetrol
0
| ]
| (1R,2S,3S)-4-
CID44328007 Ao Heptylamino-6-methyl- 9.33
H O | cyclohexane-1,2,3-triol
|
o
r‘"" (1S,2S,3R)-4-Methyl-6-
r”/ octylamino-cyclohexane-

CiD44327991 - ] 8.69

T 1,2,3-triol

H o T h“'*—-.l
I:I:I' e hh‘““l" e
h
L]
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i (15,25 3R)-4-Methyl-6-
CID44327637 | nonylamino- 8.44

- | cyclohexane-1,2,3-triol

y H-0 :I—O (1S,2S,4R,6S)-6-(1,3-
0 . \fﬁ dihydroxypropan-2-
CID68230303 ylamino)-4- 8.36
| 0 ‘ J ‘ (hydroxymethyl)
“N

. I l 0 Cyc|0hexane-l,2,4-tri0|
H
0

IV.Prédiction de mode d’interaction des meilleurs composés

Les interactions des meilleurs similaires avec le site actif de I’enzyme a-glucosidase ont
été étudiées avec Biovia Discovery Studio Visualizer.

L’analyse visuelle des composés CID44327637 et CID68230303 n’a pas été présentée
ici, car ces deux molécules présentent une structure tres proche de celles des composés
CID44328007, CID44327991 et celle du voglibose. Leur similarité structurale suggére qu’elles
partagent les mémes modes d’interaction avec la cible, rendant une inspection supplémentaire
redondante. Ainsi, leur évaluation s’est principalement appuyée sur I’analyse détaillée réalisée
pour les composés CID44328007, CID44327991 et le voglibose.

1V.1. Etude des interactions de C1D44328007-6C9X

L’analyse visuelle révele la formation de dix ponts hydrogene avec les résidus du site
actif, dont sept impliquent des résidus d’aspartate (Asp420, Asp197, Asp307), un pont est formé
avec I’azote du cycle imidazole du résidu His478, et deux autres sont établis par le groupement
amine terminal du résidu Arg404. La stabilitt du complexe compose CID44328007
a-glucosidase est egalement gouvernée par la formation de huit interactions hydrophobes avec
les résidus Trp169, Trp271, Phe314, Pro 75, 11198 et Met308 comme I’illustrent la figure V.5
et le tableau V.9.
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Figure V.5 : Mode d’interaction du composé CID44328007 avec le site actif de
I’a-glucosidase.

Tableau V.9 : Types des interactions et acides aminés impliqués dans 1’inhibition de

I’a-glucosidase par le composé Cl1D44328007.

N° Categorie Résidu impliqué ~ Atome du ligand ~ Distance A
d’interaction
1 Hydrogéne ASP420 : OD1 H 1.87
2 Hydrogéne ASP420: OD1 H 1.92
3 Hydrogéne ASP420 : OD2 H 2.01
4 Hydrogéne ASP197 : OD1 H 2.11
5 Hydrogéne ASP197 : OD2 H 2.65
6 Hydrogene HIS478 : NE2 H 2.75
7 Hydrogéne ARG404 : H @) 2.13
8 Hydrogéne ARG404 : H @) 3.04
9 Hydrogéne ASP307 : OD2 H 2.88
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10 Hydrogéne ASP307 : OD2 H 2.09
11 Hydrophobe TRP169 C 3.97
12 Hydrophobe TRP169 C 3.42
13 Hydrophobe TRP271 C 4.06
14 Hydrophobe TRP271 C 5.39
15 Hydrophobe PHE314 C 4.53
16 Hydrophobe PRO75 C 4.62
17 Hydrophobe ILE198 C 441
18 Hydrophobe MET308 C 5.38

1V.2. Etude des interactions de CI1D44327991-6C9X

L’analyse visuelle révéle la formation de neuf ponts hydrogene avec les résidus du site

actif, dont sept impliquent le groupement carboxyle des résidus d’aspartate (Asp197, Asp307,

Asp420), et deux autres impliquent respectivement un atome d’azote du cycle imidazole du

résidu His478 et le groupement amine terminal du résidu Arg404. Cette interaction est

également stabilisée par huit interactions hydrophobes établies avec les résidus Phe453, Pro75,

Trpl69 et 1le198, comme I’illustrent la figure V.6 et le tableau V.10.

ARGAa04

<

Figure V.6 : Mode d’interaction du composé CID44327991 avec le site actif de 6C9X.
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Tableau V.10 : Types des interactions et acides aminés impliqués dans 1’inhibition de
6C9X avec le composé CID44327991.

N° Catégorie d’interaction Résidu impliqué = Atome du ligand  Distance (A)

1 Hydrogéne ASP197 : OD1 H 2.06
2 Hydrogéne ASP197 : OD2 H 2.56
3 Hydrogéne ASP307 : OD2 H 2.09
4 Hydrogéne ASP420: OD1 H 1.93
5 Hydrogéne ASP420 : OD1 H 1.87
6 Hydrogéne ASP420 : OD2 H 1.97
7 Hydrogéne ASP420 : OD2 H 2.69
8 Hydrogéne HIS478 : NE2 H 2.72
9 Hydrogéne ARG404 : H @) 2.18
10 Hydrophobe PHE453 C 5.33
11 Hydrophobe PHE453 C 4.84
12 Hydrophobe PRO75 C 5.30
13 Hydrophobe PRO75 C 4.98
14 Hydrophobe TRP169 C 5.14
15 Hydrophobe TRP169 C 3.90
16 Hydrophobe TRP169 C 3.35
17 Hydrophobe ILE198 C 4.46

V. Prédiction de la similarité médicamenteuse

De nombreuses molécules bioactives n’atteignent pas les phases cliniques en raison de
leurs propriétés pharmacocinétiques défavorables. C’est pourquoi une étude computationnelle
des meilleurs composés prédits par I’amarrage moléculaire a été réalisée a 1’aide de
SwisSADME et de ProTox-3.0 afin d’estimer leurs propriétés physicochimiques et

pharmacocinétiques.
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V.1. Propriétés physicochimiques

Pour appliquer les différentes régles de la similarité médicamenteuse, il était primordial
d’évaluer certaines propriétés physicochimiques. Nous avons déterminé le poids moléculaire,
le coefficient de partage Log P. De plus, nous avons reporté le nombre d’accepteurs et de
donneurs de liaisons d’hydrogéne, la surface de polarité totale, en A2 (TPSA) ainsi que le

nombre de liaisons rotatives.

Ces parameétres des cing composés sont analysés en utilisant le serveur SwissADME basé

sur la régle de Lipinski et celle de Veber. Les résultats sont illustrés dans le tableau V.11.

Tableau V.11 : Propriétés physicochimiques du voglibose et de ses quatre similaires.

Composé

Voglibose = C1D44328007 C|D44327991 CI1D44327637 CID68230303
Propriété

Poids
moléculaire
(g/mol) 267.28 259.39 273.41 287.44 251.28
Nombre de
donneurs de
liaisons 8 4 4 4 7
hydrogéene
Nombre
d’accepteurs de
liaisons 8 4 4 4 7
hydrogenes
Log P -4.1 1.43 1.82 2.21 -3.07
Nombre de
liaisons rotables 5 7 8 9 5
TPSA (A2) 153.64 72.72 72.72 72.72 133.41

Les résultats obtenus montrent que tous les composés respectent la regle de Lipinski. En
revanche, seule la molécule de référence, le voglibose, ne satisfait pas a la regle de Veber,
principalement en raison de sa surface polaire topologique (TPSA) élevée, ce qui pourrait
limiter sa biodisponibilité. Les autres analogues présentent des caractéristiques conformes aux

deux regles, suggérant un profil pharmacocinétique favorable.
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V.2. Propriétés pharmacocinétiques

Aprés avoir rempli les criteres physicochimiques établis par Lipinski et Veber, les
composes étudiés doivent également démontrer des propriétés pharmacocinétiques ADME
satisfaisantes afin d’étre acceptés comme candidats-médicaments. Les propriétés métaboliques

sont prédites par le serveur SwissADME. Les résultats sont illustrés dans le tableau V.12.
Tableau V.12 : Propriétés pharmacocinétiques du voglibose et de ses quatre similaires.

Composé

Voglibose  CID44328007 CID44327991 CID44327637 CID68230303

Propriété
Perméabilité )
Non Non Non Oui Non
de BHE
Absorption ) ) . . _
Gl Elevée Elevée Elevée Elevée Faible
Inhibition de
Non Non Non Non Non
CYP1A2
Inhibition de
Non Non Non Non Non
CYP2C19
Inhibition de
Non Non Non Non Non
CYP2C9
Inhibition de
Non Non Non Non Non
CYP2D6
Inhibition de
Non Non Non Non Non
CYP3A4

Les résultats indiquent que le voglibose et ses quatre analogues ne traversent pas la
barriere hémato-encéphalique (BHE), a I’exception du composé CID44327637. Ainsi, tous les
composés présentent une absorption gastro-intestinale élevée, sauf le composé C1D68230303.
Cela suggere une biodisponibilite limitée au niveau du systeme nerveux central pour les
composés CID44328007, CID44327991 et CID68230303, mais un profil favorable pour une
administration orale pour les composés CID44328007, CID44327991 et CID44327637. De
plus, les prévisions d'inhibition montrent une absence d'inhibition des cytochromes P, limitant

ainsi les risques d’interactions médicamenteuses.
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V.3. Test de toxicité

La toxicité des meilleurs composés prédits par le docking moléculaire ainsi que celle du
voglibose a été évaluée par des méthodes in silico, réduisant ainsi le recours aux tests in vivo, a
I’aide du serveur ProTox-3.0 afin de prédire plusieurs critéres toxicologiques, dont les résultats

sont présentés dans le tableau V.13.
Tableau V.13 : Résultats de la prédiction de toxicité du voglibose et de ses analogues.
Inhibiteur Résultat du test

Predicted LD50: 14700mg/kg |

Predicted Toxicity Class: 6 )

Voglibose -2 31415

Average similarity: 100% )

Prediction accuracy: 100% )

FI AT I I

Predicted LD50: 3500mg/kg |

Predicted Toxicity Class: 5 |

B

Average similarity: 87.92% |

CID44328007

Prediction accuracy: 70.97% |

L A4 O, Gt [T

Predicted LD50: 3500ma/kg |

Predicted Toxicity Class: 5 J

2| 3|a|s|es
CID44327991 -

Average similarity: 87.92% J

Prediction accuracy: 70.97% |

20 Ao, [ BO
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Predicted LD50: 3500mg/kg |

Predicted Toxicity Class: 5 |

CID44327637 - N -[.[s[]%

Average similarity: 87.92%

—

Prediction accuracy: 70.97% |

L aom, [T [T

Predicted LD50: 14700mg/kg |

Predicted Toxicity Class: 6 |

 DEnar

Average similarity: 100% J

CID68230303

Prediction accuracy: 100% J

Les résultats montrent que le voglibose et le composé CID68230303 ne présentent pas de
toxicité avec une prédiction de classe 6 indiquant une meilleure sécurité. Tandis que les
composés CID44328007, CID44327991 et CID44327637 présentent une faible toxicité (classe

5), mais qui reste tolérable.

» Conclusion

L’ensemble des résultats issus des analyses in silico suggére que les composés
CID44328007, CID44327991, CID44327637 et CID68230303 présentent des propriétés
physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques globalement favorables, ce qui les

rend prometteurs pour étre proposés comme nouveaux inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase.
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L’objectif principal de notre travail était d’acquérir des compétences en simulation
informatique afin d’identifier in silico de nouveaux inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase dans le
but d’améliorer le traitement du diabéte de type 2, grice a une approche de modélisation
moléculaire appelée docking moléculaire. Cette technique permet de modéliser et d’analyser

les interactions entre une cible enzymatique et des ligands potentiels.

Au préalable, nous avons évalué la fiabilité du programme Surflex-dock a travers trois

tests :
> Le test RMSD a permis d’évaluer la capacité de Surflex-dock a reproduire la
conformation expérimentale d’un ligand au sein du site actif de I’enzyme .Sur 150
complexes protéine-ligand pris aléatoirement a partir de la PDB, 67% présentent un

RMSD < 2 A indiquant une bonne précision.

> Une analyse visuelle complémentaire a confirmé ces résultats, en montrant une bonne

superposition entre les structures des ligands expérimentaux et ceux simuleés.

> Le coefficient de corrélation (r), qui mesure la relation entre les activités expérimentales
(IC50) et les affinités de liaison calculées par Surflex-dock de 40 inhibiteurs de

I’a-glucosidase, a été estimé a 0,8410. Ce résultat indique une forte corrélation positive.

Ces tests nous ont permis de conclure que Surflex-dock est un outil suffisamment fiable

pour simuler in silico les interactions entre 1’a-glucosidase et ses inhibiteurs potentiels.

Dans le but d’identifier de nouveaux inhibiteurs plus efficaces, nous avons réalisé un
docking moléculaire sur un ensemble d’inhibiteurs connus au niveau du site actif de 1’a-
glucosidase. Parmi eux, le voglibose a montré le meilleur score d’affinité, avec une valeur de
8,34 M. Sur la base de ce résultat, un criblage virtuel de 224 analogues structuraux de le
voglibose a été effectué¢ a 1’aide de Surflex-dock. Ce criblage a permis d’identifier quatre
composés présentant une affinité de liaison supérieure a celle de I’inhibiteur de référence, a
savoir : CID44328007, CID44327991, CID44327637 et CID68230303, avec des scores
d’affinité de 9,33 M, 8,69 M, 8,44 M et 8,36 M! respectivement. Ces molécules ont
montré une capacité accrue a établir a la fois des interactions hydrogéne et hydrophobe avec les
résidus de site actif de 1’a-glucosidase, contrairement a le voglibose qui se limite & 13 ponts
hydrogéne. Cette diversit¢ d’interactions peut expliquer leur affinité supérieure envers

I’enzyme cible.

~84 ~



Conclusion et perspectives

Enfin, I’évaluation des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques
(profil ADME-Tox) a révélé que ces composés présentent une bonne biodisponibilité orale. Ils
sont conformes aux critéres des régles de Lipinski et Veber, ce qui suggére une absorption
gastro-intestinale favorable. De plus, leur profil de toxicité, indique une toxicité faible a
négligeable, renforcant leur potentiel en tant que candidats-médicaments pour un

développement thérapeutique ultérieur.

Etant donné que les résultats obtenus au cours de ce travail demeurent préliminaires, le
présent travail ouvre une large piste de développement. Plusieurs perspectives peuvent étre

envisagées pour approfondir cette étude, en proposant :

» L’utilisation des programmes de criblage virtuel plus récents et performants comme
FlexX, GOLD ou Glide, offrant une modélisation plus précise des interactions ligand-
récepteur grace a des algorithmes plus avancés que ceux de Surflex-dock.

» La réduction du seuil de similarité lors du criblage virtuel afin d’élargir le spectre des
molécules sélectionnées et d’augmenter ainsi les chances d’identifier de nouveaux
inhibiteurs potentiels.

> La substitution de certains groupements fonctionnels des inhibiteurs identifiés dans le
but d’optimiser leur affinité, leur sélectivité ou leurs propriétés pharmacocinétiques.

» L’utilisation de I’approche du docking inverse pour vérifier si les inhibiteurs identifiés
interagissent spécifiquement avec 1’a-glucosidase ou s’ils présentent un risque
d’interactions hors-cible (off-target).

» La réalisation d’une étude expérimentale complémentaire in vitro et/ou in vivo pour

valider les résultats obtenus.
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