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Introduction générale _

Le diabéte est un trouble endocrinien chronique caractérisé par une hyperglycémie

causée par une carence relative ou absolue en insuline. A long terme, il peut entrainer de graves
complications, telles que des problémes cardiovasculaires, une néphropathie, une neuropathie

et une rétinopathie, qui peuvent réduire l'espérance de vie (Foussier & Zergane, 2021).

Il existe différents types de diabéte, parmi lesquels le diabete de type 1 et le diabéte de
type 2. Ce dernier représente a lui seul 90 % de ’ensemble des cas de diabéte. 1l se caractérise
par une résistance a l'insuline et un dysfonctionnement des cellules béta, ce qui entraine une
diminution de I'absorption du glucose et une hyperglycémie postprandiale (Daou et al., 2022).
La prévalence du diabéte de type 2 a atteint des proportions épidémiques et on estime qu'il

touche plus de 400 millions de personnes dans le monde (Javeed, 2023).

Pour réduire les dommages causés par le diabéte 2, il est necessaire de disposer de
médicaments pouvant aider les patients a reguler leur taux de sucre dans le sang. Tous les
médicaments contre le diabete approuves sur le marché visent a normaliser les niveaux de
glucose sanguin en ciblant les différents mécanismes et enzymes impliqués dans I'homéostasie

du glucose.

Une classe particulierement intéressante de médicaments antidiabétiques est celle des
inhibiteurs de l'a-glucosidase, présentes dans la bordure en brosse de lintestin gréle, et
responsables de la dégradation des glucides complexes en glucose. Ces médicaments réduisent
I'nyperglycémie postprandiale en inhibant de maniére réversible cette enzyme. Actuellement,
seuls trois inhibiteurs synthétiques existent sur le marché : I’ Acarbose, Miglitol, et le Voglibose,
qui se sont averés tres efficaces. Cependant, ils peuvent entrainer des flatulences, des diarrhées,
des ballonnements, des douleurs abdominales et un inconfort (Rahman et al., 2019). Par
conséquent, il est nécessaire de découvrir de nouvelles molécules plus efficaces présentant cette
activite.

En tant que l'une des principales classes de produits naturels, les alcaloides et leurs
dérivés ont été largement utilisés comme sources d'agents pharmacologiques contre divers
problemes médicaux. De nombreuses études ont confirmé le role des alcaloides dans la gestion
du diabete, et de nombreux alcaloides isolés de différentes plantes médicinales se sont révélés

actifs contre le diabéte (Muhammad et al., 2021).

Notre travail s'inscrit dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules
antidiabétiques. Dans cette optique, nous avons choisi une collection de 570 composés

similaires a la trigonelline, un alcaloide ayant démontré un bon effet thérapeutique sur le diabéte

1
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et ses complications. Notre objectif est d'évaluer, par le biais du docking moléculaire, leur

activité antidiabétique en tant que nouveaux inhibiteurs de 1'a-glucosidase.

Ce travail est divisé en trois parties essentiels : la premiere comporte un apercu
bibliographique qui se décompose en trois chapitres (Le premier chapitre est consacré au
diabéte de type 2, le deuxieme traite de l'a-glucosidase et de ses inhibiteurs et le troisieme
chapitre aborde les différentes approches du criblage virtuel.). La deuxiéme partie présente le
matériel et les méthodes utilisés. La derniére partie, comprenne la présentation des différents
résultats obtenus et leur interprétation. Enfin, ce travail se termine par une conclusion générale

et des perspectives.
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Le diabete sucré, I'un des troubles endocriniens-metaboliques les plus courants, entraine

une morbidité et une mortalité significatives a I'échelle mondiale. Il existe en plusieurs types,
avec deux formes principales. Le diabéte de type 1, qui affecte moins de 10% des personnes
atteintes de diabete, est causé par une réaction auto-immune qui entraine une destruction
progressive et importante (> 80%) des cellules B sécrétrices d'insuline. Quant au diabéte de type

2, il représente environ 90% des cas. Dans ce chapitre, notre attention se portera sur le deuxieme
type.
1. Définition
Le diabéte de type 2 est une condition métabolique courante qui se caractérise par une
sécrétion insuffisante d'insuline par les cellules B du pancréas et une résistance a l'insuline au
niveau des tissus. Il représente plus de 90 % des cas de diabéte sucré et se manifeste

généralement chez les adultes, bien que son incidence chez les enfants soit en augmentation de
nos jours (Salehi et al., 2019).

Cette pathologie est associée a des complications micro-vasculaires trés spécifiques a
long terme affectant les yeux, les reins et les nerfs ainsi qu'a un risque accru de maladies
cardiovasculaires (Goldenberg & Punthakee, 2013). L’¢étiologie de la maladie est complexe,
impligquant a la fois, les facteurs génétiques et environnementaux. L’obésité est le premier

facteur de risque de diabéte ainsi que 1’age (Tenenbaum et al., 2018).

2. Epidémiologie

Le diabéte est en augmentation dans le monde entier, avec une prévalence mondiale
chez les adultes de 8,8% de la population mondiale en 2017, et une prévision dune
augmentation supplémentaire a 9,9% d'ici 2045. En termes de nombre total, cela représente une
population de 424,9 millions de personnes atteintes de diabete dans le monde en 2017, avec une
estimation d'une augmentation de 48% a 628,6 millions de personnes d'ici 2045 (Standl et al.,
2019). En 2021, 537 millions d'adultes agés de 20 a 79 ans sont atteints de diabete.

Le diabéte est principalement dispersé dans les régions les plus peuplées comme : la
Chine, I’ Asie du Sud Est avec I'Inde et I’Europe, les zones urbaines sont les plus affectées (279

millions) que les zones rurales (146 millions) (Belhadj et al., 2019).
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En Afrique du Sud en 2015, environ 2,3 millions de personnes étaient atteintes de
diabete, principalement de type 2, avec une estimation de 1599 enfants et adolescents atteints
de diabéte de type 1 en 2019 (Godman et al., 2020).

A T’instar de la majorité des pays en développement, I'Algérie est confrontée a une
transition épidémiologique caractérisée par une diminution des maladies transmissibles et une
augmentation des maladies chroniques (Achouri et al., 2019). En Algérie, la prévalence du
diabéte continue d'augmenter, touchant environ 14,4 % de la population agée de 18 a 69 ans, ce
qui représente environ 4 millions de personnes vivant avec le diabéte en 2018 (Belhadj et al.,
2019).

3. Physiopathologie

Le diabete de type 2 survient lorsque deux anomalies majeures se manifestent
simultanément : une diminution de la sensibilité a I'insuline (insulino-résistance) dans les tissus
cibles de linsuline tels que le foie et les muscles squelettiques, ainsi qu'une réduction
quantitative et qualitative de la sécrétion d'insuline, notamment dans sa phase précoce et dans

la régulation de sa pulsatilité (Girard, 2011) :
3.1. Insulino-sécrétion

Elle est causée par un dysfonctionnement de la voie de signalisation de I'insuline (Fig.
1), qui est secondaire a un dysfonctionnement du tissu adipeux. Dans le cas du diabéte de type
2, la maladie ne se développe que lorsque les cellules B du pancréas ne parviennent plus a

compenser l'insulinorésistance par une secrétion d'insuline accrue (Girard, 2011).
3.1. Insulino-résistance

La résistance a I'insuline est définie comme un état clinique dans lequel les cellules ne
répondent pas normalement a l'insuline exogéne ou endogene pour augmenter I'absorption et
I'utilisation du glucose en raison d'une sensibilité altérée a I'insuline médiée par I'élimination du
glucose (Bullon-Vela et al., 2018).
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Diabéte de type 2

Figure 1 : Physiologie du diabéte de type 2 (Beaulant & Rieusset, 2022).
4. Complications

Les niveaux élevés et prolongés d'hyperglycémie, ainsi que le déséquilibre associé au
diabete, entrainent des dommages aux nerfs, aux vaisseaux sanguins et a de nombreuses cellules
dans le corps. Cela peut entrainer la mise en place de mécanismes adaptatifs qui sont néfastes
pour le fonctionnement de divers organes tels que le cceur, les yeux, les reins, les membres
inférieurs, et ainsi de suite (Fig. 2) (Desposito, 2015). En effet, d'autres facteurs tels que la
dyslipidémie, I'nypertension et le tabagisme jouent un rdle important dans ces complications,

et le contréle de ces facteurs réduit considérablement la mortalité (Flegel et al., 2009).
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Lorsqu’on parle des complications du diabéte, on distingue classiquement la
microangiopathie et la macroangiopathie. La microangiopathie est caractérisée par une atteinte
des petits vaisseaux avec dysfonction secondaire de I’organe touché. On restreint
communément la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie. La macroangiopathie
comprend la cardiopathie ischémique, I’atteinte cérébrovasculaire et [artériopathie

périphérique (Mevel, 2015). Nous rapportons les complications suivantes :
4.1. Neuropathie diabétique

La neuropathie autonome cardiaque (NAC) est une complication courante du diabete
associée a une augmentation des problémes cardiovasculaires, en particulier la mort subite. Elle
se caractérise par un dysfonctionnement du systéme nerveux autonome qui régule les fonctions
cardiaques (Fisher & Tahrani, 2017).

Des etudes ont demontré que la NAC était liée a d'autres troubles cardiovasculaires, a
des niveaux élevés d'HbAlc et a la durée du diabéte. Ces facteurs sont des indicateurs
importants de la sévérité du diabete et du risque accru de complications cardiovasculaires
(Nganou-Gnindjio et al., 2022).

4.2 Rétinopathie diabétique

Actuellement, environ 100 millions de personnes dans le monde sont atteintes de
rétinopathie diabétique, et ce nombre devrait augmenter pour atteindre 160 millions d'ici 2045
(Feldman-Billard & Halimi, 2022).

La rétinopathie diabétique, compte parmi les complications multi-systémiques
sérieuses, qui se développe lentement et souvent de facon insidieuse. Ce trouble, qui est la cause
la plus fréquente de la perte de vision chez les adultes en age de travailler, est caractérisé par

des changements fonctionnels et morphologiques de la rétine (ValdezGuerrero et al., 2021).
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Figure 2 : Complications du diabéte et organes cibles (Desposito, 2015).
5. Diagnostic

Le diabéte peut étre diagnostiqué en se basant sur des critéres de glycémie plasmatique,
soit la valeur de la glycémie a jeun (FPG) ou la valeur de la glycémie a 2 heures apres un test
de tolérance au glucose oral de 75 g (2-h PG), ou en utilisant des criteres basés sur 'A1C
(hémoglobine glyquée ou hémoglobine A1C) (Tableau 1). Les mémes tests sont utilisés a la

fois pour le dépistage et le diagnostic du diabéte (American Diabetes Association, 2015).

Tableau 1 : Criteres pour le diagnostic du diabete

Critéres de diagnostic
FPG > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). Le jetine est défini par I'absence de prise calorique pendant
au moins 8 heures.
2-h PG > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) pendant le test de tolérance au glucose oral (OGTT).
A1C > 6.5% (48 mmol/mol glyquée)
Une glycémie plasmatique aléatoire supérieure a 200 mg/dL (11.1 mmol/L)

6. Traitement

Bien que l'adoption d'un régime alimentaire approprié, I'engagement dans une activité

physique réguliere et la perte de poids soient des mesures importantes pour améliorer le contréle
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de la glycémie chez les patients atteints de diabéte de type 2, la majorité d'entre eux nécessitent

également un traitement médicamenteux antihyperglycémiant pour gérer efficacement leur

condition.

Il existe plusieurs classes de médicaments hypoglycémiants oraux qui exercent des
effets antidiabétiques grace a différents mécanismes. Parmi ces classes, on trouve les
sulfonylurées, les biguanides, les inhibiteurs de 'a-glucosidase, les thiazolidinediones et les
sécrétagogues non sulfonylurées. Les sulfonylurées orales, telles que le glimépiride et le
glyburide, réduisent la glycémie en augmentant principalement la libération d'insuline des flots
de Langerhans (Salehi et al., 2019). Pour qu’ils soient efficaces, ces médicaments doivent étre
pris au début des repas principaux, généralement au moment de la premiére bouchée (Derosa
& Maffioli, 2012).

En revanche, l'insulinothérapie, souvent initiee apres des mesures hygieno-diététiques
et des antidiabétiques non insuliniques, fait partie du traitement des patients atteints de diabéte
de type 2. Son introduction est recommandée en cas de diabéte mal équilibré malgré une
escalade thérapeutique bien maitrisée, mais aussi en cas de déséquilibre aigu. L'insulinothérapie
vise a maintenir un contrdle glycémique optimal et peut étre nécessaire lorsque d'autres

médicaments ne suffisent pas a atteindre cet objectif (Javeed, 2023).
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Une approche thérapeutique efficace pour contréler I'nyperglycémie associée au diabéte

de type 2 consiste a cibler l'alpha-glucosidase, une enzyme qui catalyse I'hydrolyse de I'amidon
dans l'intestin. L’inhibition de cette enzyme permet de retarder temporairement l'absorption
intestinale des glucides et réduisant ainsi I'élévation des niveaux de glucose sanguin

postprandial.
1. Définition
Les a-glucosidases (EC 3.2.1.20, a-D-glucoside glucohydrolase) est un membre de la
famille des a-amylases connue sous le nom de MAL12 ou maltase et est codé par le locus
MALIL. Les protéines de cette famille se distinguent par un pli commun (p/a) et un mécanisme
de réaction commun (Alaei et al., 2021). Cette enzyme de liaison dans I'épithélium de I'intestin
gréle, joue un réle important dans le processus de la digestion des hydrates de carbone dans le

corps humain, en participant directement dans les voies métaboliques de I'amidon et du

glycogene (Zhang et al., 2019).
2. Structure

Les a-glucosidases contiennent deux sous-unités catalytiques : une sous-unité N-
terminale (tMGAM) qui est proche de l'extrémité liée a la membrane et une sous-unité
lumineuse C-terminale (ctMGAM). Les spécificités de substrat des sous-unités catalytiques
varient et se chevauchent pour inclure le maltose, lisomaltose, le saccharose et de petits

oligosaccharides linéaires et ramifiés (Sim et al., 2010).

Chez I'hnomme, le domaine NtMGAM) et le domaine CtMGAM de la maltase
glucoamylase intestinale (MGAM) sont des a-glycosidases qui catalysent I'hydrolyse des
liaisons glycosidiques a-(1-4) dans le processus de digestion de I'amidon, et sont considérés

comme les principales cibles thérapeutiques pour le diabéte de type 2 (Ren et al., 2011).

La sous-unité NtMGAM exprimée est composée de 868 résidus et peut étre divisée en
cing domaines structuraux majeurs : un domaine de type-P entréefle (résidus 1-51) ; un domaine
N-terminal en sandwich P (résidus 52-269) ; un domaine en barillet catalytique (B/a)8 (résidus
270-651) avec deux boucles insérées [Insert 1 (résidus 367-416) et Insert 2 (résidus 447-492)]
qui font saillie entre B3 et a3 et entre B4 et a4 , respectivement ; un domaine C-terminal
proximal (résidus 652-730) ; et un domaine C-terminal distal (résidus 731-868) , tous deux

avec une topologie en sandwich f (Fig. 5) (Sim et al., 2010) .
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La structure de NtMGAM (Fig. 4) et CtMGAM (Fig. 5) sont structurellement identique,

mais une analyse de séquence plus approfondie de la sous-unité CtMGAM reévele plusieurs
caracteristiques qui pourraient expliquer sa plus grande affinité pour les oligosaccharides de
maltose plus longs de plus, 21 résidus dacides aminés supplémentaires
(PDVVVNGSLDWDSQVELYRAY) sont présents a l'extrémité C-terminale de I'Insert 1 de
CtMGAM mais pas dans NtMGAM (Sim et al., 2008) .

Figure 3 : Représentation en ruban de la structure 3D de I’a-glucosidase de I’Homo sapiens
(Sim et al., 2010).

1 52 270 367 417 447 497 652 731 868
L 1 1 L 1 1 L L 1 ]
L L] L] 1 L] 1 L] L] L] 1
= I T B 20
Trefoil N-term Insert1 Insert2 ProxC DistC

- Catalytic domain —

Figure 4 : Structure du domaine N-terminal de la sous-unité NtMGAM
(Sim et al., 2010)
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Figure 5: Structure du domaine N-terminal de la sous-unité CtMGAM
(Renetal., 2011).
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3. Site actif

Dans le cadre de I'étude du site actif de 'enzyme a-GLY, l'interaction entre les domaines
catalytiques de cette enzyme et l'acarbose, un pseudo-tétrasaccharide composé d'un groupe
acarvosine o-(1-4) lié a un maltose, a été étudié par Sim et al., (2008). L'acarbose agit comme
un inhibiteur compétitif de la C-terminale de la maltase glucoamylase (Ren et al., 2011).

Le site actif de NtMGAM est une poche principalement formée par les résidus en B-brin
C-terminaux de la structure en barillet (B/a)s. Dans la structure native, deux molécules de
glycérol (provenant du tampon cryoprotecteur) occupent la poche du site actif (Fig. 6). De plus,
une boucle provenant du domaine N-terminal (résidus 200-217) ainsi que des parties de
I'insertion catalytique 1 et de I'insertion 2 viennent se rapprocher de I'ouverture du barillet (p/a)s

et contribuent a l'architecture du site de liaison du substrat (Sim et al., 2008) .

Les deux premiers cycles de I'acarbose, représentant son unité acarvosine, se trouvent
dans la poche du site actif et occupent les sous-sites de sucre -1 et +1. Les interactions avec le
sous-site -1 sont principalement médiées par des résidus du barillet (p/a), notamment Asp327,
Asp542, His600 et Arg526, qui forment des liaisons hydrogéne. De plus, d'autres résidus tels
que Asp443, Tyr299, 11328, 11e364, Trp441 et Met444 participent également a la formation du
site de liaison du sucre -1(Fig. 7) (Sim et al., 2008).

La comparaison structurale entre les structures NtIMGAM-acarbose et NtMGAM native
ne révele aucun changement majeur dans la structure de NtMGAM et dans le site actif lors de

la liaison de l'acarbose (Sim et al., 2008).
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Figure 6 : Poche du site actif de NTMGAM en complexe avec 1’acarbose (Sim et al., 2008).
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Figure 7: Interaction Acarbose-NtMGAM (Sim et al., 2008).

4. Inhibiteurs de I’a-glucosidase

Les inhibiteurs de l'a-glucosidase sont des médicaments qui agissent en inhibant
I'absorption des glucides dans l'intestin gréle. lls fonctionnent en inhibant de maniere
compétitive les enzymes responsables de la conversion des glucides complexes non absorbables
en glucides simples absorbables. Ces enzymes comprennent la glucoamylase, la sucrase, la
maltase et I'isomaltase. (Derosa & Maffioli, 2012). Ces enzymes, situées au niveau de la bordure
en brosse des entérocytes, jouent un réle crucial dans I'hydrolyse des polysaccharides en

monosaccharides absorbables, tels que le glucose et le fructose (Faure, 2017).

En retardant l'absorption des glucides, les inhibiteurs de I'a-glucosidase réduisent
I'élévation de la glycémie apres les repas d'environ 3 mmol/l. Ainsi, ils empéchent la digestion
des glucides complexes et aident a controler la glycémie (Derosa & Maffioli, 2012). Dans une
étude réalisée en 2008 chez des sujets sains, il a été suggéré que les effets thérapeutiques des
AGI ne reposent pas seulement sur une digestion retardée des glucides complexes, mais

également sur les effets métaboliques de la fermentation colique de I'amidon (Laar, 2008) .
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Figure 8: Mécanisme d’action des inhibiteurs de 1’a-glucosidase®.

5. Inhibiteurs a utilisation clinique
5.1. Acarbose

L' acarbose, (Fig. 9 ) développee en Allemagne, est un médicament antidiabétique qui
retarde I'assimilation des glucides et, par conséquent, augmente la quantité de glucides dans les
parties distales des intestins, ce qui a son tour augmente les taux circulants de I' hormone

incrétine dérivee de l'intestin (Dalsgaard et al., 2023).
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Figure 9 : Structure de 1’ Acarbose (Rosak & Mertes, 2012).

5.2. Miglitol

Le miglitol (Fig.10) est une découverte américaine. Il est rapidement et presque

complétement absorbé depuis I'intestin gréle aprés administration orale. Son effet thérapeutique

! https://pharmacomedicale.org/medicaments/par-specialites/item/inhibiteurs-des-alpha-
glucosidases
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résulte de l'inhibition réversible des enzymes a-glucosidases, ce qui permet de réduire plus

efficacement les niveaux de glucose sanguin postprandial par rapport aux autres inhibiteurs de
I'a-glucosidase (Kumar et al., 2018) .

Figure 10 : Structure du Miglitol (Kumar et al., 2018).

6. Propriétés pharmacocinétiques des inhibiteurs

L’acarbose n’est pas absorbées par l'intestin et a une faible biodisponibilité. En
revanche, le miglitol est presque entierement absorbé dans la partie supérieure de Il'intestin et

éliminé sous forme inchangé apres 3h de son administration (Tableau 2) (Kumar et al., 2018).

Tableau 2 : Proprietés pharmacocinétiques des inhibiteurs des a-glucosidases (Faure, 2017).

Parametre Miglitol Acarbose
pharmacocinétique
Biodisponibilite Elevée (60 a 90 %) Tres faible (1 %)
Biotransformation Pas de métabolisation Métabolisation intestinale
intestinale
Elimination Urinaire sous forme Mixte urinaire / Biliaire
inchangée
Demi-vie 2 a 3 heurs 6 a 8 heurs

7. Inhibiteurs naturels de I'a-glucosidase

L'étude des produits naturels est I'une des stratégies pour la découverte de nouveaux
médicaments pouvant étre utilisés dans le traitement du diabéte de type 2. De nombreux

composés phénoliques tels que l'acide gallique, l'acide tannique, la morine, la lutéoline, le
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kaempférol, la myricétine, la quercétine et l'apigénine ont montré des effets inhibiteurs contre

les enzymes a-amylase et a-glucosidase (Abdelli et al., 2021).

Différentes plantes importantes connues pour leur potentiel inhibiteur de I'a-glucosidase
comme : Momordica charantia, Trigonella foenum-graecum (fenugrec, famille des
Légumineuses), Gymnema sylvestre (Gudmar, famille des Asclépiadacées), Pterocarpus
marsupium (Vijayasar, famille des Légumineuses), Murraya koenigii (feuilles de curry, famille
des Rutacées), Ocimum sanctum (Tulsi, famille des Lauracées), Tinospora cordifolia (Seenthil,
famille des Méniéracées), Syzygium cumini (Eugenia jambolana, famille des Myrtacées),
Zingiber officinale (gingembre, famille des Zingibéracées), Allium sativum (ail, famille des
Liliacées) (Mukherjee et al., 2020).

Les plantes sont connues pour produire une variété de metabolites secondaires y compris
les isoflavonoides, les alcaloides, les terpénoides et les acides phénoliques qui sont responsables
de la propriété inhibitrice de I'a-glucosidase. Ces inhibiteurs peuvent étre efficaces pour retarder

I'absorption du glucose afin de réduire I’hyperglycémie postprandial.

Parmi ces métabolites secondaires, la trigonelline (alcaloide), est une hormone vegétale
qui a différentes fonctions régulatrices liées a la régulation du cycle cellulaire végétal, a la
nodulation, au stress oxydatif, ainsi qu'a la survie et a la croissance de la plante. On la trouve
en quantités significatives dans de nombreuses plantes, notamment les grains de café et les
graines de fenugrec, et en moindre quantités dans le pois de jardin, les graines de chanvre et
l'avoine. Etant donné qu'elle a été isolée pour la premiére fois a partir des graines de fenugrec
(Trigonella foenum-graecum), elle a été nommée “trigonelline”. La formule chimique de la
trigonelline est C7TH7NO2, avec un poids moléculaire de 137,138 (Gupta et al., 2021)

Les études antérieures indiquent que la trigonelline réduit les concentrations de glucose
sanguin chez les rats et chez I'nomme. La trigonelline protége les cellules f du pancréas,
augmente l'indice de sensibilité a I'insuline ainsi que le contenu en insuline. Cependant, seuls
quelques études sont disponibles sur les actions antidiabétiques et antilipidémiques de la

trigonelline (Subramanian & Prasath, 2014).
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Gréace aux progrés des technologies informatiques au cours des trois derniéres
décennies, la modélisation moléculaire, en particulier le docking moléculaire, est devenue

rapidement un outil courant dans la recherche en biologie.

Les méthodes de criblage in silico ont été développées dans le but de réduire les colts
et le temps considérables nécessaires au processus de développement d'un nouveau
medicament. En effet, le criblage virtuel est maintenant considéré comme une étape essentielle
du processus, permettant de réduire significativement le nombre de molécules a tester

expérimentalement (Aminpour et al., 2019).

1. Définition et intéréts

En tant que l'une des méthodes de criblage virtuel largement utilisées, le docking
moléculaire est une approche in silico qui vise a predire les conformations de liaison des ligands
de petites molécules au site de liaison cible approprié (Dong et al., 2018). Cette technique est
considérée comme plus rapide, moins cotiteuse et plus facile a mettre en ceuvre que les
méthodes expérimentales. Le docking moléculaire peut étre utilis¢ comme un filtre complexe
pour ne mettre en évidence que les candidats medicaments les plus intéressants (Grosdidier,
2015).

2. But

Le docking moléculaire a pour but principal de prédire la conformation la plus favorable
du ligand en termes de position et d'orientation relative au sein de son récepteur. Cette
interaction se produit au niveau du site actif, ou le ligand se lie de maniére complémentaire a

I'architecture protéique (Soudani et al., 2022).
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Figure 11: Docking moléculaire (Raval & Ganatra, 2022) .
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3. Applications

Le docking moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique, car
il est réalisé avant la partie expérimentale de toute investigation. 1l existe des domaines ou le
docking moléculaire a révolutionné les découvertes. En particulier, l'interaction entre de petites
molécules (ligand) et une cible protéique (qui peut étre une enzyme) peut prédire I'activation
ou la propriété de liaison des médicaments a I'acide nucléique. Ces informations établissent la

corrélation entre la structure moléculaire du médicament et sa cytotoxicité (Grosdidier, 2015).

Ces derniéeres années, cette technologie a été largement utilisée dans le domaine de la
recherche en conception de médicaments. L'utilisation d'une base de données de composés pour
cribler les pharmacophores potentiels est non seulement pratique pour les chercheurs pour
l'achat, la synthese et la realisation des tests pharmacologiques ultérieurs, mais elle améliore

également considérablement I'efficacité et réduit les codts de recherche (Fan et al., 2019).

4. Qutils

Une méthodologie d'amarrage réussie doit étre capable de prédire correctement la pose
du ligand natif dans le site de liaison du récepteur (c'est-a-dire de trouver la géométrie
expérimentale du ligand dans une certaine limite de tolérance) et les interactions moléculaires

physico-chimiques associées (Guedes et al., 2014).

4.1. Ligand

Les structures tridimensionnelles de petites molécules de ligand sont soit, disponibles
dans des bases de données virtuelles telles que Cambridge Structural Database (CSD),
Available Chemical Directory (ACD), MDL Drug Data Report (MDDR) ou National Cancer
Institute Database (NCI) (Stefaniu, 2019), soit obtenus a travers la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer sous différents formats (pdb, mol, mol2...etc.) grace a des

logiciels de construction moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl.

4.2. Récepteurs

Les différentes cibles thérapeutiques sont disponibles via la ressource Protein Data Bank
qui offre une multitude de structures 3D résolues de protéines, de fragments de protéines,
d'acides nucléiques et de complexes protéine-ligand. Ces assemblages sont caractérisés par des
techniques telles que la cristallographie aux rayons X, la résonance magnétique nucléaire
(RMN), la spectroscopie infrarouge et/ou la densité électronique. Les structures sont
disponibles au format de fichiers PDB (Stefaniu, 2019).
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4.3.Programmes de docking moléculaire

Plus de 30 programmes de docking moléculaire (commerciaux ou non) sont disponibles
(Fig. 12). Les plus fréguemment cités sont respectivement: AutoDock, GOLD, FlexX,
DOCK et ICM (Mol, 2019).
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Figure 12: Programmes de docking les plus cité (Mol, 2019).

18



Materiel et methodes




Chapitre IV : Matériel et méthodes _

1. Matériel

1.1. Micro-ordinateur

Nous avons utilisé deux micro-ordinateurs différents pour exécuter nos programmes. Le
premier est un packard Bell doté d'une mémoire vive de 4 GB et d'un processeur Intel (R),
tandis que le deuxieme est un acer Swift avec une meémoire vive de 8 GB et un processeur Intel
(CPU). Les programmes ont été installés sur les deux ordinateurs fonctionnant sous le systeme

d'exploitation Windows Professional 10.

1.2. Programmes

Nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser le présent travail :

1.2.1. Flex-X

FlexX est un logiciel qui permet de prédire I'interaction entre une protéine et un ligand
en estimant la géométrie du complexe formé et la force de l'interaction entre les acides aminés
formant le site de liaison de la protéine et le ligand. Ce logiciel repose sur un "algorithme de
fragmentation/reconstruction™ qui consiste a fragmenter le ligand en parties rigides et parties
flexibles afin de mieux comprendre comment il interagit avec la protéine et d'optimiser ainsi la
conception de nouveaux ligands thérapeutiques. Les poses d’un ligand générées par FlexX

sont évaluées par une fonction de score exprimée en une variation de 1’énergie d’interaction
(Kj/mol).

Figure 13 : Interface d’accueil du logiciel FlexX.
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1.2.2. Discovery Studio

C’est un logiciel de modélisation moléculaire avancé qui permet de visualiser et

d'analyser des structures moléculaires complexes, telles que des protéines, des acides
nucléiques et des petites molécules. 1l offre une large gamme d'outils de visualisation, de

manipulation et d'analyse des données moléculaires, ainsi que des fonctionnalités pour la

comparaison de structures, la simulation moléculaire et la prédiction de liaisons ligand-protéine.

File Edit View Chemisty Structre Sequence Chart  Scripls Tools  Window  Help

iitig) Simulation | Receptor-Ligand Interactions | Pharmacophores | Small Molecules | X-ray | My Tools
G BOEH SO XAFD & Bowmoe -

Tooks

Buikd and Echt Nudic Acid wa]
Buil and Edit Protein

Superimpose Proleirs
Search Side-Chaln Rotamers

2
2S BIOVIA | Discovery Studio 2021

‘ t ‘ Actions

My Recent Actions

As you perform different actions, the most recently

used items will be listed here.
My Recent Tool Panels

* View Interactions

Ready

Vil

My Recent Files

» simillaire 1.sdf

» PubChem_compound_smiles_cC(=0)
*» Conformer3D_CID_5570.sdf

* lutecline inhibiteur.sdf

* 3l4v.pdb

» SSD.mol2

Enable Additional Features

Data

3

Figure 14 : Interface d’accueil du programme Discovery studio.

1.3. Banques de données et sites internet

1.3.1. Protein Data Bank (PDB)

La PDB (http://www.pdb.org/pdb/home) est la principale source de données de biologie

structurale qui permet en particulier d’accéder a des structures 3D des protéines qui sont

déterminer par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN.
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RCSB PDB  Deposit + Search » Visualizo v Analyze + Download + Leamn » About + Documentation + Careers COVID-19

RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in May Molecule of the Month

science and education by providing access and tools for exploration.
visualization, and analysis of.

[ 2Pt
#» Deposit B Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data ” ,‘
Bank (PDB) archive “

Q Search a Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

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

i Analyze

L

ane Pn"‘ o‘
5% Training

& Download Explore

Figure 15 : Page d’accueil de la PDB.

1.3.2. PubChem

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

molécules chimiques (Chimiothéque) gérée par le National Center for Biotechnology
Information (NCBI), branche de la Bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis sous
l'autorité de la National Institutes of Health (NCI). Cette chimiothéque met en ligne 1’accés
gratuit a plusieurs millions de composés dont chaque substance possede une grande quantité de
données de divers ordres: chimique, biochimique, pharmacologique, production,

toxicologique, environnemental, etc.

Pub©hem About  Posts  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Figure 16: Page d’accueil de la PubChem.
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1.3.3. SwissADME

SwissADME (http://www.swissadme.ch/termsofuse.php) est un outil web gratuit qui

prédit diverses propriétés pharmacocinétiques et physicochimiques de petites molécules
organiques, telles que des candidats médicaments. 11 a été développé par I'Institut suisse de bio-
informatique et I'Université de Lausanne en Suisse. L'outil fournit des prédictions pour une
gamme de propriétés importantes des médicaments, y compris la solubilité.la perméabilité, la
lipophilie et la biodisponibilité. SwissADME accepte les entrées dans divers formats, y compris
les fichiers SMILES, SDF et MOL.

R e R e R Bl
=y

SwissADME

g‘s‘«ﬁm‘:&:‘“ Home FAQ Help Terms of Use

=0 XO6 ) Enter a list of SMILES here
I,
&
/‘ c
3 .
e

Figure 17: Page d'accueil du serveur SwissADME
1.3.4. pkCSM

Le pkCSM (pharmacokinetics, Chemical Similarity and Molecular properties :

https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/) est un outil de prédiction en ligne pour l'analyse des

propriétés pharmacocinétiques et des propriétés moléculaires d'un composé chimique. Il utilise
des algorithmes de prédiction pour estimer les propriétés telles que la solubilité, la perméabilité
intestinale, la distribution tissulaire, la demi-vie plasmatique, la métabolisation et I'excrétion
urinaire. Le pkCSM permet également de prédire la similitude chimique et les propriétés
moléculaires telles que la taille, la polarité, I'acidité et la basicité. L'outil est congu pour aider
les chercheurs a évaluer rapidement les propriétés pharmacocinétiques et les propriétés
moléculaires des composés candidats pour accélérer le processus de développement de
médicaments (Vivo et al., 2016).
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Step 1: Please provide a set of molecules (SMILES format)

Description

Upload your SMILES file: OR Provide a SMILES string

Chaoose File |No file chosen

Example:

Files are expected to have headers CC(=0)0C1=CC=CC=C1C(=0]0

identifying the columns [

2. Méthodes

Figure 18 : Interface du programme pkCSM.

2.1. Choix de la cible

La structure tridimensionnelle de I’a-glucosidase faisant 1’objet de notre étude, a été

obtenue a partir de la banque de donnée PDB sous format pdb. Cette banque de données nous

a proposé 9 structures cristallographiques de la partie N-terminal de cette enzyme en complexe

avec leurs inhibiteurs. Les codes PDB de ces complexes, de leurs inhibiteurs ainsi que les

valeurs de leur résolution sont représentés dans le tableau N° 3.

Tableau 3 : Codes PDB des complexes a-GLY humaine- inhibiteur avec leur résolution.

Code PDB Résolution (A) Nombre Code
de chaine de Pinhibiteur

5nn5 2.00A° 1 NOJ

3L4V 2.10 A 3 KTL

3L4T 1.90 A 1 BJ1

3L4X 1.90 A 1 NR3

3L4W 2.00 A 2 MIG

3L4U 1.90 A 3 DSK

3L4Z 2.00 A 3 SSD

3CTT 2.10 A 3 3CuU

3TOP 2.88 A 4 PRD-900007
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Parmi ces complexes, nous avons choisi celui portant le code 3L4V avec une résolution
de 2.10 A.

L’enzyme est constituée de 2 chaines (A et B) et elle est en complexe avec le KTL :
“’(1S,2R,3R,4S)-1-{(1S)-2-[(2R,3S,4S)-3,4-dihydroxy-2-(hydroxymethyl) tetrahydrothiophenium-1-
yl]-1-hydroxyethyl}-2,3,4,5-tetrahydroxypentyl sulfate’’. Cet inhibiteur a été choisi comme

structure de départ, pour identifier le site actif de 1’enzyme.

2.2. Choix du ligand

Dans cette étude nous nous somme intéressé a une molécule d’origine naturel, la «
Trigonelline». Cet inhibiteur naturel a été utilisé comme référence pour générer des similaires
a ’aide de Pubchem. Ces composés ont ensuite eté soumis a un processus de docking avec le
programme FlexX, dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs plus puissants de 1'a-
glucosidase. La banque PubChem nous a proposé 570 similaires avec un taux de similarité

supérieure ou égale a 90%. Les similaires ont été sauvegardées sous format 3D-SDF.
2.3. Docking moléculaire par FlexX

Le programme FlexX permet la prédiction des meilleures conformations d’un ligand
donné au sein du site d’interaction de I’enzyme. Les différentes conformations résultantes du
ligand dans le site actif de I’enzyme sont évaluées et classifiées sur la base de leur énergie
d’interaction théorique exprimée en KJ/mol. Les résultats du docking par FlexX apparaissent
sous forme d’un tableau qui donne, les 10 meilleures poses d’un ligand au sein de sa cible.
L’interface graphique de ce programme nous génére également un diagramme des interactions

non seulement en 2D mais aussi en 3D (Figure 19).
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LeadIT Molecules Docking ReCore Scoring Display Window Help
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* B Reference Ligands
v KTLA001-A
% Solutions
* B il Library
* i Library1
v V9%
® Surface
+ B B ReCore
+ B 4 Scoring
* B ) Receptor
* B 3 3v (model 0)
» B % Ligands
» B~ Water
¢ Interactions
Single Atoms
» B =ChainA
v W Surface

FlexX Solutions (570)

V Show2d  Show displaced water > ¥0

Posename Structire Rank Scare Match Lipo Ambig  Clash Rot RMSD  Siml  #Match

Not Docked (1) FlexX Solutions (570)

Figure 19 : Docking par le programme FlexX.
2.4. Test de fiabilité
Afin de valoriser les résultats obtenus lors de notre travail, la fiabilité du programme de
docking moleculaire FlexX a été évaluée a I’aide de deux tests :
e Test RMSD.
e Analyse visuelle.
2.4.1. Test RMSD
L’efficacité du programme FlexX a prédire le positionnement exact d’un ligand dans le
site actif est évaluée par la déviation quadratique moyenne ou RMSD simulée par ce programme
par rapport a celle déterminée expérimentalement et disponible dans la PDB. Le programme
FlexX prédit le positionnement du ligand au sein du site actif de la protéine, suite au docking

moléculaire. Dans notre travail, le test RMSD a été réalisé sur 100 complexes protéine-ligand

obtenus d’une maniere arbitraire de la banque PDB.

2.4.2. Analyse visuelle

L’étape de visualisation des résultats du docking moléculaire est indispensable pour

comparer le positionnement des ligands théoriques générés par le programme du docking vis-
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a-vis de celui de référence obtenu a partir de I’expérimentation et d’observer et de dénombrer

les différentes interactions réalisées entre le ligand et les résidus du site actif.
2.5. Protocole de docking par FlexX
2.5.1. Téléchargement du complexe protéine-ligand

FlexX utilise le récepteur (enzyme) sous le format pdb et les ligands sous le format sdf.
La premiére étape consiste a télécharger le complexe a-glucosidase-ligand depuis la
base de données PDB en utilisant le code 3L4V, puis a l'ouvrir dans l'interface graphique de

FlexX. Une fois chargé, le complexe sera affiché comme illustré dans la figure 20.

LeadiT Molecules Docking ReCore Scoring Display Window Help

i @ Ry @&

Receptor (314v)

Load Protein
Sowrce: ® Flle  PDB Server

Protein from File:

C:/Users/NFO PC/Desktop/JLeV/L4VHo  ~ | Select

@ cncel —

Project Tree  Receptor (M4v)

Figure 20 : Premiére étape de la sélection du complexe.

2.5.2. Préparation de ’enzyme

Une étape préliminaire importante pour préparer I'enzyme en vue d'un potentiel docking
moléculaire est de sélectionner la chaine spécifique a utiliser. Dans notre cas, I'enzyme ne

présente qu'une seule chaine, la chaine A.

Une étape importante dans le docking moléculaire est la définition du site actif de
I'enzyme a-GLY. En utilisant le ligand d'origine en complexe avec sa protéine, nous pouvons
déterminer les acides aminés constituant le site actif. Dans notre étude, nous avons utilisé le

ligand KTL comme ligand de référence.

Pour définir le site de liaison, le programme FlexX utilise une distance de 6.5 A séparant

les atomes de la protéine avec les atomes du ligand référence.
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2.5.3. Docking d’un ligand dans le site d’interaction

Pour réaliser cette opération, il est nécessaire de suivre les différentes étapes suivantes:
* Choix de I’option « docking » qui existe dans le logiciel FlexX.
* Sélection du ligand
» Lancement de I’opération de docking moléculaire

Le docking moléculaire avec FlexX implique la fragmentation et la reconstruction du

ligand pour prédire son interaction optimale avec le site actif de I'enzyme.
2.5.4. Visualisation des résultats

Une fois le docking moléculaire terminé, les résultats sont affichés dans un tableau qui
présente les énergies d'interaction des differentes positions du ligand, classees par ordre
décroissant. De plus, une représentation schématique des interactions entre le ligand et I'enzyme
est egalement fournie (Fig.21).

LeadIT Molecules Docking ReCore Scoring Display Window Help
REE @€ L9 Rt ¢ &

Project Tree PoseView (Docking)

+ 8 3L4V RMSD
~ W @ Fexx
@ « Pharmacophores
~ B Reference Ligands
v KTL-1001-A

FlexX Solutions (10)
Vi show2D  Show displaced water > ¥ 0

1 [0 3n4v_ool

Figure 21: Résultats du docking réalisé par FlexX.

2.6. Prédictions des propriétés ADME

Le serveur SwissADME est un outil en ligne utilisé pour prédire certaines propriétés
ADME des composés chimiques tels que l'absorption, la distribution, I'élimination et le

métabolisme. En utilisant cette plateforme, il est possible de prédire les propriétés suivantes :
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2.6.1. Propriétés physicochimiques

Il est important de vérifier que les médicaments pris par voie orale sont bien absorbes
par le corps. Pour s'assurer de cela, les médicaments doivent étre formulés de maniere a garantir
une absorption suffisante et uniforme. Pour cette raison, il est important de prendre en compte
plusieurs criteres tels que la solubilité dans I'eau, la capacité a traverser la barriére intestinale,

la métabolisation hépatique et la liaison aux protéines du sang.
» Reégle de Lipinski

Egalement connue sous le nom de régle des cing de Lipinski, est un ensemble de critéres
utilisés pour évaluer la capacité d'un composé a traverser la barriere intestinale et a étre absorbé

par le corps. Cette régle a été proposée par le chercheur américain Christopher Lipinskien 1997.
Les critéres de la regle de Lipinski sont les suivants :

* Masse moléculaire < 500 Da.

* Log P ou coefficient de partage octanol /eau < 5.

* Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene < 5.

» Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene < 10.

* Le nombre de liaisons rotables <15.
> Regle de Veber

C’est une autre reégle utilisée pour évaluer la qualité d'un candidat médicament potentiel.
Cette regle est complémentaire a la régle de Lipinski et propose trois criteres supplémentaires

pour évaluer la capacité d'un composé a étre un médicament efficace (Veber et al., 2002) :

* Le nombre de liaisons rotatives <10.

» La surface polaire de la molécule (PSA) <140A.
» Accessibilité a la synthese

L'accessibilité a la synthese est évaluée sur une échelle allant de 1 (facile a synthétiser)
a 10 (difficile a synthétiser). Cette évaluation prend en compte la complexité de la molécule et

la disponibilité des réactifs nécessaires pour la synthese.
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2.6.2. Propriétés pharmacocinétiques

> Evaluation de I’absorption gastro-intestinale : Elle est importante pour prédire la
capacité d’un composé a traverser la barriére gastro-intestinale et a atteindre la circulation

sanguine, ou il peut exercer son effet pharmacologique.

> Perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE) : est cruciale pour les
medicaments destinés aux troubles du systéme nerveux central (SNC), car elle détermine leur
capacité a pénétrer la BHE et a exercer leur effet pharmacologique dans le cerveau. Cependant,
pour les médicaments qui agissent au niveau intestinal, I’évaluation de la perméabilité de la
BHE aide a sélectionner des composés a faible pénétration du SNC pour de telles indications
(Bodor & Buchwald, 1999).

> Inhibition des Cytochrome P450 : Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes
impliquées dans le métabolisme de nombreux médicaments, toxines, hormones et autres
substances étrangeres dans l'organisme. L'inhibition des CYP peut se produire lorsque des
médicaments ou d'autres substances interferent avec l'activité de ces enzymes, ce qui peut

entrainer des interactions médicamenteuses indésirables.

Les CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 et CYP3A4 sont les principales isoformes

impliguées dans le métabolisme de nombreux médicaments (Bodor & Buchwald, 1999).
2.7. Prédiction des propriétes toxicocinétiques

Les composes les mieux classés ont été filtrés davantage en utilisant la prédiction de

leurs propriétés toxicocinétique 1’aide de I'outil pkCSM. Ces propriétés comprennent :

> Test d’Ames : Le test d’Ames est une méthode largement utilisée pour évaluer le
potentiel mutagene d'un composé en utilisant des bactéries. Un test positif indique que le
composé est mutagene et peut donc agir comme un agent cancérigene. Ce modele prédictif a

été construit a partir des résultats de plus de 8000 tests d'Ames réalisés sur différents composés.

» Hépato-toxicité : Les lésions hépatiques induites par les médicaments constituent une
préoccupation majeure en matiére de securité pour le développement de médicaments et sont
une cause significative d'échec de médicaments. Ce prédicteur a été construit en utilisant les

effets indésirables associés au foie de 531 composés observés chez I'homme. Un composé était
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classé comme hépatotoxique s'il présentait au moins un événement pathologique ou

physiologique du foie fortement associé a une perturbation de la fonction normale du foie.

> L'inhibition de 'HERG I et Il : de I'anglais : human Ether-a-go-go-Related Gene, qui
est un géne codant une protéine jouant le réle de canal ionique, elle fait sortir le potassium de
la cellule. L'inhibition des canaux potassiques codés par ce gene est la principale cause du
développement du syndrome du QT long acquis, qui entraine des arythmies ventriculaires
fatales. L'inhibition des canaux hERG a conduit au retrait de nombreuses substances du marché
pharmaceutique. Ces prédicteurs ont été construits en utilisant des informations d'inhibition des
canaux hERG I et Il pour respectivement 368 et 806 composes.

> Sensibilisation cutanée : La sensibilisation cutanée est un effet indésirable potentiel
des produits appliqués sur la peau. L'évaluation de la capacité d'un compose, qui peut entrer en
contact avec la peau, a induire une dermatite de contact allergique est une préoccupation
majeure en termes de sécurité. Ce prédicteur a été construit en utilisant 254 composés qui ont

été evalués pour leur capacité a induire une sensibilisation cutanée.
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Ce travail a été effectué en quatre étapes successives et complémentaires. Tout d'abord,

nous avons validé le protocole de docking utilisé en évaluant la performance du programme
FlexX. Ensuite, nous avons étudié les interactions impliquées dans l'inhibition de notre cible a-
GLY. Nous avons ensuite réalisé un criblage virtuel pour proposer de nouveaux inhibiteurs plus
puissants, en se concentrant sur les candidats les plus prometteurs. Enfin, nous avons effectué
une étude prédictive des propriétées ADMET des inhibiteurs les plus prometteurs pour evaluer

leur potentiel d'utilisation en tant que médicaments.

1. Tests de fiabilité du programme de docking moléculaire

Avant d'entamer I'étude de l'inhibition de l'a-glucosidase par divers composés, nous
avons effectué une évaluation de la performance du programme FlexX en utilisant deux

méthodes : le test RMSD et I'analyse visuelle par Discovery.
1.1. Test RMSD

Le RMSD entre deux poses est une mesure geométrique de la distance entre les positions
atomiques de la structure expérimentale et celle de la structure prédite du complexe ligand site

de liaisons.

Pour réaliser un calcul de RMSD, le ligand co-cristallisé d’une cible donnée est extrait
et repositionné par docking dans le site actif. La prédiction est acceptable lorsque la valeur
5Rdu RMSD obtenu est <2 A.

Pour cela nous avons évalué les performances de FlexX en calculant les valeurs RMSD
de 100 complexes proteéine-ligand téléchargés a partir de la PDB de facon arbitraire (Annexe :
01). D'apreés la Figure 22, 66% des valeurs RMSD sont inférieures ou égales a 2 A et que seuls

34% des résultats sont supérieurs a 2A.

Les résultats obtenus sont conformes aux travaux de Merzoug et al. (2016) révélant un
taux de RMSD de 90.09% inférieures a 2 A. Ces résultats montrent que ce programme simule

correctement les interactions protéine-ligand.

La figure suivante présente les résultats du test RMSD donné en pourcentage (<2 A et

>2A).
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RMSD

BERMSD<2A ®=RMSD>2A

Figure 22: Résultats du test RMSD exprimés en pourcentage (%).

Parmi ces complexe, cing portant les codes : 3L4V, 3L4T ; 3L4X, 3L4U, 3KR3 codent
pour des complexes a-glucosidase, afin de nous assurer que le programme FlexX peut étre
utilisés sans trop de risque d’erreurs dans notre travail sur la a-glucosidase. Les résultats sont

indiqués dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Valeurs RMSD (A°) des cinq complexes protéine-ligand.

Code PDB du Code PDB du RMSD (A°)
complexe ligand
3L4v KTL 1.0443
3LAT BJ1 1.4470
3L4X NR31001 1.7507
3L4U DSK4001 2.2961
3KR3 EDO216 2.9913

1.2. Analyse visuelle

Cette analyse consiste en une comparaison visuelle des ligands expérimentaux et prédits
par docking pour vérifier la superposition des structures. Cette étape est essentielle pour
confirmer la fiabilité des résultats numériques et s'assurer que les ligands prédits sont capables
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d'interagir avec la protéine cible de maniére similaire aux ligands expérimentaux. De ce fait,

nous avons choisi deux complexes, dont le premier posséde une valeur RMSD supérieure & 2A,
et le deuxiéme une valeur inférieure a 2A. Le tableau 5 montre les résultats de cette
visualisation, ou nous notons I’existence d’une superposition idéale entre le ligand coloré en
bleu du complexe 2FH6 et celui prédit par le logiciel coloré en vert. Ceci est en accord avec la
valeur numérique RMSD, qui est faible (0.6329A). Cependant, I’absence d’une superposition
et le grand décalage entre le ligand expérimental coloré en bleu du complexe 3BCR et le ligand
théorique, reflétent le score élevé de ce complexe d’une valeur de (5.0499A).

Tableau 5 : Analyse visuelle de la superposition des ligands théoriques et expérimentaux des
complexes 2FH6 et 3BCR.

N° Complexe Ligand RMSD Analyse visuelle

1 2FH6 GLC 0.6329

2 3BCR AZZ940 5.0499
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2. Etude des interactions enzyme-ligands

2.1. Alpha glucosidase-Trigonelline

Suite a la détermination réussie du site de liaison grace a l'utilisation du KTL nous avons
remplacé cet inhibiteur par une alternative dans le but de trouver des inhibiteurs plus puissants.
Dans cette perspective, une proposition a été formulée pour exploiter l'utilisation de la
Trigonelline (Fig. 23) en répondant a des criteres préalablement établis. Tout d'abord, la
provenance naturelle de ce composé lui confére un avantage certain en termes d'effets
secondaires minimes, par rapport aux composés chimiques. En outre, cette proposition vise a
rechercher de nouveaux composés ayant un effet inhibiteur encore plus puissant sur l'a-

glucosidase parmi les molécules similaires a la Trigonelline.

Un score d’affinité de -20.4890 KJ/mol a eté prédit par le docking moléculaire de la
trigonelline. D'aprés la figure 26, on peut observer que la trigonelline s'adapte de maniére
favorable a I'ensemble de la poche de liaison de 1’a-glucosidase grace aux liaisons formées avec
les residus (ASP203, MET444, TRP406, Arg526). En effet, trois liaisons hydrogénes sont
observées entre les fonctions amine de I’Arg526 et les fonctions carboxylique de I’inhibiteur,
et une autre estformee entre I’inhibiteur et la molécule d’eau Hoh1002. De plus, la trigonelline

est stabilisé par trois interactions hydrophobes avec les résidus Trp406, Met444 et Asp203.

Figure 23: Structure 2D de la Trigonelline.
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Figure 24 : Mode d’interaction de la Trigonelline au sein du site actif de I’a-glucosidase.

3. Criblage virtuel d’une collection de similaires de la trigonneline

Le composé TRIGONELLINE a été pris comme structure de départ afin de rechercher
dans la PubChem des composés similaires. En effet, cette banque de données nous a proposée
une collection de 570 composes avec un taux de similarité allant jusqu’a 90%. Dans 1’espoir

d’améliorer le score de I’inhibiteur de départ (-20.48 KJ/mol).

Il ressort que le criblage virtuel de cette collection de similaires chimiques envers le site
actif étudie fait ressortir 101 composés ayant une énergie d’interaction bien meilleure que celle
du composé de départ. Les résultats obtenus, classés par leur énergic d’interaction, sont
représentés dans le tableau N°02 (annexe 02). Les composés S552 et S126 se représentent
comme meilleurs inhibiteurs potentiels de I’ a-glucosidase avec des énergies d’interaction
respectives de —31.73 KJ/mol, et -28,47 KJ/mol.

En utilisant les poses fournies par FlexX, nous avons pu prédire le mode de liaison de

ces inhibiteurs dans le site catalytique.
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3.1. Etude des interactions des meilleurs similaires vis-a-vis de I’a-glucosidase

3.1.1. Alpha-glucosidase-Compose S552

Le composé S552 (Fig. 25), 4-[(E)-2-carboxyethenyl]pyridine-3-carboxylic acid, présente
une énergie d'interaction égale -31.73 KJ/mol lui conférant théoriquement la plus forte activité
inhibitrice a I’égard de 1’a-glucosidase qui s’exprime par la mise en place de nombreuses et
différentes interactions dans la cavité catalytique de I’enzyme. Cing liaisons hydrogene sont
établies: une entre la fonction hydroxyle du résidu ASP327 et la fonction amine de I'inhibiteur,
deux liaisons hydrogéne entre la fonction amine du résidu Arg526 et les fonctions
carboxyliques de l'inhibiteur, et deux autres liaisons hydrogene entre les fonctions

carboxyliques de l'inhibiteur et les molécules d'eau Hoh1002 et Hoh1041.

Le composeé S552 est egalement stabilisé dans la cavité catalytique par de nombreuses
interactions hydrophobes avec les résidus : Trp406, Met444, Asp542, Trp441, Phe575 et deux
molécules d’eau Hoh1002 et Hoh1041 (Fig. 26).

Figure 25: Conformation 2D du composé S552.
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Figure 26: Mode d’interaction du composé S552 dans le site actif de I’a-glucosidase.

3.1.2. Alpha-glucosidase-composé S126

Le composé S126 (Fig. 27), 6-phosphonopyridine-3-carboxylic acid, est le deuxiéme
meilleur inhibiteur potentiel de I’a-glucosidase obtenu dans ce travail avec une énergie
d’interaction égale a -28,47 KJ/mol. Ce compose inhibe le site actif de la a-glucosidase en
formant trois liaisons hydrogenes. La premiere est formée avec le résidu His600, la deuxiéme
avec Asp327, et deux avec le résidu Arg526. Ce composé est stabilisé par une molécule d’eau
Hoh1002 et de nombreuses interactions hydrophobiques faisant intervenir les résidus : Trp406,
Met444, Phe575, Asp542 (Fig. 28).
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Figure 27: Conformation 2D du composé S126
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Figure 28: Mode d’interaction du composé S126 dans le site actif de I’a-glucosidase.

4. Prédiction des paramétres ADMET

La Trigonelline, ses 2 meilleurs similaires, le miglitol ont été examinés plus en détail
pour leurs propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicocénétique. Les résultats

de ces propriétés sont présentés dans les tableaux 6, 7 et 8.
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similaires S552 et S126.

Tableau 6 : Propriétés physicochimiques de la Trigonelline, du Miglitol, et des deux

Propriétés 441314 Trigonelline | S552 S126
miglitol

Formule C8H17NO5 | C7TH7NO2 | C9H7NO4 | C6H6NOSP

Poids 207.22 g/mol 137.14 193.16 203.09

moléculaire g/mol g/mol g/mol

PM (g/mol)

nLF 3 1 3 2

nombre de

liaisons

flexibles

nON 6 2 5 6

nombre

d’accepteur

d’hydrogéne

nOHNH 5 0 2 3

nombre de

donneurs H

TPSA A2 104.39 A2 4401 A2 | 87.49A2 [117.53 A2

Log P -1.94 -0.61 0.24 -1.12

Regle de oui Oui Oui Oui

Lipinski

Regle de oui Oui Oui Oui

Veber

Solubilité soluble Soluble Soluble Soluble

dans I’eau

Accessibilité | 3.17 1.04 2.06 2.55

a la synthese
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Tableau 7: Propriétés pharmacocinétique de la Trigonelline, Miglitol, et des deux similaires

S552 et S126.

Propriétés Miglitol Trigonelline | S552 S126

441314
Absorption Modéré Elevé Elevé Elevé
Gl
BHE Non Non Non Non
CYP1A2 Non Non Non Non
inhibition
CYP2C19 Non Non Non Non
inhibition
CYP2C9 Non Non Non Non
inhibition
CYP2D6 Non Non Non Non
inhibition
CYP3A2 Non Non Non Non
inhibition

D'aprés les tableaux 6 et 7, il est évident que les deux composés S552, S126 et la
molécule de références respectent les regles de Lipinski et VVeber en répondant parfaitement a
leurs parametres. Cela suggere que ces composés peuvent étre administrés par voie orale sans
engendrer de problemes. En outre, leur solubilité dans I'eau et leur absorption gastro-intestinale
(Gl absorption) révelent qu'ils peuvent facilement traverser le tractus gastro-intestinal.

En examinant le tableau, nous pouvons également constater que les composés candidats
ainsi que les standards n'ont pas la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique, ce qui
est favorable car ils sont censés avoir un effet intestinal plutét que nerveux. De plus, ces
composés n'‘ont montré aucun effet inhibiteur sur le cytochrome P450 ou ses isoforme, ce qui
suggere qu'ils ne vont pas entrainer d'interactions médicamenteuses. Les CYP450 étant

responsables du métabolisme de la plupart des médicaments dans le foie.
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Tableau 8 : Propriétés toxicocénétique de la Trigonelline, du Miglitol, et des deux similaires

S552 et S126.

Propriétés Miglitol | Trigonelline S552 S126
AMES toxicité Non Oui Non Non
hERG I inhibiteur Non Non Non Non
hERG Il inhibiteur Non Non Non Non
Hepatotoxicity Non Non Non Non
Skin Sensitisation Non Non Non Non

Les résultats présentés dans le tableau 8 indiquent les proprietés toxicocénétique de
différents composes, Miglitol, Trigonelline, S552 et S126, sur divers critéres tels que la toxicité
AMES, l'inhibition de 'HERG I et Il, I'népatotoxicité et la sensibilisation cutanée.

e Le Miglitol, Voglibose, S552 et S126 n'ont pas montre de toxicité selon le test AMES,
en revanche, la trigonelline, indique une toxicite potentielle selon ce test.

e Aucun des composés (Miglitol, Trigonelline, S552 et S126) n'a montré d'inhibition de
I'nERG | ou II.

e En ce qui concerne I'hépatotoxicité, tous les composés (Miglitol, Trigonelline, S552 et
S126) ont montré un résultat négatif.

e Aucun des composés (Miglitol, Trigonelline, S552 et S126) n'a montré de
sensibilisation cutanée.

En conclusion, ces résultats montrent que les similaires S552 et S126 présentent des
profils de toxicité favorables comme les références Miglitol, selon les criteres testés, tandis que
Trigonelline peut présenter une certaine toxicité potentielle selon le test AMES. Cependant, il
est important de prendre en compte d'autres données et études pour évaluer pleinement la

sécurité et l'efficacité de ces composés.
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L'objectif principal de notre travail était d'acquérir des compétences en simulation

informatique, en particulier dans le domaine du docking moléculaire avec FlexX afin de
proposer de nouveaux inhibiteurs plus puissants de I'a-glucosidase, une cible thérapeutique
pertinente pour le traitement du diabéte.

Pour évaluer les performances du programme FlexX utilisé dans cette étude, nous avons
réalisé un test RMSD sur 100 complexes protéine-ligand choisis de maniere aléatoire dans la
banque PDB. Les résultats ont démontré que 65% des complexes présentaient des valeurs
RMSD conformes aux normes (inférieures a 2 A). Cette évaluation a été complétée par une
analyse visuelle de la superposition de la pose du ligand simulé par rapport a sa conformation
expérimentale de référence. A partir de ces deux analyses, nous avons pu conclure que FlexX
est un programme de docking moléculaire fiable, pouvant étre utilisé sans risque d'erreur pour

étudier in silico les mécanismes d'inhibition de I'a-glucosidase.

Afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de I'a-glucosidase, nous avons sélectionné
une collection de 570 composes chimiques similaires a la Trigonelline, un compose naturel
aromatique présent dans diverses plantes, principalement les graines de fenugrec et le café. Le
criblage virtuel de cette collection de composes similaires sur le site actif de I'enzyme étudiée
nous a permis d'identifier 101 composés présentant un score supérieur a celui du composg initial
de départ (-20,4890 KJ/mol). Les composés S552 et S126 ont affiché les meilleurs scores,
respectivement -31,7348 KJ/mol et -28,4775 KJ/mol.

La visualisation des interactions moléculaires entre ces inhibiteurs proposés, a savoir
S552 et S126, au sein de la cavité catalytique de l'a-glucosidase permet de comprendre

comment ces inhibiteurs sont capables d'exercer leur activité inhibitrice.

Enfin, l'analyse des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des composés
étudiés est encourageante, car elle suggére que ces inhibiteurs présentent des propriétés
ADMETox favorables.

Ces résultats laissent entrevoir la possibilité que ces composés puissent constituer de

nouveaux inhibiteurs théoriqguement plus puissants et plus sélectifs pour la cible étudiée.

Toutefois, il convient de noter que les résultats obtenus sont préliminaires, et il serait
opportun de tester in vitro et/ou in vivo l'activité biologique des composés S552 et S126 vis-a-

vis de la cible, afin de confirmer les résultats obtenus in silico.
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Annexe 01 : Liste des 100 complexes utilisés pour tester la fiabilité du protocole de docking.

Numéro Code du complexe Code de ’inhibiteur RMSD
1 3L4X NR31001 1.7507
2 3L4T BJ1 1.4470
3 2HA4 P6G1901 1.9436
4 TTAA ABC497 2.9382
5 4EOF RBF301 1.4545
6 TRB7 3V1602 2.4989
7 TMBH PO4501 0.7699
8 1SRB VI1B502 3.0785
9 5LOE ILE 0.7341
10 2FHG6 GLC 0.6329
11 4KUO RBF500 0.7341
12 1BUS RBF301 1.1257
13 3IN1 ADP510 1.6630
14 ANYG VIB101 4.4682
15 SWAZ 9WY501 1.1430
16 7LIM RBF301 7.4801
17 3BCR AZZ7940 5.0499
18 2X13 GTP1003 4.7228
19 TTZA KY X503 0.9252
20 TKGX WE1503 3.0400
21 1ZBV ITO802 4.2418
22 7WDN GLC504 3.6096
23 3TOP GLC1 4.4985




24 3CTT 3CU1001 4.0731
25 3L4U DSK4001 2.2961
26 1IWY9 A84 2.6280
27 1773 DIO 0.6756
28 1775 DIO 10.1534
29 1ZVX FIN 1.3053
30 1ZXM ANP 0.9966
31 2B3H GOL 0.3835
32 2B3L GOL 2.0077
33 2GT71 SAH 0.8860
34 3G5K BB2 1.2300
35 2HBU UN9 0.6723
36 2HHA 3TP 0.9713
37 2QJR PZF 0.6776
38 3GCP SB2361 0.9548
39 QTB 474 0.7796
40 2WIH P48 0.7770
41 3B1Z 61E 1.7899
42 3D4L 605 0.6939
43 3FHR P40 0.4128
44 3GC8 B45365 1.2663
45 3GCU R48401 0.5881
46 3HV6 R393 0.6962
47 3HRB 146402 4.7949
48 3KR3 EDO216 2.9913
49 4PES ALA1l 1.5914
50 4WK7 3PQ505 0.7777




Annexe 02 : Numéros d’accessions et les scores des 102 meilleures similaires.

Classement | N° Similaire Numéro d’accession | Energie d’interaction
1 S552 131232837 -31.73

2 S138 165348911 -30.93

3 S126 10241967 -28.47

4 S41 4739264 -28.41

5 S146 159326293 -28.27

6 S250 90979958 -27.76

7 S474 16205535 -27.72

8 S40 6925691 -27.62

9 S335 58871729 -27.59
10 S461 10105140 -27.24
11 S514 83818443 -27.00
12 S422 4161788 -26.8979
13 S288 129868041 -26.8972
14 S326 58871764 -26.47
15 S332 58871747 -26.386
16 S327 58871763 -26.383
17 S117 22603598 -26.00
18 S294 69019273 -25.77
19 S431 416193 -25.73
20 S377 21554948 -25.68
21 S351 53757239 -25.44
22 S486 23619432 -25.06
23 S545 105438690 -25.03
24 S293 69106271 -25.02
25 S565 155977854 -24.72




26 S546 105461811 -24.71
27 S484 23279351 -24.54
28 S483 23279350 -24.35
29 S513 83764716 -24.23
30 5489 33726656 -24.01
31 S193 149151861 -23.92
32 S389 18345329 -23.81
33 S218 140515292 -23.70
34 S401 13245252 -23.59
35 S278 86316870 -23.55
36 S180 153760327 -23.35
37 S435 104239 -23.31
38 S387 18963067 -23.07
39 S457 7032763 -22.98
40 S121 19977752 -22.976
41 S521 92139263 -22.972
42 S460 10060326 -22.79
43 S273 87114085 -22.76
44 S505 74892336 -22.75
45 S518 85594923 -22.74
46 S536 101631764 -22.63
47 S46 104238 -22.60
48 S168 154215600 -22.55
49 S538 101664252 -22.54
50 S469 12247820 -22.52
51 S58 15415777 -22.50
52 S34 44575449 -22.47
53 S274 87087908 -22.39




54 S263 88417218 -22.32
55 S357 25232027 -22.27
56 S542 102347181 -22.181
57 S176 153909695 -22.180
58 S360 23390708 -22.14
59 S459 10035770 -21.93
60 S465 11147776 -21.922
61 S361 23377811 -21.921
62 S18 16976 -21.920
63 S101 68844400 -21.70
64 5452 6940429 -21.678
65 S325 58871765 -21.674
66 S392 17777750 -21.66
67 S356 29921635 -21.63
68 S488 25232026 -21.62
69 S304 67288146 -21.57
70 S318 58871784 -21.55
71 S343 57501182 -21.52
72 S419 6919007 -21.49
73 S267 87569159 -21.39
74 S375 21803010 -21.359
75 S456 6946725 -21.35
76 S456 83914957 -21.33
77 S427 3729084 -21.24
78 S481 20075468 -21.21
79 S103 68844177 -21.19
80 S390 17955353 -21.17
81 S380 20590418 -21.15




82 S537 101631765 -21.12
83 S132 2752402 -21.11
84 S124 19707954 -21.07
85 S405 11806927 -21.02
86 S142 162724899 -21.01
87 5192 149252043 -20.99
88 S548 7055425 -20.98
89 S172 153945711 -20.93
90 S345 57197488 -20.88
91 S379 21413297 -20.826
92 S140 164680233 -20.824
93 S303 64288148 -20.81
94 S386 19010289 -20.80
95 S289 73508420 -20.77
96 S324 58871766 -20.74
97 S374 21803011 -20.66
98 S241 117607608 -20.57
99 S557 139829284 -20.55
100 S275 86645833 -20.53
101 S141 163710720 -20.50
102 S4 5570 -20.48




Résumes



Résumé

L’objectif principal de cette étude et de rechercher in silico de nouveaux inhibiteurs plus
puissants de I’a-glucosidase, cible thérapeutique pertinente pour le traitement de diabéte de type
2. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé le logiciel FlexX afin de simuler I'affinité de
570 composés similaires a la trigonelline, qui est connue pour avoir un effet contre le diabete
de type 2.

Suite a ce criblage virtuel, deux nouveaux composés, S552 et S126, se sont révélés étre
de puissants inhibiteurs théoriques de I’a-glucosidase, avec des énergies d’interaction de -31.73
KJ/mol et -28.47 KJ/mol respectivement, qui sont bien meilleures que celle du composé de
départ, la trigonelline (-20.4890 KJ/mol).

Enfin, I'é¢tude des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et de la toxicité
potentielle a démontré que les composeés S552 et S126 pourraient étre considérés comme de
nouveaux inhibiteurs potentiels.

Mots-clefs : a-glucosidase, FlexX, Trigonelline, Criblage virtuel, Diabéte de type 2



Summary

The main objective of this study is to computationally search for new, more potent
inhibitors of a-glucosidase, a relevant therapeutic target for the treatment of type 2 diabetes. To
achieve this goal, we used the FlexX software to simulate the affinity of 570 compounds similar to

trigonelline, which is known to have an effect against type 2 diabetes.

Following this virtual screening, two new compounds, S552 and S126, were found to be
potent theoretical inhibitors of a-glucosidase, with interaction energies of -31.73 kJ/mol and -28.47
kJ/mol, respectively, which are significantly better than that of the starting compound, trigonelline
(-20.4890 kJ/mol).

Finally, the study of physicochemical properties, pharmacokinetics, and potential toxicity

demonstrated that compounds S552 and S126 could be considered as new potential inhibitors.

Keywords: a-glucosidase, FlexX, Trigonelline, Virtual screening, Type 2 diabetes.
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