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Introduction générale

La recherche de nouvelles substances pour combattre les maladies et les anomalies
affectants 1’étre humain est presque aussi fondamental que la recherche de la nourriture et de
l'abri. Cependant, la maladie d’Alzheimer (MA) est I’une des maladie a qui aucun traitement
curatif n’est encore disponible (Sharma et al. 2019). Elle représente un énorme enjeu de santé

publique touchant environ 47 millions de personnes dans le monde (Wolters et al. 2020).

Malheureusement, les traitements mis en application actuellement pour cette maladie ne
sont que symptomatiques et ne parviennent pas a empécher la progression de la maladie. Pour
cela le développement des thérapies curatives est devenu une priorité majeure (Vaz and
Silvestre 2020).

Selon les approches traditionnelles, la mise sur le marché d’un nouveau médicament est
un processus extrémement complexe et risqué exigeant beaucoup de temps et de ressources
financieres. On parle d’une moyenne estimée de 10 a 15 ans pour un cott approximatif de 800
millions & 1,8 milliard de dollars. Avec le développement des outils informatiques de hautes
performance et la disponibilité de larges banques de données biologiques, la quasi-totalité des
industries pharmaceutiques et des organismes de recherche scientifique ont adopté les
techniques de conception de médicament assistées par ordinateur tel que la modélisation par
docking moléculaire (Macalino et al. 2015). Cette approche permet de simuler I’orientation et
les interactions d’un ligand donné a 1’égard de sa cible biologique (Menchaca et al. 2020)
(Sethi et al. 2019).

L’objectif du présent travail consiste a utiliser cette approche en vue de contribuer a la
mise en évidence de nouveaux inhibiteurs de la Glycogéne synthase kinase 3 f (GSK3p). Il
s’agit d’une enzyme ubiquitaire, qui est hyperactive chez les patients atteints de la MA (De
Simone et al. 2020). Ainsi, cette enzyme est a 1’origine de 1’hyper-phosphorylation de la
protéine Tau, qui sous sa forme phosphorylée, s’accumule au niveau cytoplasmique dans les
neurones et provoque la perte de l'intégrité neuronale (Lauretti et al. 2020). Par conséquent,
I’inhibition de cette enzyme reéduit I'nyper-phosphorylation de la protéine tau et limite les

troubles neurologiques rencontrés lors de la MA (Llorens-MarA-tin et al. 2014).

Au préalable, la fiabilité du logiciel de docking moléculaire FlexX a été évaluée par
deux tests. Le test RMSD (Root Mean Square Deviation) qui représente la déviation de la

conformation du ligand donnée par docking vis-a-vis de celle de référence existante dans la

1
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PDB. Ce test a été suivi d’une vérification visuelle des superpositions générées. le deuxieme
test consiste a calculer le coefficient de corrélation linéaire entre I'énergie de liaison des ligands
de la GSK3p estimée in silico par docking moléculaire et leur ICsq déterminée in vitro.

Afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs de la GSK3f, nous avons mené une série de
modifications sur la structure du seul candidat médicament inhibant cette enzyme a savoir la
Tideglusib. Les composés issus de ces substitutions ont fait 1’objet des calculs de docking

moléculaire afin de faire ressortir les inhibiteurs potentiels a 1’égard de la cible.

En fin, les composés ayant présentés les meilleurs scores de docking moléculaire ont été

explorés davantage en vérifiant leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques.
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1. Introduction

La maladie d’Alzheimer (MA) est le trouble neurodégénératif progressif et irréversible le
plus dévastateur, touchant principalement les personnes agées. Cette maladie est le type de
démence le plus courant et le plus redouté, représentant environ 70 % de tous les cas de
démence et affichant des épidémies dramatiques dans le monde entier (Chia and Manap 2018).
La démence est un terme générique qui décrit une variété de maladies et de conditions qui se
développent lorsque les neurones du cerveau meurent ou ne fonctionnent plus normalement
(Thies and Bleiler 2013).

La MA est considérée comme étant une maladie spécifique du cerveau, elle se caractérise
principalement par la détérioration de la mémoire et de la capacité cognitive (Chia and Manap
2018) liées a la présence de plaques AP (B-amyloide), des enchevétrements neurofibrillaires et
d’inflammation neurale, dont I’ensemble de ces pathologies conduit a la mort neuronale (Tublin
et al. 2019). Ce dysfonctionnement neuronal provoque des altérations dans la mémoire, le
comportement, le raisonnement, puis la capacité d’une personne a exercer des fonctions

corporelles de base telles que la marche et la déglutition (Thies and Bleiler 2013).

2. Epidémiologie

A T'heure actuelle, I’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 47 millions
de personnes dans le monde vivent avec une démence (Wolters et al. 2020), avec environ 4,6
millions de nouveaux cas sont enregistrés chaque année (EI-Metwally et al. 2019). En raison
du vieillissement rapide des populations, ce nombre devrait tripler au cours des 30 prochaines

années pour atteindre 141 millions (Wolters et al. 2020).

La plupart des cas de démence sont dus a la maladie d'Alzheimer, représentant 60 a 80
% de I'ensemble des cas. Cette maladie touchant principalement les sujets agees (>65 ans)
(Calabro et al. 2021) a trouve sa place parmi les huit principales complications sanitaires dans
le monde (Sharma et al. 2019) avec 44 millions de personnes atteintes en 2015. Les données
épidémiologiques de la derniére décennie ont mis en évidence une forte augmentation de
I'incidence de la MA (Calabro et al. 2021) et le nombre de cas est estimé d’atteindre les 115
millions d'individus d'ici 2050 (EI-Metwally et al. 2019).

Au niveau national, les chiffres ne cessent d’augmenter. D’aprés une étude muni au niveau

du CHU de Blida, la prévalence de la MA chez les patients ages de 65 ans et plus est estimée a

3
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200 000 cas en 2017 (AMALOU and AREZKI 2018). En revanche, on compte prés de 100 000
cas de patient atteint de la MA en 2004 pour la méme tranche d’age (Chibat and Guechiri 2015).

Financierement parlant, 1’état Algérien dépense plus d’un milliard de centime pour la prise

en charge et le transfert d’un atteint de la MA a I’étranger. Ces chiffres alarmants expliquent en

partie les raisons ayant motivé notre intérét pour la MA (Mokrani 2020).

3. Facteurs de risques

Les données épidémiologiques étayaient I’hypothése qui suggere que des facteurs

vasculaires et d’autres liés au mode de vie étaient associés au développement de la MA

(Solfrizzi et al. 2014), notamment : I’Age, I’hypertension, 1’obésité, les facteurs génétiques, la

résistance a I’insuline et le traumatisme du cerveau (Silva et al. 2019).

a) Age: La MA peut étre classée selon 1’Age d’apparition des premiers symptomes. La

MA précoce touche les personnes de moins de 65 ans, et représente environ 4 a 6 %
des cas, tandis que la MA tardive touche les personnes de 65 ans ou plus (Silva et al.
2019).

by

b) Résistance a D’insuline : Elle augmente le risque d’effets cardiovasculaires et

c)

cérébrovasculaires, comme dans le cas de la MA (Luchsinger and Mayeux 2004).
Facteurs génétiques : environ 70 % du risque de cette maladie peut étre attribué a la
génétique. La MA précoce survient habituellement en raison de mutations dans les
génes APP, PSEN1 et PSEN2 (génes de la protéine précurseur amyloide, preseniline 1
et preseniline 2, respectivement).Plus de 30 mutations dominantes ont déja été trouvées
dans le géne APP et sont associées a environ 15% des cas de MA autosomique
dominante a début précoce. Les mutations du géne PSEN1 sont associées a 80% des cas
de MA précoce, tandis que 5% des cas sont associés a des mutations PSEN 2 (Silva et
al. 2019).

d) Traumatismes cerébraux : la MA peut étre accélére par les traumatismes et les lesions

cerébrales graves, (celles qui entrainent une perte de conscience permanente ou

prolongée ou une amnésie) (Edwards lii et al. 2019).

4. Physiopathologie

Cliniquement, la MA se manifeste par une perte progressive de la mémoire et des fonctions

cognitives dont les premiers symptémes sont notamment la difficulté a se souvenir de

conversations, de noms ou d'événements récents. Au fur et a mesure que la maladie progresse,

4
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les déficiences cognitives tendent a s’empirer et de nouveaux symptomes apparaissent tel que :
les troubles de la communication et de la confusion, les changements de comportement, le
mauvais jugement. En outre, les patients deviendront le plus souvent passifs et dépressifs,
rendant de plus en plus difficile I'accomplissement de leurs activités quotidiennes (Vaz and
Silvestre 2020) (Lauretti et al. 2020).

Méme avec plus de cent ans d'histoire, cette maladie multifactorielle ne bénéficie pas d'une
clarification compléte de sa pathogenése. Elle présente plusieurs caractéristiques notamment la
diminution de la taille de I'nippocampe et du cortex cérébral (atrophie) (dos Santos et al. 2018),
I'inflammation cérébrale, la perte de neurones cholinergiques, I'accumulation extracellulaire de
plaques d'amyloide-p (composées de peptides d’amyloide-p) et d'enchevétrements neuro-
fibrillaires(composés de la protéine tau hyperphosphorylée) (Figurel), conduisant a une perte
neuronale importante (dos Santos et al. 2018) (Atri 2019).

Neuron [\

Amyloid-p
Neurofibrillary ) plaques,

tangles

Dystrophic
Synapse loss neurites
Brain

atrophy

|
Q % = , f

|

!

a e v
Astrocyte Microglial cell ! Microgliosis Astrogliosis

Figure 1: Les caractéristiques pathologiques déterminantes de la maladie d'Alzheimer. Sur le
plan anatomique, la maladie d'Alzheimer se caractérise par une atrophie du cerveau associée a
une perte de synapses et de neurones. Au niveau microscopique, on observe un dépot de
plaques d'amyloide-p extracellulaires et d'enchevétrements neuro-fibrillaires intra-neuronaux,
en association avec des neurites dystrophiques et une perte de synapses, ainsi qu'une
microgliose et une astrogliose (Congdon and Sigurdsson 2018).

L’hypothese cholinergique (Atri 2019) ainsi que I'hypothése amyloide § (AB) sont au
centre des recherches depuis prés de trois décennies. Selon cette derniére, la protéine précurseur
de I'amyloide qui est normalement clivé par la a-sécrétasse est transforme de facon anormale

par la B et y sécrétasses, ce qui entraine un déséquilibre entre la production et 1'élimination du
5



Chapitre I ; L’ Alzheimer : état de ’art

peptide AP. Par conséquent, ces peptides s'agrégent spontanément en oligomeéres et s'unissent
pour former des fibrilles insolubles qui se déposent finalement en plagques d'amyloide-p (Kumar
et al. 2015) .

En ce qui concerne les enchevétrements neurofibrillaires, il s'agit de structures
fibrillaires intra-cytoplasmiques dans les neurones, formées par une protéine appelée « Tau ».
Physiologiquement, la fonction principale de cette protéine est de stabiliser les microtubules.
Elle se lie & ces derniers et présente un certain nombre de molécules de phosphate qui lui sont
attachées. Au cours de la MA, le mécanisme de phosphorylation de la protéine Tau est altéré
pour des raisons qui ne sont pas entierement claires, et cela conduit a une augmentation
anormale de la phosphorylation (par des protéines kinases),qui a son tour provoque le

détachement des protéines Tau des microtubules.

Les protéines Tau détachées et hyperphosphorylées ont tendance a s‘assembler pour former
des structures filamenteuses qui s'agregent a leur tour et forment les enchevétrements
neurofibrillaires insolubles (Calabro et al. 2021). Par conséquent la stabilisation des
microtubules est perturbée, ce qui entraine une forme et un fonctionnement anormal des
neurones tout en interrompant la communication entre les neurones (Baranowska-Wajcik and
Szwajgier 2020).

5. Traitement
5.1 Les traitements actuels

Malgré les efforts déployés au cours des dernieres décennies, aucun traitement curatif
n'a été approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement de la MA.
Depuis 2003et jusqu’a ce jour, seuls quatre médicaments sont utilisés, trois d'entre eux sont des
inhibiteurs de I'enzyme acétylcholinestérase (AChE) (donépézil, galantamine et rivastigmine)
(Vaz and Silvestre 2020) ,dont leur principe est basé sur I'nypothese cholinergique qui explique
I’induction du dysfonctionnement cognitif et d’autres symptdmes de la MA par la perte de
neurones cholinergiques. Ces inhibiteurs réduisent la dégradation physiologique de

I'acétylcholine par I’(AChE) afin d’améliorer la neurotransmission cholinergique (Atri 2019).

Le guatrieme médicament est un antagoniste des récepteurs du N-méthyl-D-aspartate
(NMDA) (mémantine),son mécanisme d'action est encore peu clair, mais il est supposé réduire

I'effet neurotoxique excitateur du glutamate.
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Cependant, ces médicaments sont symptomatiques, ne présentent que des améliorations
limitées dans la gestion des symptdmes et n‘'empéchent pas la détérioration progressive de la
cognition. De ce fait, le développement de thérapies visant a modifier la progression de la MA

est devenu une priorité majeure (Vaz and Silvestre 2020).

5.2 Les traitements futurs

Ce sont des thérapies ayant un potentiel pour modifier la progression de la MA. lls ciblent
essentiellement les deux caractéristiques pathologiques de cette maladie : les plagues amyloides
(AP) et les enchevétrements neurofibrillaires (NFTs) (Vaz and Silvestre 2020).

5.2.1 Traitement anti-amyloide

La progression de la MA ralentie s'il y aura une réduction des niveaux d'A et du dépdt
de plaques amyloides (Vaz and Silvestre 2020). Pour cela, trois approches ont été étudiées
comme thérapie anti-amyloide (Atri 2019): (1) la réduction de la production d'Ap (inhibiteurs
de la sécrétase : inhibiteurs de la gamma [y]-secrétase, et inhibiteurs de la B-secrétase), (2) la
réduction de la quantité de plaques d'AP via des inhibiteurs d'agrégation et (3) la promotion de

la clairance d'Af via une immunothérapie active ou passive.

La plupart des médicaments candidats ciblant I’ A n'ont pas réussis a montrer leur efficacité
dans les essais cliniques de stade avancé, ce qui a genéré un certain degré de scepticisme a
I'égard de cette stratégie, d’ou I’attention dirigée vers la taupathie ces derniéres années (Vaz

and Silvestre 2020).

5.2.2 Traitement anti-tau

La protéine tau posséde un rdle important dans l'assemblage et la stabilisation des
microtubules du cytosquelette. L’hyperphosphorylation de cette derniére conduit a son
détachement des microtubules et par conséquent son agrégation et formation des
enchevétrements neurofibrillaires (Muralidar et al. 2020). Ce dysfonctionnement est considéré
comme |’une des causes primaires de la MA. De plus, la sévérité des troubles cognitifs dans
cette maladie est fortement corrélée a la présence ou a l'accumulation de la protéine tau qu'a
celle de ’AP.

Les thérapies anti-tau comprennent quatre approches : (1) la promotion de la clairance de
la protéine tau,(2) la prévention de l'agrégation de la protéine tau,(3) la stabilisation des
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microtubules et (4)la prévention de I'hyperphosphorylation de la protéine tau, sur laquelle nous

nous focaliserons dans le présent travail (Vaz and Silvestre 2020).

5.2.2.1 La prévention de I'hyperphosphorylation de la protéine tau

Plusieurs protéines kinases sont impliquées dans la phosphorylation de la protéine tau.
Parmi lesquelles on cite la glycogéne synthase kinase 3-beta (GSK- 3) qui semble avoir le role
le plus important dans ce processus. Son inhibition est considérée comme une stratégie

rationnelle dans la lutte contre la MA (Vaz and Silvestre 2020).

De nombreuses classes d'inhibiteurs de GSK-3p ont été identifiées, a titre d’exemple, le
chlorure de lithium qui présente un grand potentiel en tant que thérapie modificatrice de la MA
(Lauretti et al. 2020). Ce composé possede un effet inhibiteur faible et non spécifique de la
GSKS3-B qui peut réduire son activité¢ d'environ 25 % sans effet indésirable a des doses
thérapeutiques. Le chlorure de lithium inhibe la GSK3-f soit par la déplétion potassique ou par
compétition avec les ions Mg2* (Sharma et al. 2019). Ainsi, il a montré une réduction de la
phosphorylation de la protéine tau suivie d’une amélioration des performances cognitives

(Lauretti et al. 2020).

Plusieurs d’autres classes moléculaires ont également été rapportées ayants la capacité
a réduire la phosphorylation de la protéine tau in vitro et in vivo, tel que : I'nyménialdisine,
paullone, indirubins, 1’inhibiteur AZD2558, I’'inhibiteur AZD1080, maleimides, thiazoles...
Cependant, I’administration chroniquede ces derniers a été accompagnée par des effets

secondaires importants (Sharma et al. 2019) (Lauretti et al. 2020).

A présent, la Tideglusib (Figure 2) est le seul inhibiteur de la GSK3-B qui a réussi a
atteindre la phase Il des essais cliniques pour le traitement de la MA et les études préclinique
ont révélés des résultats positifs conduisant a la réduction de la phosphorylation de la protéine
tau, du dépot d'AP et de la perte neuronale. Cependant, lors de la phase II des essais cliniques
portant sur des patients atteints de la MA légere a modérée, la Tideglusib a montré une bonne
tolérance sans toutefois ralentir les troubles cognitifs ou fonctionnels (Vaz and Silvestre 2020)
(Lauretti et al. 2020).
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Figure 2 : Structure de la Tideglusib (Yang et al. 2020).
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1. Introduction

Découverte en 1980, la glycogene synthase kinase-3 (GSK-3) appartient a la
superfamille des protéines kinases activées par mitogene (MAPK) (De Simone et al. 2020) , et
connu pour sa nomenclature EC 2.7.1.37 (Aoki et al. 2004). C’est une enzyme ubiquitaire et
constitutivement active dans les tissus non stimulés (De Simone et al. 2020). Les génes codant
cette derniére ont été identifiés dans chaque génome eucaryote étudié. Chez les mammiferes,
ces genes sont localisés dans les chromosomes 19 et 3 (Lauretti et al. 2020) et codent pour deux
isoformes : la GSK-3a et la GSK-3p. Ce sont deux protéines de 51 et 47 KDa dont leurs
domaines présentent une homologie tres élevée de 98%, avec une différence au niveau de leurs
régions N et C terminal. En effet, cette différence de 4 kDa dans les masses protéiques est due
principalement a la présence d’une région riche en glycine dans le domaine N-terminal de

I’isoforme o (De Simone et al. 2020).

Dans le systeme nerveux central (SNC), la GSK3-f est la plus abondante et ses niveaux
d'expression augmentent avec I'age (Lauretti et al. 2020). Cette derniére est considérée comme
la kinase de la protéine Tau la plus importante dans les neurones (Ogunleye et al. 2019) en
raison de son implication dans la régulation de nombreux processus cellulaires de grande
importance, agissant ainsi comme un élément clé qui contrdle plusieurs voies de signalisation.
Le déreglement de cette kinase se traduit par le développement du cancer, du diabéte et, bien

évidemment, de la maladie d'Alzheimer (Llorens-MarA-tin et al. 2014) .

2. Structure

la GSK3p est une sérine/thréonine kinase hautement conservée, responsable de 1’ajout
des groupements phosphates sur les residus sérines et thréeonine de nombreuses protéines cibles
(Monteiro et al. 2018). Sur le plan structural, cette enzyme présente un pli kinase a trois
domaines, un domaine B (résidus 23-133) a I’extrémité N-terminal contenant 7 Feuillets béta
antiparalléles, un domaine o a I’extrémité C-terminal (résidus 137-343) et un petit extra-
domaine situé aprés le domaine C-terminal(résidus 344-388) (Figure 3) (ter Haar et al. 2001).

Les deux domaines a et 3 sont rattachés au résidu Arg96.

Il est possible de distinguer trois régions au sein de cette structure. Le site de fixation

d’ATP, une boucle riche en glycine et une boucle d'activation. Le site de fixation de I’ATP lie
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une molécule d'ADP aux résidus situés dans la zone de séparation entre les deux domaines

principaux o et . Cette molécule est utilisée lors de la phosphorylation des substrats.

Ainsi, La chaine latérale du Lys85 qui interagit avec les groupes phosphoryles alpha et
béta est conservée dans la plupart des protéines kinases et elle contribue & la stabilisation du

groupe phosphoryle pendant la phosphorylation.

Pour assurer sa fonction, la GSK3-p adopte une conformation catalytique active par
I’alignement des deux domaines 3 et a. Pour cela, elle utilise un ou deux résidus phosphorylés
sur la boucle d’activation. Ces résidus lient le groupement phosphate du résidu phosphorylé sur
la boucle d’activation, ce qui conduit a un bon alignement des deux domaines (ter Haar et al.

2001).

N-terminal
domain "

C-terminal
domain
Extra-domain

Figure 3 : la structure globale de GSK3p complexée avec un
analogue de I'ATP (Aoki et al. 2004).

3. Site actif

Au cours des années précedentes, differentes molécules ont été utilisées pour définir le
site actif de la GSK3-p et les acides aminés qui le forment. Selon (Bhat et al. 2003) les acides

aminés qui forment la poche du site actif sont les suivants : Val135, Asp133, Argl4l, Lys60,
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Val6l, lle62, Gly63, Val70, GIn72, Val82, Ala83, 1le84, Lys85, Vall110, Leul32,Tyrl34,
Prol136, Glu137, Thrl138, GIn185, Leul88, Cys199 etAsp200 (Bhat et al. 2003).

Cependant, certains de ces acides aminés jouent un réle crucial dans la fonction
catalytique de I’enzyme tel que la Lys85, Glu97, Asp181 and Asp200, (Aoki et al. 2004) et

d’autres sont impliqués dans les interactions avec le substrat.

Selon des études intensives sur les résidus spécifiques qui sont déterminants pour la
sélectivité de la GSK3p par rapport a d'autres kinases présentant une homologie proche, le
transfert des protons (formation de liaisons hydrogéne) et les interactions électrostatiques entre
les deux résidus Val-135 et Asp-133, ont été mis en évidence pour l'inhibition du site actif
(Ogunleye et al. 2019). Ces résultats ont été confirmés par le criblage virtuel de nombreux
inhibiteurs puissants de la GSK3p, mettant en avant la présence des interactions hydrogenes
entres les atomes d’oxygene et d’azote présents dans ces inhibiteurs et I'oxygene du carbonyle
de I’Asp133 et I'azote du squelette de Val135 qui font partie du site actif de I’enzyme (Bertrand
et al. 2003).

De plus, ’analyse du complexe cristallographique GSK3p-TMU (PDB ID : 1Q5K)
(Figure 4), montre que le ligand est lié a l'intérieur de la poche d”ATP et forme trois interactions
par liaison hydrogéne avec les deux acides aminés Val135 et Tyr34. Ainsi, le cycle phényle de
cet inhibiteur forme des interactions de type Pi-Pi Stacking avec le groupe guanidine de
I’Argl41 (Bhat et al. 2003).

12
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Figure 4 : La liaison du ligand de référence a la GSK3p (PDB: 1Q5K). A gauche, la
représentation de la surface de la poche de liaison de I'inhibiteur. A droite, les interactions entre
le ligand et la protéine. Les liaisons hydrogéne entre I'inhibiteur et la molécule de protéine sont
représentées par des lignes jaunes. Des codes a une lettre sont utilisés pour les acides aminés
(Bhat et al. 2003).

4. Role physiologique de la GSK3

La fonction métabolique de la GSK3p a été décrite pour la premiére fois dans le
métabolisme du glycogene, ou elle phosphoryle la glycogene-synthase en réponse a I'insuline.
Depuis lors, une multitude de fonctions pour cette enzyme a été identifiée (Salcedo-Tello et al.
2011) .

La GSK3p catalyse la phosphorylation des résidus sérine et thréonine d'un grand nombre de
substrats impliqués dans la régulation de diverses fonctions telles que la croissance, la survie
cellulaires, I'organisation du cytosquelette, les réponses immunitaires et le rythme circadien (De
Simone et al. 2020). Bien que cette derniere soit principalement située dans le cytosol, elle est
également présente dans les noyaux et les mitochondries, ou elle est hautement activée par
rapport au pool cytosolique. La GSK3B nucléaire est impliquée dans la régulation de
I'expression de divers genes via de différents facteurs de transcription, tels que Ap-1, B-

caténine, c-myc et p53 (Salcedo-Tello et al. 2011) .

Les mécanismes contrdlant ’activité de cette enzyme sont complexes et dépendants de
differentes voies de signalisation (De Simone et al. 2020). La GSK3p est régulée par

phosphorylation au niveau de résidus spécifiques dont les plus importants sont la sérine 9 et
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389, responsables de I’inhibition de son activité kinase, ainsi que les résidus tyrosine 216 et 276,
nécessaires pour son activation (Figure 5). Ces phosphorylations sont assurées par des tyrosines
kinases ou par une autophosphorylation (Lauretti et al. 2020).

ACTIVE INACTIVE
P38
\\___.
Tvrzln Ser389 -
@ ©
GSK3-B GSK3-B
PPIA ' ‘
_PP2A ﬁ . 5 .; 2
- Ser9 Ser9
PKA
pKe | Akt
S pOORSK

Figure 5 : la régulation de I’activité de la GSK3-f (Lauretti et al. 2020) .

Au niveau du cerveau, la GSK3B représente le carrefour métabolique permettant de
contréler les mécanismes fondamentaux de la fonction neuronale, tels que la bioénergétique du
cerveau, I'établissement des circuits neuronaux, et la modulation de la polarité, la survie et la

prolifération neuronale (Salcedo-Tello et al. 2011)

5. Implication de la GSK3p dans la MA

Au cours des derniéres années, de nombreuses voies de signalisation associées a la
neuropathologie de la MA ont été explorées, notamment celles de la GSK3-p (Lauretti et al.
2020). Cette derniére qui s’est montrée hyper active chez les patients atteints de la MA (De
Simone et al. 2020), devient un acteur clé de la physiopathologie de cette maladie. Le
déreglement de la GSK3-f influence tous les principaux marqueurs de la MA, y compris la
production d'amyloide-B, la neuro-dégénérescence, la neuro-inflammation et essentiellement la

phosphorylation de la protéine tau (Lauretti et al. 2020).

5.1 La GSKS3-p et la formation des plaques d'amyloide

La formation des plaques d'amyloide 3 est obtenue a partir de la protéine précurseur

d’amyloide (APP), qui est une protéine transmembranaire fortement exprimée dans le cerveau.
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L'APP subit des modifications post-traductionnelles qui consistent a un clivage par diverses
sécrétases et protéases, suivant deux voies principales : non amyloidogéne et amyloidogéne
(Figure 6).

Au cours de la voie non amyloidogéne, ce précurseur est séquentiellement clivé par les
a- et y-sécrétases, donnant ainsi naissance a des fragments facilement dégradables. En revanche,
lors de la voie amyloidogene, I'APP est clivé par la B-sécrétase (BACE-1), générant un fragment
associ¢ a la membrane qui est par la suite libéré sous forme d’1'amyloide B (AB)sous 1’action
des y-sécrétases (Llorens-MarA-tin et al. 2014). Ce peptide s'accumule en dépdts dans le
cerveau des patients atteints et forment ainsi les plaques d'Af, (Lauretti et al. 2020), conduisant
au déclenchement des réponses inflammatoires, perturbant la communication cellulaire et enfin

participant a I’apparition de la MA (Sharma et al. 2019) .
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Non-Amyloidogenic Amyloidogenic
Pathway Pathway

Figure 6: Représentation schématique du métabolisme de I'APP par les voies amyloidogenes

et non amyloidogénes (Sharma et al. 2019).

Plusieurs études montrent que la GSK3-B soit capable de moduler la production et la
réponse a I'AB, (Avila et al. 2010) par le biais de trois mécanismes différents :
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1. Elle favorise l'expression du géne de la B-sécrétase via une régulation positive du facteur
de transcription NFK-B. Des observations in vitro et in vivo ont révélé que l'activation
de la GSK3-f est impliquée dans la translocation nucléaire de NFK-f et la liaison aux
sites promoteurs de la B-sécrétase, ce qui entraine ensuite une augmentation des taux de

cette derniere et la production d'Ap.

2. La sur-activation de GSK3-p module l'activité de la y-sécrétase par la régulation de
I'activité et de la localisation cellulaire de la PS1 (cofacteur de la y-sécrétase). La
phosphorylation de cette protéine par GSK3-B affecte la spécificité du substrat du

complexe PS1/y-sécrétase. ce qui favorise la génération de I’AP (Lauretti et al. 2020).

3. La GSK3-p inhibe les composants du complexe a-sécrétase, et interférant ainsi avec les

voie non amyloidogéne

Ava ap AR
i AR plaques

AB oligomers

< (nrka) — )

QACE] S— SN
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Figure 7: perturbation du métabolisme de 1'Ap par la GSK3-
(Lauretti et al. 2020).
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En concordance avec cela, il a été constaté que l'inhibition de GSK-3f réduit la production

d'AB et diminue la neurotoxicité induite par AP dans les neurones en culture (Llorens-MarA-tin

et al. 2014).
5.2. La GSK3p et la phosphorylation de la protéine Tau

Au niveau des neurones, le reseau de microtubules présente une importance particuliere
dans le soutien de la fonction des axones. La formation et la stabilité de ces microtubules est
assistée par des protéines dites protéine associées aux microtubules (MAP) (Llorens-MarA-tin
et al. 2014) dont la plus importante est protéine tau, qui est un acteur fondamental (Sharma et
al. 2019) assurant l'assemblage de la tubuline. L’affinité de la protéine Tau pour les

microtubules, ainsi que sa fonction, dépendent principalement de son état de phosphorylation.

Au cours de la maladie d'Alzheimer, la protéine Tau est hyper-phosphorylée et
s'accumule dans le cytoplasme, provoquant ainsi le désassemblage des microtubules, la perte
de l'intégrité neuronale et la formation des enchevétrements neurofibrillaires (Lauretti et al.
2020).

La protéine Tau posséde 84 sites de phosphorylation comprenant 45 résidus sérines, 35
résidus thréonines, et 4 résidus tyrosines, (Sharma et al. 2019) .substrats de plusieurs kinases et

phosphatases.

De nombreuses études sur I'hyper-phosphorylation de la protéine tau ont montré le
déséquilibre kinase-phosphatase dans le cerveau, identifiant la GSK3-B comme une kinase
majeure de la protéine tau qui pourrait étre associée au développement de la MA (Lauretti et
al. 2020).

La phosphorylation de la protéine tau médiée par la GSK3-p est observée dans les zones
qui sont a proximité des domaines de liaison des microtubules et de leurs résidus d'acides
aminés (Lauretti et al. 2020). Bien que la GSK-3f3 phosphoryle au moins 36 résidus dans la
protéine tau, les principaux sites de phosphorylation identifiés pour cette kinase sont la Ser199,
Thr231, Ser396.,et Ser413. Ainsi qu’une phosphorylation modérée de la Ser46, Thr50, et
Ser202/ Thr205 a également éeté rapportee.

La forme hyper-phosphorylée de cette protéine acquiert la configuration de filaments

hélicoidaux appariés, cette forme constitue un dép6t agrége, insoluble et tres résistant a I'action
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de phosphatases et des protéases. Ainsi, la suractivité de la GSK-3 empéche l'acidification des

lysosomes, un processus qui méne a une clairance inadéquate des protéines non fonctionnelles.

Par ailleurs, tous ces mécanismes ont été confirmées par le fait que le rétablissement des
niveaux normaux d'activité de la GSK-3p réduit I'hyper-phosphorylation de la protéine tau,

limite la mort neuronale et supprime les déficits de mémoire, (Llorens-MarA-tin et al. 2014).
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Figure 8: La GSK3-B perturbe le métabolisme de la protéine tau
(Lauretti et al. 2020).

5.3. La GSKS3-g et la neuro-inflammation

Le mécanisme physiopathologique de la MA n'est pas entiérement établi, mais
I'inflammation semble étre impliquée tout comme l'agrégation de I’AP et de la protéine tau.
Selon des études épidémiologiques, l'utilisation a long terme d'anti-inflammatoires non
stéroidiens supprime la progression de la MA et retarde son apparition, ce qui suggére qu'il

existe une corrélation étroite entre la neuro-inflammation et la pathogenése de la MA.

La neuro-inflammation joue un rb6le essentiel dans la pathogenése des maladies
neurodégéneératives chroniques en général, et de la MA en particulier, expliquée par la présence
d'un certain nombre de marqueurs de 1'inflammation dans le cerveau tels que : 1’augmentation
des cytokines et des chimiokines inflammatoires, et ’accumulation de microglies activées dans

les régions endommagées (Lee et al. 2010). Les protéines mal repliées et agrégées se lient a des
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récepteurs de reconnaissance de formes sur les microglies et les astroglies, et déclenchent une
réponse immunitaire innée caractérisée par la libération de médiateurs inflammatoires, qui

contribuent a la progression et a la gravité de la maladie (Heneka et al. 2015).

La GSK3-f étant une enzyme clé dans la progression de la MA de part son lien direct avec
I'agrégation de I’ AP et de la protéine tau. Cette derniere a été récemment identifi€ comme un
régulateur important de la réponse inflammatoire des microglies par le biais de multiples
voies (Lauretti et al. 2020). Elle favorise la production de diverses cytokines pro-
inflammatoires, telles que l'interleukine-6 (IL-6), I'lL-1p, interleukine-8 (IL-8), et le facteur de
nécrose tumorale alpha (TNF-a) et diminue la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-
10 (Llorens-MarA-tin et al. 2014), ce qui peut provoquer la neurotoxicité et contribuer & la mort

neuronale (Lauretti et al. 2020).

Etant donné les preuves non négligeables d’une action pro-inflammatoire de la GSK-
3B, son inhibition pourrait non seulement réduire la production de I'Af et la phosphorylation de
la protéine tau, mais aussi exercer des effets anti-inflammatoires au niveau des cerveaux des
patients atteints de la MA. Ceci explique notre intérét pour cette enzyme dans le cadre de notre
mémoire de Master (Lauretti et al. 2020) (Llorens-MarA-tin et al. 2014).
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Figure 9 : Implication de GSK-3f dans la MA (De Simone et al. 2020).
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1. Introduction

La mise sur le marché d'un nouveau médicament est un processus complexe qui demande
beaucoup de ressources financiéres, de compétences et de temps. Il dure en moyenne entre 10
a 15 ans pour un co(t approximatif de 800 millions a 1,8 milliard de dollars. Afin de réduire les
colts de ce processus et de minimiser les risques d'échec, l'utilisation des techniques de
conception de médicaments assistée par ordinateur « computer aided drug design » est devenue
essentielle pour les grandes entreprises pharmaceutiques et divers organismes de recherche.
Etant considérées comme multidisciplinaire, ces techniques jouent un réle crucial dans la
découverte et le développement de plusieurs médicaments faisant 1I’objet des essais clinique en

ce moment (Aminpour et al. 2019).

2. Les types de la conception de médicaments assistée par ordinateur

Il existe deux grandes familles de techniques de conception de médicaments assistée par
ordinateur : les méthodes basées sur la structure (ou « structure-based ») et les méthodes basées
sur les ligands (ou « ligand-based ») (Figure 10), dont le choix de leur utilisation dépend en
grande partie de la disponibilité des données nécessaire pour le démarrage du projet (Daina et
al. 2017).

2.1 Les méthodes basées sur la structure

Les informations issues de la structure tridimensionnelle d’une protéine donnée sont
utilisées pour but de concevoir et identifier des ligands en fonction de leurs interactions prédites
avec le site de liaison de la protéine (Daina et al. 2017).

Les approches basées sur la structure peuvent étre divisées en plusieurs catégories, on site :

e La conception de novo qui exploite les informations fournies par la protéine cible
en 3D afin d’identifier les petits fragments qui correspondent le plus au site actif de
cette derniére.

e Le criblage virtuel sur des chimiotheques pour identifier des composés ayant une
affinité a 1’égard de la cible (Macalino et al. 2015).

2.2 Les méthodes basées sur les ligands

Considérées comme un protocole alternatif, ces approches jouent un réle considérable

lorsque la structure de la protéine cible est inconnue ou ne peut étre prédite par les méthodes de
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modélisation disponibles. Elles se basent principalement sur des méthodes statistiques pour
corréler l'activité des ligands aux informations structurelles. Parmi les techniques les plus
connues et les plus utilisées faisant partie de ce groupe d’approches, on trouve (Figure 10) :les
relations quantitatives structure-activité (QSAR) et les techniques basées sur les

pharmacophores (Huang et al. 2010).

Computer-aided drug design
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Figure 10: Schéma représentatif des deux types de conception de
médicaments assistée par ordinateur (Macalino et al. 2015).

3. Docking moléculaire

La liaison de petites molécules a leur cible protéique est au coeur de nombreux processus
biologiques. La prédiction précise de ces modes de liaison est d'une importance fondamentale

dans la conception moderne de médicaments (Taylor et al. 2002).
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Le docking moléculaire est une approche théorique permettant la simulation du mode de
positionnement et de liaison d’un ligand au sein de son récepteur. Ce dernier est généralement
une protéine ou une molécule d'acide nucléique (ADN ou ARN) et le ligand peut étre une petite

molécule ou une autre protéine (Dias et al. 2008) (Ramirez and Caballero 2018).

Les méthodes du docking moléculaire combinent 1’utilisation de deux algorithmes en
deux étapes successives (Figure 11). La premiére étape est celle du docking proprement dit.
Elle est considérée comme une étape de sélection dans laquelle un algorithme de recherche est
utilisé permettant de générer des modes de liaison (ou « poses ») du ligand au sein du site actif
du récepteur. La deuxieme étape est dite du « soring ». C’est une étape de classement pendant
laquelle une fonction de score est employée pour classer les différentes poses selon un score
prédit d’affinité. Ce score permettra de ne retenir que la meilleure pose parmi toutes celles

proposées (Boucherit 2012) (Lagarde 2014).

Molecular docking

Favorate

complex

Liganc ¢/
Docking Scoring

&b
Receptor U —i a '—i “
&

Figure 11 : Principe général d’un programme de docking (Li et al. 2019).

4. Evolution des méthodes du docking moléculaire

L’utilisation des méthodes du docking moléculaire dans le processus de conception des
médicaments a débuté il y a plus de 30 ans. Les premiers logiciels de docking utilises
considerent le ligand et le site de liaison du récepteur comme deux entites rigides, c'est ce qu'on
appelle le docking rigide. Ce type, basé sur le concept « Clé-serrure » est le docking le plus

simple et rapide.

Cependant, lors des interactions protéine-ligand, la flexibilité est un facteur de grande
importance. Elle permet la représentation du processus de sélection de conformations qui se

termine par I’étape d’adaptation du ligand et du récepteur I’un a 1’autre (Lagarde 2014). Dans
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la quasi-totalité des programmes de docking utilisés actuellement, la flexibilité du ligand est
prise en compte tout en considérant la cible comme corps rigide. C’est ce qu’on appelle docking
semi-flexible. L’utilisation de tels programmes méne a de bons résultats, principalement dans

le cas d’une protéine avec une flexibilité limitée (Bahita and Houri 2019).

Ainsi, la prise en compte de la flexibilité du récepteur et du ligand simultanément
(docking flexible), proposée par de plus en plus de logiciels de docking est encore trop
gourmande en temps de calcul pour étre systématiquement envisagée dans les protocoles de
docking (Lagarde 2014).

5. Outils du docking moléculaire

5.1 Récepteur

La disponibilité¢ de la structure 3D des protéines est I’un des éléments essentiels a
considérer avant de réaliser un docking (Spyrakis et al. 2003). Ces structures sont disponibles

via la banque de données Protein Data Bank (PDB)( http://www.rcsb.org/) (Berman et al. 2000)

(Sussman et al. 1998) . Cette derniere est accessible gratuitement en ligne et (Burley et al. 2021)
contient des structures tridimensionnelles de protéines, d'acides nucléiques et d'autres
macromolécules biologiques (Sussman et al. 1998) déterminées expérimentalement par
cristallographie aux rayons X, par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou par la
microscopie électronique. (Tong and Ranganathan 2013) En juin 2021, plus de 157 000
structures protéiques ont été résolues et ajoutées dans la PDB grace a la cristallographie aux
rayons X. La RMN fournit, quant a elle, environ 13400 structures, contre seulement 7806 dans

le cas de la microscopie (https://www.rcsb.org/stats/summary).

Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore disponibles dans
cette banque de donnée. Cependant, si cette derniére contient une protéine avec des séquences
similaires, il devient alors possible de construire la structure tridimensionnelle la de la cible

souhaitée, en faisant appel a la modélisation par homologie (Mokrani 2012).

5.2 Ligands

La structure 3D des ligands nécessaires pour le docking est obtenue par deux moyens,
le premier consiste a utiliser des ligands 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. Le deuxiéme moyen
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consiste a consulter des banques de données de ligands (chimiothéques), qui répertorient un
nombre considérable de structures 3D de molécules prétes pour le docking. Parmi les
chimiothéques les plus utilisés, nous pouvons citer : PubChem, Zinc, la Chimiothéque
Nationale Frangaise....etc. (Chaudhary and Mishra 2016) (Rudnitskaya et al. 2010) (Stefaniu
2019).

5.3 Les programmes

Au cours des deux dernieres décennies, plus de 60 outils et programmes différents de
docking moléculaire ont été développés a des fins académiques et commerciales (Pagadala et
al. 2017), 1 dont les trois les plus fréquemment cités avec un pourcentage de 53% du total de
citations trouvées dans la littérature sont : Auto Dock (27 %), GOLD (15 %) Flex X (11 %)
(Ghenam and Gasmi 2018) Ainsi, ces programmes utilisent des stratégies de placement de
ligands différentes les unes des autres (Hamena and Necib 2020) et possédent des algorithmes

de recherche et des fonctions de score variées (tableau 1) (Zemouri and Dehamchi 2019)

Tableau 1 : Principaux programmes de docking moléculaire (Zemouri and Dehamchi
2019).

Nom Editeur Site internet
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/

AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

Fred Open OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrdodinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
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5.3.1 FlexX

FlexX est un programme utilisé pour prédire 1’affinité et le mode d’interaction protéine-
ligand. II estime la géométrie du complexe formé et la force de I’interaction entre le ligand et
les acides aminés formant le site de liaison de la protéine (Schellhammer and Rarey 2004), d’ou

I’intérét de son utilisation dans le présent travail.

Ce programme repose sur ’algorithme de fragmentation/reconstruction qui consiste a
fragmenter le ligand en parties rigides et parties flexibles. Pour choisir par la suite un fragment
de base capable d’établir suffisamment de liaisons avec la protéine et le placer a I’intérieur du
site d’intérét. Il finit ce processus par la reconstruction du ligand en ajoutant progressivement
ses fragments flexible (Merzoug and Chikhi 2018). 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).
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Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disorder that represent the most
common form of age-related dementia (Llorens-MarA-tin et al. 2014) and one of the fastest
rising diseases among the leading causes of death (Calabro et al. 2021). It has been reported
that the intracellular accumulation of hyperphosphorylated tau; which is a microtubule
associated protein, plays a crucial role in AD pathogenesis. This particular protein is mainly
phosphorylated by Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3p ; EC 2.7.1.37),(Kettunen et al.
2015)(Aoki et al. 2004). Remarkably, the activity of this enzyme increase in AD making it an
important target for anti-Alzheimer drug research. (Lauretti et al. 2020). Structural studies of
the GSK3p showed that it contains two identical chains, having ligand binding site, ATP
binding site, activation loop and Glycine rich loop. It should be noted that the residues Lys85,
Glu97, Aspl81 and Asp200 play an important role in the catalytic function of this
enzyme.(Aoki et al. 2004)

Until now, the only GSK3f inhibitor in phase II clinical trial for the treatment of is
Tideglusib (TD) (Lauretti et al. 2020). It’s a selective and brain-permeable small molecule that
acts as a non ATP-competitive GSK3p inhibitor (Fuchs et al. 2018).

This study aims to identify new Tideglusib derivatives as potent GSK3p inhibitors using
molecular docking approach followed by a computational ADME prediction.

1. Validation of docking protocol
1.1. RMSD

The Root Mean Square Deviation (RMSD) test represents the ability of a docking
program to reproduce the experimental binding modes of a ligand (Belhoula et al. 2019). It is
a metric that measures average distances between the docking binding mode and the
experimental position of a ligand. The prediction is acceptable when the RMSD is less than or
equal to 2 A beyond which the prediction is considered irrelevant (Kellenberger et al. 2004).In
our work, the performance of the docking program FlexX was evaluated by calculating RMSD

values of 100 protein-ligand crystal structures from the Protein Data Bank (PDB).

1.1. Correlation test

The correlation between the binding energy estimated by molecular docking using
FlexX and the biological activity (ICsp) determined in vitro was studied. This test was

undertaken on 46 known GSK3f inhibitors drown by ChemDrow program (version 16.0.0.82)
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and docked into the GSK3p binding site. Correlation curve between experimental ICso values
and docking scores of was traced. To confirm the reliability of the software, a linear relationship

between this tow values was needed.

2. Protein structure preparation

The crystal structure of GSK3p was retrieved from the PDB (PDB ID: 1Q5K,
resolution: 1.94 A) (Bhat et al. 2003). This enzyme has two identical chains (A, B). In the
protein structure preparation, the chain B and all heteroatoms except water molecules, were
removed using VMD version 1.9.3. The co-crystal inhibitor (TMU) was used to identify the
active site of GSK3p.

3. Tideglusib analogues generation

The thiadiazolidinone scaffold in TD has been demonstrated as an efficient
pharmacophore in drug discovery for Alzheimer’s disease (Yang et al. 2020). The aim of this
study was to enhance TD inhibition activity and therefore generate novel and more effective
analogues. To do this, several substitutions on three random positions (R1, R2 and R3) were
performed in TD structure (Figure 12, Table 2). The generated TD derivatives were drown and

exported as SDF files for docking calculation.

Tideglusib structure Proposed substitution positions

Figure 12 : Proposed substitution sites within Tideglusib
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Table 2. Chemical groups added to TD.

N° Radical N° Radical
1 O 11 F
2 OH 12 Benzene
3 COOH 13 Cyclopentane
4 NH2 14 Pyridine
5 NO 15 Pyrimidine
6 SH 16 Thiazole
7 CHO 17 Imidazole
8 Cl 18 NO:
9 CNO 19 Br
10 HsPO4 20 I

4. Molecular docking study

Molecular docking calculations of 100 TD derivatives were undertaken on GSK3f
binding site using FlexX which was based on an incremental construction of ligands. Docking
calculations were done with the default parameters. FlexX scoring function, which gave scores
as binding energy in KJ/mol, was used for molecule ranking. FlexX requested to retain 10 poses

per molecule although the ranking of a molecule was solely based on its top-ranked pose.
5. ADME filtering

The top ranked hits were further filtered by the prediction of their physic-chemical and

pharmacokinetics properties using ADMETIab version 2.0 (https://admetmesh.scbdd.com)

and PreADMET (https://preadmet.bmdrc.kr/). These properties consist of Lipinski and

Veber’s Rule, blood-brain barrier permeability (BBB), gastrointestinal absorption (Gl),
Cytochrome P450 (CYP) inhibition and cell permeability (COCA-2). The same parameters of

TD were also predicted for comparisons.

28


https://admetmesh.scbdd.com/
https://preadmet.bmdrc.kr/

Chapter V : Results and discussion



Chapter V : Results and discussion

1. Validation of docking protocol

1.1 RMSD test

Before starting molecular docking study on GSK3p binding site, The performance of
FlexX was evaluated by calculating RMSD values of 100 protein-ligand complexes from the
PDB. As shown in Figure 13, 72% of the RMSD values are less than or equal to 2 A and only
28% of the results are greater than 2 A. Our results are in accordance with the work of Merzoug
et al 2021, showing that any docking program is successful when the RMSD values are less

than or equal 2 A.

FlexX RMSD (A) results

28%

72%

Figure 13 : Results of the RMSD test given in percent (%).

In the most cases, there was a negligible deviation between the experimental and the
docked conformation as shown in Figure 14 for GSK3p-inhibitor (PDB ID: 1Q5K). These
results indicate the capacity of FlexX program to reproduce the interaction modes and

orientations of the experimental ligands.
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RMSD : 0.65A

Figure 14 : Superposition of ligand TMU given by X-ray crystallography (colored in
bleu) and by molecular docking using FlexX (colored in green).

1.2 Correlation test

To further confirm the performance of our docking protocol, the correlation curve
between experimental IC50 values and docking score of 46 known GSK3p inhibitors was
drawn (Figure 15) .Indeed, docking scores are in agreement with the experimental values and

thus confirms the good reliability of the used docking protocol.

Score (KJ/mol)

LogIC50 (uMm)

® Score ——Linear (Score)

Figure 15 : Correlation curve between the experimental activities (Log ICso) and binding
energy values of 46 GSK3p inhibitors.
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2. Docking study of TD and its derivatives

Molecular docking study was performed in order to explore the binding interaction of
TD and its derivatives into the active site of GSK3p. The obtained results show that the docking
score can be decreased in a significant way by a judicious choice of fragments to be substitutes
in TD structure. Indeed, Among the 100 TD analogues, 68 showed better binding energy than
of TD, which has a docking score equal to -16,72 KJ/mol.

Remarkably, compounds B6 and B39 were found to have the best docking scores which
are -30.14 KJ/mol and -29.09 KJ/mol respectively (Table 3). These promising two compounds
were selected for further investigation of their binding mode against GSK3p active site. TD

binding mode was studied for comparison.

Table 3. Structure and score of compounds obtained from mono-substitution.

Composé
R1 R2 R3 Score (KJ/mol)
Monosubstitué
M1 OH -20.74
M2 OH -17.60
M3 OH -13.73
M4 COOH -17.82
M5 COCOH -16.68
M6 COOH -17.95
M7 NH2 -18.25
M8 NH2 -22.02
M9 NH2 -15.11
M10 NO -18.71
M11 NO -16.07
M12 NO -17.24
M13 SH -15.15
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M14 SH -17.27
M15 SH -15.64
M16 I -15.61
M17 I -15.01
M18 I -15.38
M19 Cl -15.47
M20 Cl -16.48
M21 Cl -15.69
M22 Benzéne 18.49
M23 Benzéne -17.98
M24 Benzéne -21.71
M25 Cyclopentane -17.69
M26 Cyclopentane -15.19
M27 Cyclopentane -15.99
M28 Pyridine -19.61
M29 Pyridine -14.17
M30 Pyridine -27.05
M31 Pyrimidine 1937
M32 Pyrimidine -15.10
M33 Pyrimidine -25.56
M34 1,3 thiazole -18.85
M35 1,3 thiazole -14.23
M36 1,3 thiazole -19.93
M37 Imidazole -20.33
M38 Imidazole -18.45
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M39 Imidazole -21.22
M40 Br -15.60
M41 Br -15.28
M42 Br -18.54
M43 CO YW
M44 CO -19.23
M45 CO -14.99
M46 CHO 1776
M47 CHO -16.15
M48 CHO -15.80
M49 CNO -19.65
M50 CNO -18.40
M51 CNO -16.89
M52 F -15.96
M53 F -17.26
M54 F -16.53
M55 H3PO4 14.04
M56 H3PO4 710.97
-M57 H3PO4 -16.61
M58 NO2 -19.94
M59 NO2 -15.56
M60 NO2 -18.77
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Table 04 : Structure and score of compounds obtained from bi-substitution.

Composé
R1 R2 R3 Score (KJ/mol)
Monosubstitué
Bl OH Pyridine -25.64
B2 OH Pyridine -26.52
B3 COOH Pyridine -28.63
B4 COOH Pyridine -18.22
B5 NH2 Pyridine -24.20
B6 NH2 Pyridine -30.14
B7 NO Pyridine -28.01
B8 NO Pyridine -22.10
B9 SH Pyridine -24.80
B10 SH Pyridine -23.00
B11 I Pyridine -23.42
B12 | Pyridine -15.75
B13 Cl Pyridine -23.85
B14 Cl Pyridine -22.73
B15 Benzéne Pyridine -20.95
B16 Benzéne Pyridine -17.12
B17 Cyclopentane Pyridine -14.87
B18 Cyclopentane Pyridine -15.67
B19 Pyridine Pyridine -20.91
B20 Pyridine Pyridine -18.08
B21 Pyrimidine Pyridine -21.71
B22 Pyrimidine Pyridine -18.15
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B23 1,3 thiazole Pyridine -18.82
B24 1,3 thiazole Pyridine -16.83
B25 Imidazole Pyridine -21.98
B26 Imidazole Pyridine -18.03
B27 Br Pyridine -23.64
B28 Br Pyridine -22.15
B29 CO Pyridine -25.11
B30 CO Pyridine -24.35
B31 CHO Pyridine -26.65
B32 CHO Pyridine -17.69
B33 CNO Pyridine -17.94
B34 CNO Pyridine -18.32
B35 F Pyridine -26.21
B36 F Pyridine -25.34
B37 H3PO4 Pyridine -20.68
B38 H3PO4 Pyridine -21.67
B39 NO2 Pyridine -29.09
B40 NO2 Pyridine -24.00

It appears from Figure 16 that TD fits favorably the entire GSK3p binding pocket
forming several hydrophobic interactions with Val61, Lys60, Leul88, 1le62, Argl4l, GIn72,
Thr138 and Tyr134. In addition, a hydrogen bond was observed between the ketone group of
TD scaffold and Trp134.

Compounds B6 and B39 establish, in addition to the hydrogen bond between the ketone
group of TD scaffold and Trp134 observed in the case of TD, another hydrogen bond with water
molecule. Furthermore, B6 forms two hydrogen bonds with Val135 and Pro160 whereas B39

forms two such bonds with Lys60 (Figure 17). It should be noted that the difference of the
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inhibitory potency between these two compounds and TD may be explained by the different

number of hydrogen bonds between them and the GSK3p binding site. Indeed, whereas B39

and B6 are involved in four such bonds, TD is involved in only one.

Figure 16 : The different interactions of TD within GSK3p binding pocket (the hydrogen
bond is shown in dotted line and the hydrophobic interactions are shown in green lines)
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Figure 17 : The different interactions of compound B6 (A) and compound B39 (B) within
GSK3p binding pocket, hydrogen bonds are shown in dotted lines and hydrophobic
interactions are shown in green lines.
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Figure 18 : Illustration of the positioning of compounds B6 (A) and compound B39 (B)
within the binding pocket of GSK3p

3. ADME prediction

The most potent TD analogues were further investigated for their Physicochemical
properties (Table.5) and pharmacokinetics properties (Table.6) using ADMETIlab 2.0 and
PreADMET. Compared to TD, B6 and B39 are predicted to have a high gastro-intestinal
absorption (Gl absorption) and moderate cell permeability (Coca 2) which insures their in vivo
usage. Furthermore, they have an acceptable blood-brain barrier (BBB) penetration which is
one of the most important properties regarding AD drug design. However, CYP_2C9 inhibition
was reported for both B6 and B39. This problem can be resolved during their optimization.
With no Lipinski and Veber’s rule violation, both B6 and B39 follow the criteria for orally
available drugs indicating that they might be promising lead compounds for further anti-

Alzheimer drug discovery.
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Table 5. Physicochemical properties

Properties TD B6 B39
Formula C19H14N202S C24H18N402S C24H16 N4O4S
MW (g/mol) 334.08 426.12 456.09
nLF 3 4 )
nON 4 6 8
NOHNH 0 2 0
Log P 4.429 4.488 4.958
TPSA A? 44.0 82.91 100.03

Lipinski's rule

Perfectly conforms

Perfectly conforms

Perfectly conforms

Perfectly conforms

Veber's rule Perfectly conforms Perfectly conforms
Water solubility -5.68 -5.58 -6.56
Synthetic accessibility 5 279 2 619 2 659
score
Table 6. Pharmacokinetic properties
Properties TD B6 B39
Gl absorption High High High
BBB permeability High Moderate Moderate
Coca-2 cell permeability Moderate Moderate Moderate
CYP2C9 inhibition No Yes Yes
CYP2C19 inhibition No No No
CYP2D6 inhibition No No No
CYP3A4 inhibition No No No
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In summary, molecular docking approach was used for prediction of binding mode
interaction of TD and its derivatives as potent GSK3f inhibitors. In our work, the binding
energy of TD against GSK3f was decreased in a significant way by a judicious choice of
fragments to be substitutes. Remarkably, compounds B6 and B39 were found to have the best
binding energy of -30.14 kJ/mol and -29.09 kJ/mol respectively, which are better than that of
Tideglusib (-16,72 KJ/mol). Binding mode analysis of these promising compounds showed that
their high inhibitory potency is reported to the high number of hydrogen bonds formed with
GSK3pB binding site. With a satisfying pharmacokinetic and drug-likeness properties,

compounds B6 and B39 might be a promising leads for further Ant-Alzheimer drug research.
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Conclusion Général

L’objectif principal de notre travail était de proposer de nouveaux inhibiteurs potentiels
de la cible thérapeutique GSK3p pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer et ce en faisant
appel au docking moléculaire par FlexX.

Au prealable, nous avons testé la fiabilité du programme FlexX grace a deux tests
différents. Le premier test consiste a calculer le RMSD permettant d’évaluer la déviation de la
pose du ligand simulée par FlexX avec celle déterminée expérimentalement. Sur les 100
complexes pris arbitrairement de la PDB, 73% ont présentés un RMSD parfaitement dans les
normes (inférieur a 2 A). L’analyse visuelle faisant suite a ce test, confirme davantage la
fiabilité du programme FlexX en montrant de bonnes superpositions des modeles des ligands
simulés et expérimentaux. Le deuxieme test consiste a évaluer le coefficient de corrélation
linéaire existant entre les scores de 46 inhibiteurs de la GSK3p issus de la littérature et leur
valeur d’ICso déterminées expérimentalement. Ce test a également confirmé la fiabilité du
logiciel utilisé apres 1I’obtention d’un coefficient de corrélation égal a 0.66. Ainsi, nous pouvons
conclure que le programme FlexX est suffisamment performant pour simuler les interactions
GSK3p -inhibiteurs.

Dans la perspective de développer de nouveaux inhibiteurs plus affins et plus sélectifs
de la GSK3p, nous avons utilisé la Tideglusib (TD) comme structure de départ, sur laquelle
nous avons muni des substitutions structurales en introduisant plusieurs groupements
fonctionnels présentant la capacité d’engager des liaisons non covalentes avec le site actif de

I’enzyme.

Au total, 100 composeés dérivés de la TD (dont 60 issus de la mono-substitution et 40 de
la bi-substitution) ont fait 1’objet des calculs de docking moléculaire a I’égard de la cible. Les
composés B39 et B6 ont présenté les meilleur scores de docking soit -24.20 KJmol et -29.09
KJ/mol respectivement.

Enfin, I’étude des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques montre que ces
deux composés prometteurs présentent un bon profil ADME. Avec une absorption hémato-
encéphalique élevée, nos composés peuvent atteindre le systéme nerveux central pour arriver

jusqu’a leur cible.

40



Conclusion

Le présent travail ouvre une large piste de développement et les résultats obtenus au
cours de ce travail ne sont que préliminaires. Une étude expérimentale complémentaire in vitro

et/ou in vivo devra permettre de vérifier les résultats théoriques obtenus in silico.
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Annexe 1: Tableau RMSD de 100 complexes.

Protéine | Ligand Rl(\ng Protéine | Ligand RI(\ng Protéine | Ligand RI(\ng
1BNQ AL4 | 25071 | 1ZXC IH6 1.2350 | 4EBV 007 1.4032
1BNU AL3 | 3.1895 | 1PMN 984 0.9449 | 4EQC XR1 | 0.5793
1DY9 2ZF 5.9106 | 1UQU CMU | 0.2933 IN7I SAH | 0.6716
1FS4 CRA | 1.9098 173N 3NA | 0.6755 1AIM ZYA | 1.0857
SHLP 65A | 4.9344 1789 62P 1.0311 4EY7 E20 0.8352
1H3A R0O4 1.4992 17S0 EIN 1.4318 | 4NCM 704 0.8757
1H3C R79 1.4248 | 1ZVX IH6 1.3400 4PES 2PJ 1.8942
1H35 RO1 1.4019 2BUS TF1 7.1173 4PNC 7NP 2.4036
1H36 R88 1.5838 2F6V SK2 1.4546 | 4WK7 3PQ 0.8149
1H37 R02 1.4364 | 2FDU D1G 1.3961 | 4WKE 3PU 1.6572
1H39 RO3 1.3222 | 2FDV D2G 1.1722 | 4NGN J96 1.6928
1HDC CBO | 1.2739 | 2FDW D3G 1.0592 SFI12 SXX | 4.3640

liL4 9DG | 25320 | 2FZD TOL | 0.4898 SF16 SXY | 4.4820
50CN | BVM | 3.0838 | 1ZPC 716 2.1643 | 3CCC 7AC | 0.8808
2IKH NAP | 11926 | 2QCG sBU 0.5440 2RIP 34Q 0.5784
3G5E NDP | 1.0892 | 2QCD USP 0.6676 1XOE ABX | 1.4834
3DRP R8E | 0.6606 | 2QCF 5FU | 0.9816 | 1HGG | NAG | 2.1507
2PEV LDT | 1.3152 | 2QCN U5SP 0.7644 | 1RWQ SAP 2.5037
1EP4 S11 0.6222 | 2QCH SIU 0.6601 | 20GZ UIN | 1.8900
30FF ACT | 0.5680 | 2QCM JW5 0.8016 20PH 277 3.9787
1ZHM GSH | 1.4187 3K37 BCzZ 2.7210 4J1R I5R 0.6236
1ZOM 339 | 2.8716 | 3QWJ X6A | 3.2856 | 6GN1 FAN | 1.9833
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1IL9 MOG | 0.5986 | 3V35 NTI 4.2395 SFI7 5SXZ | 8.3134
1K1l FD1 | 4.2967 | 3VEU 0GO | 1.0166 5138 KOJ | 2.3467
1K1J FD2 | 4.6393 | 3WI2 P98 0.5063 SI3A HQE | 0.3642
3SAY OFT | 1.0617 | 3WK4 SOA | 0.8206 | 4NGM JB7 2.4730
S5F95 3UP | 0.7267 | 3WKS5 S0C 1.4352 5LO1 70L 0.7919
INMS 161 0.8993 | 3WKG6 S0B 1.3865 STFT P6U | 1.2780
106Q R17 1.6339 | 3WKY7 SO0D 1.6092 | 1Q5K T™MU | 0.8011
106R R19 1.4317 | 3WS8 X4C | 04759 | 3QTQ X35 | 0.4701
1079 R23 1.2552 | 4DO08 Q2T 1.5635 2JBJ G88 | 4.2455
1QPL 587 0.8619 | 4DPF OLG 0.5911 | 1AHS TOL | 0.7304
S5F94 3UO | 0.8895 4E73 ONR 1.5472 | 1EKO 184 3.9233
6SUK FT8 | 0.8351

Annexe 2: Structure, 1Cso ainsi que 1’énergie d’interaction des 46 inhibiteurs de la GSK3f3

étudiés.
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Résumé

Résumé :

L’objectif de notre travail est de proposer de nouveaux inhibiteurs de I’enzyme GSK3p,
cible thérapeutique pertinente pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer. Dans cette optique,
nous avons fait appel aux approches par docking moléculaire pour simuler I’affinité de 100
composeés dérivés de la Tideglusib ; puissant inhibiteur de la GSK3[. Les composés B39 et B6
ont présenté les meilleur scores de docking soit -24.20 KJ/mol et -29.09 KJ/mol respectivement.
Ces scores sont nettement meilleurs que celui du composeé de départ soit (-16.72 KJ/mol). Enfin,
la prédiction des parameétres pharmacocinétiques et des propriétés physico-chimiques montre
que ces composes prometteurs possedent de bons profils ADME et peuvent étre proposés

comme nouveaux inhibiteurs potentiels de la GSK3.

Mots clés : Alzheimer, docking moléculaire, FlexX, GSK3p, Tideglusib.



Abstract

Abstract :

The objective of our work is to propose new inhibitors of the GSK3p enzyme, a relevant
therapeutic target for the treatment of Alzheimer's disease. To this end, we used molecular
docking approaches to simulate the affinity of 100 compounds derived from Tideglusib; a
potent GSK3p inhibitor. Compounds B39 and B6 showed the best docking scores of -24.20
KJ/mol and -29.09 KJ/mol respectively. These scores are significantly better than that of the
starting compound (-16.72 KJ/mol). Finally, the prediction of pharmacokinetic parameters and
physicochemical properties shows that these promising compounds possess good ADME
profiles and can be proposed as potential new GSK3p inhibitors.

Keywords: Alzheimer's, molecular docking, FlexX, GSK3p, Tideglusib.
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