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Résumé

Résumé

Ce travail de thése comporte deux parties ; la premiére décrit un criblage virtuel basé
sur le docking moléculaire d’une chimiothéque de dérivés de xanthone dans le site actif de
I’a-glucosidase. En se basant sur les résultats de cette premiére partie, nous avons procédé a la

synthése et ’évaluation de I’activité inhibitrice de dérivés de xanthone sulfonamide .

L’étude docking sur un ensemble de 189 dérivés de xanthones a été menée dans le but
de comprendre le mode d’interaction de ces composés vis-a-vis de 1’a-glucosidase (PDB ID :
3L4W) et de sélectionner ceux représentant une bonne affinité avec les résidus du site actif.
Cette étude a été assistée par le programme Molegro Virtual Docker (MVD) en utilisant
MolDock Score comme algorithme de recherche et MolDock Score comme fonction de score.
L’efficacité du protocole combinant ces parametres a été validée avec une simulation de re-

docking avec un RMSD de 0.3 A.

L’analyse des modes d’interaction des vingt meilleurs dérivés de xanthone « top-
scoring » révele 1’affinité favorable des xanthone sulfonamide avec les residus du site actif en

comparaison avec I’inhibiteur de référence «Miglitol ».

La deuxieme partie de ce travail concerne la synthese de quelques dérivés de
xanthones sulfonamide issus de la premiere étude, I’évaluation de leurs potentiel inhibiteur
vis-a-vis de I’a-glucosidase suivie d’une étude cinétique enzymatique montrant le caractere
non compétitif de ’effet inhibiteur de ces composés actifs. Nous vons ensuite mené une étude
docking de ces composés dans le site d’interaction de 1’a-glucosidase de souche
Saccharomyces cerevisiae utilisee pour les tests biologiques, dont sa structure 3D a été

générée par homologie.

Mots clés: Docking Moléculaire, criblage virtuel, dérives de xanthone, alpha-

glucosidase, inhibition.



Abstract

Abstract

In this thesis, we present two studies; the first study describes a docking-based virtual
screening of a xanthone derivatives set toward a-glucosidase. Then, according to screening
results, the second part is devoted to the synthesis of xanthone sulfonamides derivatives and

the evaluation of their inhibitory activity toward target enzyme.

In the first study, we have carried out a docking-based virtual screening on an in-house
database of 189 xanthone derivatives, in order to provide insights into the binding mechanism
at molecular level toward a-glucosidase active site obtained from X-ray crystal structure
(PDB ID :3L4W). Molecular docking analysis was carried out, using Molegro Virtual Docker
with a combination of MolDock Optimizer as search algorithm and MolDock Score as scoring
function, this combination was validated with Re-docking simulation (RMSD of 0.3 A).

According to binding analysis, the selection of 20 top-scoring xanthone derivative
revealed that: xanthone derivatives showed favorable binding affinity in comparison with

«Miglitol » as reference ligand.

Thus, the quest of the second part of this work is the synthesis of some xanthones
sulfonamide derivatives, test them for a-glucosidase inhibitory properties and the
measurement of their enzyme inhibition Kinetics by using Lineweavere Burk plots in order to
study their binding affinity which was revealed non-competitif. In addition, a molecular
docking study has been realized to provide an insight into xanthones sulfonamids binding
modes and their inhibition mechanism toward a-glucosidase target for enzymatic essays from

Saccharomyces cerevisiae. 3D structure of the target was obtained with homology modeling.

Key-words: Molecular docking, virtual screening, xanthone derivatives, alpha-

glucosidase, inhibition.
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Chimiothéque : librairie de substances chimiques
Clash stérique: interpénétration des rayons de VDW de deux atomes

Drug discovery : Ensemble des processus menant & l'identification de molécules actives

pouvant étre commercialisées en tant que médicament.

Drug-like (molécules) : Molécules dont les propriétés drug-like sont satisfaisantes pour une

application comme candidat médicament.

Drug-like (propriétés) : Caractéristiques des molécules actives ayant un impact sur leur
propriétés pharmacocinétiques (ADME) et/ou sur leur éventuelle toxicite.

Hits : «touches» :des substances ayant la capacité d'interagir avec la cible biologique et

moduler ses effets.

Leads : «tétes de series» : des composés plus actifs et plus selectifs que les hits dont

ils sont issus, tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques optimales.

Pose : Agencement 3D d’un composé dans un complexe, conformation et position d'un

ligand au sein du site actif d'un protéine.
Screening : Criblage

Top-scoring : Tétes de liste obtenues via le scoring d'un ensemble de molécules.
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Introduction générale
Les glyccosidases sont une famille d’enzymes présente chez presque tous les étres

vivants. Elles ont un role capital dans 8600 processus biologiques connus®. Parmi ces
enzymes qui catalysent I'hydrolyse des liaisons glycosidique, 'a-glucosidase (EC 3.2.1.20)
impliquée dans I'étape finale de la digestion des carbohydrates de l'alimentation de I'étre
humain en permettant la dégradation compléte des oligosaccharides libérés par 1'a-amylase
salivaire et pancréatique et non absorbés par le corps. Ce processus permet la libération du

glucose pour étre ensuite véhiculé par le sang vers les organes.

Les inhibiteurs de l'a-glucosidase ont fait I'objet de plusieurs travaux de recherche
pour pouvoir accéder a une diversité de composés utilisés comme agents thérapeutiques
contre les maladies dans lesquelles I'a-glucosidase est impliqué telle que le diabéte type 112
Dans ce travail, nous nous intéresserons aux inhibiteurs de l'a-glucosidase dans l'objectif
d'enrichir cette classe thérapeutique avec des substances médicamenteuses candidates a base
de xanthone, dont certains composes de la famille ont montré leur effet inhibiteur de I'a-

glucosidase *.

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes
biologiques. Etudier les détails d'interactions, a I'échelle moléculaire, entre un ligand et la
cible thérapeutique s'avere donc d'un trés grand intérét. Actuellement, les approches de
criblage virtuel basé sur la structure de la cible, et plus précisément le docking moléculaire,
permettent de prédire les modes d’interactions possibles et fournissent un moyen d’étudier
les interactions au niveau moléculaire et sont, de ce fait, une indication de I’activité

biologique de nouvelles molécules ne tenant compte que des critéres structuraux”.

Le docking moléculaire est devenu, un outil indispensable dans le domaine de la
conception de molécules médicamenteuses qui pourraient agir le plus favorablement, ce qui

est considérablement plus facile 4 mettre en ceuvre que les méthodes classiques”.
Dans ce contexte, ce manuscrit est présenté comme suit :

Une étude bibliographique exposée sous forme de deux chapitres, le premier
représente un apercu général sur les glycosidases; leur site actif, leur classification, leur
mécanisme d’action et un bref rappel sur la cinétique enzymatique montrant les différents
types d’inhibition. Un rappel bibliographique sur les inhibiteurs les plus significatifs des

glycosidases est présenté dans ce méme chapitre.



Introduction Générale

Le second chapitre sera consacré aux approches et méthodes de criblage devenus
indispensables pour la conception de nouvelles substances médicamenteuses.

Les travaux et résultats obtenus seront ensuite exposés et discutés dans une deuxieme
partie comprenant deux chapitres. Dans un premier temps, nous exposerons le criblage par
docking moléculaire effectué sur une chimiothéque virtuelle de dérivés de xanthone dans le
but de sélectionner les composés prometteurs qui réagissent plus favorablement avec l'a-

glucosidase.

Le dernier chapitre s'articule autour de la synthése de certains dérivés de xanthone,
I'évaluation de leur inhibition avec un test in-vitro, la détermination du type d'inhibition avec
une étude cinétique, la génération de la structure 3D de la cible utilisée pour les tests et enfin
I'étude des modes d'interactions par docking moléculaire.

Enfin, une conclusion générale suivra les résultats de cette thése et exposera les

perspectives.
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1. Les glycosidases :

1.1. Genéralités :

Les glycosidases ou glycoside-hydrolases sont les enzymes qui catalysent I'hydrolyse
sélective des liaisons glycosidiques dans les polysaccharides et les glycoconjugués. Elles
permettent la libération de molécules non saccharidiques, de monosaccharides ou
d'oligosaccharides de plus faible poids moléculaire. Ainsi, la maltase, a titre d'exemple,
catalyse I'hydrolyse de la liaison entre les deux unités du maltose pour donner deux
molécules de glucose (Schéma 1). De toutes les enzymes présentes dans la nature, ce sont les
plus abondantes, les plus évoluées et comptent parmi les plus efficaces. Elles arrivent a
augmenter jusqu’a 1017 fois la vitesse de la réaction de coupure de la trés stable liaison

glycosidique (347 kJ.mol™) *.

OH
OH

HO
tase ‘m O
HO OH
m o

Schéma I. 1. hydrolyse du maltose
Elles sont impliquées dans un grand nombre de processus biologiques.? Elles sont
spécifiques de l'unité glucidique hydrolysée, de sa série D ou L, de sa forme furanique ou
pyranique et de la configuration de la liaison glycosidique o ou B. Ainsi les a-D-glucosidases
hydrolysent les a-D-glucosides, les B-D-galactosidases les B-D-galactosides etc. De plus, au

sein de chaque famille, il existe de petites variations selon l'origine de I'enzyme.?

Chez I'hnomme, les glycosidases sont responsables de la digestion des polysaccharides
de l'alimentation dans la bouche et l'intestin gréle, en permettant la dégradation de ceux-ci en
monosaccharides, qui peuvent ensuite passer la barriere intestinale pour étre véhiculés par le
sang vers les organes. Par exemple, l'a-amylase sécrétée par les glandes salivaires et le
pancréas transforme l'amidon en maltose, maltotriose et dextrines. Les deux premiers
composés sont hydrolysés par la maltase et le dernier par 'a-dextrinase pour donner du
glucose. De méme, le saccharose est hydrolysé en glucose et fructose par la saccharase et le
lactose en glucose et galactose par la lactase. Ces enzymes sont localisées a la surface des

cellules épithéliales qui tapissent l'intestin gréle®.
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Certaines de ces enzymes, dont l'a-1,6-glucosidase, jouent également un rdle
important dans la dégradation du glycogene stocké dans le foie et les muscles. L'hydrolyse de
ce polysaccharide formé d'unités glucose reliées entre elles par des liaisons a-1,4 et possédant
des ramifications créées par des liaisons a-1,6, sur environ un résidu sur dix (Figure 1),

permet d'apporter rapidement de I'énergie sous forme de glucose aux différents organes.”

oL
mm

Figure I. 1. Structure du glycogene

Les glycosidases sont également impliquées dans le processus de maturation des
glycoprotéines et des glycolipides qui sont tres réepandus dans l'organisme et leurs fonctions

sont trés variées.

Les glycoprotéines sont notamment présentes dans les membranes cellulaires et
interviennent dans de nombreux processus, comme le transport membranaire, la
reconnaissance cellulaire, la réplication des virus, la réponse immunitaire etc. Les unités
oligosaccharidiques des glycoprotéines sont liées a des résidus asparagine par des liaisons N-
glycosidiques ou a des résidus sérine et thréonine par des liaisons O-glycosidiques. Dans le
cas des oligosaccharides N-liés (Figure 2), quatorze résidus osidiques sont transférés en bloc
d'un transporteur lipidique a la protéine.® 1l s'agit d'un enchainement de deux N-
acetylglucosamines (GIcNAc), suivies de neuf mannoses (Man) et de trois glucoses (Glc)

hydrolysés dans le réticulum endoplasmique par action de différentes glycosidases.
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a-1.2

Man Man &1 6
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-1,2 - -1.6
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2
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Figure 1. 2. Glycoprotéine avec oligosaccharides N-liés

Les glycoprotéines sont ensuite transportées vers l'appareil de Golgi, cet organite a
pour but de poursuivre la modification des protéines N-glycosylées et dentamer la
maturation des protéines O-glycosylées qui sont ensuite envoyées vers leurs sites d'activite :

le lysosome, la membrane ou les vésicules de sécrétion.

1.2. Mécanismes :

Les glycosidases agissent selon deux mécanismes principaux décrits pour la premiere
fois par Koshland en 1953. Les séquences d'acides aminés, ainsi que les structures en trois
dimensions d'un grand nombre de glycosidases sont désormais connues, ce qui permet
d'affiner encore les connaissances relatives aux mécanismes de ces enzymes® °. Ces
mécanismes mettent principalement en jeu deux groupements carboxyliques provenant de
résidus glutamate ou aspartate du site actif de I'enzyme, dont l'un joue le r6le de donneur de

proton (acide-base) et l'autre agit en tant que base/nucléophile.

1.2.1. Mécanisme avec inversion de configuration :

C'est le mécanisme le moins répandu qui libere un glucide dont la configuration
anomérique est l'inverse de celle du substrat. Il correspond a une substitution nucléophile
s'effectuant selon un mécanisme concerté avec une catalyse acide-base générale. L'un des
groupements carboxyliques permet le départ de I'aglycone par son réle de catalyseur acide,
tandis que l'autre sous forme de carboxylate déprotone I'eau pour favoriser son attaque sur le
carbone anomérique. En effet, pour ce type de glycosidases, une distance moyenne de 10,5 A
entre les deux acides aminés doit étre mise en évidence'®*?. Cette réaction s'effectue en
passant par un état de transition dont la structure est proche de celle d'un cation oxocarbénium
(Schéma 2).
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Schéma I. 2.Mécanisme de la réaction d’hydrolyse par les glycosidases avec inversion de

configuration.™®

1.2.2. Mécanisme avec rétention de configuration :

Les glucosidases agissant avec rétention de configuration anomérique, libérent un
glucide dont la stéréochimie du carbone anomérique est la méme que celle du substrat
(suite a deux inversions de configuration successives). Dans ce cas, les résidus carboxyliques
sont moins éloignés (5,5A) et I’hydrolyse a lieu en deux étapes™™ **. Le nucléophile effectuant
la premiere attaque sur le carbone anomérique est lI'acide carboxylique déprotoné de I'enzyme
(Asp ou Glu), ce qui impligue la formation d'un intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. Par
conséquent, le substituant du glucoside est relaché a cette premiere étape. Par la suite, un
deuxiéme résidu acide active une molécule d'eau qui, en attaquant le carbone anomérique,

libére le glucide de I'enzyme.

Deux étapes de type SN, se suivent donc, il y a rétention de la configuration du
carbone anomérique en passant par des états de transition également proches de cations

oxocarbénium (schéma 3).

10
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acid/base — —_t
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Schéma I. 3. Mécanisme de la réaction d’hydrolyse par les glycosidases avec rétention de

configuration.™®

1.2.3. Quelques aspects mécanistiques particuliers :

Il s'agit des cas particuliers ou l'acide catalytique peut étre remplacé par un phosphate
inorganique, comme, par exemple: la maltose phosphorylase, la sucrose phosphorylase ou la
cellobiose phosphorylase®® *°. Certaines glycosidases comme les myrosinases, les chitinases
et les endo N-acétylglucosaminidases présentent un mécanisme moléculaire d'hydrolyse
n'impliquant lintervention que d'un seul acide aminé catalytique comme N-acétyl-p-
hexosaminidases dont le groupement N-acétyl du substrat joue le réle du nucléophile en

17

formant un intermédiaire oxazolinium®® D'autres impliquent des mécanismes

d'oxydoréduction et/ou d'élimination™® *°.

11
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1.2.4. Etat de transition :

L'état de transition impliqué au cours du chemin réactionnel des glycosidases est
similaire quel que soit le mécanisme mis en jeu (Schéma 4). 1l se caractérise essentiellement
par une distorsion de cycle du substrat dont les liaisons entre le nucléophile et 1’oxygéne
glycosidique du groupement partant (ou l’eau dans 1’étape de déglycosylation) sont
partiellement formées et rompues. Cette distorsion se traduit par une structure dont la
conformation est demi-chaise, bateau ou twist selon I'enzyme ce qui permet la formation d'une

structure "pseudo-cationique" de type oxocarbénium.®

Schéma 1. 4. état de transition lors de I’hydrolyse glycosidique.

Dans le cas des glycosidases agissant sur les liaisons f-anomériques, et particulierement pour
les B-glycosidases, la distorsion du cycle du substrat dans I'intermédiaire covalent glycosyl-
enzyme est nécessaire pour amener la liaison glycosidique dans une position pseudoaxiale
pour faciliter l'attaque nucléophile sur le carbone anomérique et rapprocher l'oxygene

exocyclique du catalyseur acide.

En effet, cette position pseudoaxiale entraine le recouvrement de I'orbitale occupée par
une des paires libres d'électrons de lI'oxygéne endocyclique avec l'orbitale antiliante de la
liaison glycosidique, ce qui constitue un facteur favorable & I'hydrolyse de la liaison?* 2%, Par
contre, pour certaines enzymes agissant sur des liaisons a- anomériques, la distorsion du cycle

reste inutile vu la position déja axiale de la liaison glycosidique®.
1.3. Classifications des glycosidases :

1.3.1. Classification traditionnelle :
Dans la nomenclature de ['Union Internationale de Biochimie et de Biologie

Moléculaire (IUB-MB) basée sur le type de réaction catalysée et la spécificité de
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substrat, les glycosidases possedent un numéro du type EC 3.2.1.x. Les trois premiers chiffres
indiquent qu'elles hydrolysent des liaisons O-glycosidiques, le dernier (x) est variable et
dépend du substrat transformé 2. Cette classification systématique permet de nommer
précisément la spécificité de substrat d'une enzyme et posséde en outre, l'avantage de
pouvoir classer rapidement une enzyme. Cependant, ce systéme ne tient pas compte des

similarités de séquence protéique et donc de la structure tridimensionnelle.

De plus, cette classification n'est pas systématique quant au mécanisme d'action des
enzymes. Elle parait mal adaptée aux glycosidases qui peuvent agir sur différents substrats et
elle ne reflete pas les aspects structuraux des enzymes. C'est notamment le cas de la B-
glucosidase BglA, de Pyrococcusfuriosus DSM 3638. Elle est annotée avec le numéro EC
3.2.1.21, on pourrait penser qu'elle n'a que cette activité, or elle montre des activités B-
galactosidasique (EC 3.2.1.23) et B-xylosidasique (EC 3.2.1.37) %. Il peut se trouver

également que deux numéros EC différents décrivent la méme activite.

1.3.2. Classification structurale :

1.3.2.1. Principe et classification :

Avec l'accumulation de séquences des glycosidases (GHs), une nouvelle classification
était indispensable car la diversité de propriétés et le comportement de certaines enzymes
étaient inexplicables par rapport a la seule référence EC. Ces raisons ont amene Bernard
Henrissat, a partir de 1989, a chercher une autre alternative pour classer ces enzymes selon
leurs propriétés structurales. Il a donc créé une classification, basee sur la similarité de
séquences en acides aminés.”® Elle est basée sur la détection de segments structuraux
constituant le cceur hydrophobe des protéines globulaires. Grace a cette approche, des

similarités dans le repliement tridimensionnel peuvent étre détectées entre les protéines.?’

Les séquences ayant une forte similarité entre elles ont été classées dans les
mémes familles.?® Cette classification différe de la classification de I''UB-MB par le fait que
des enzymes de spécificité différente peuvent appartenir a la méme famille. Elle permet de
prendre en considération la structure tridimensionnelle ainsi que le mécanisme moléculaire
d'action des glycosidases. Elles sont ainsi regroupées en familles (notées GH) en fonction des
similarités dans leur séquence d'acides aminés. Certaines glycosidases sont
multifonctionnelles. Elles contiennent des domaines catalytiques qui appartiennent a
différentes familles des glycosidases. Puisqu'il existe une relation directe entre similarités

de séquence en acides aminés et similarités de repliement?, il peut étre admis que les
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membres d'une méme famille possedent des repliements similaires. Cette situation permet
de prédire les structures tridimensionnelles générales des sites actifs des membres de

chaque famille, si cette information est connue pour un ou plusieurs de ses représentants.

Le mécanisme d'action d'une enzyme étant donné par la structure du site actif et par la
position des différents groupes fonctionnels, le mécanisme et la stéréochimie de la réaction
seront conservés dans un clan (exception faite de la famille GH4). Toutes les glycosidases
agissent généralement selon un mécanisme qui implique deux résidus importants. Chez ces
enzymes, les acides aminés catalytiques sont le plus souvent des aspartates et/ou des
glutamates (Tableau 1).

Tableau I. 1. Mécanismes réactionnels et acides aminés impliqués dans la catalyse

enzymatique des familles des glycosidases classées en clans®.

Clan de Famille de Nombre de Mécanisme Residus catalytiques
glycosidases glycosidases familles réactionnel impliqués dans la catalyse
enzymatique
(acide-base/nucléophile)
GH-A 1,2,5,10,17, 26, 19 Rétention Glu/ Glu
30, 35, 39, 42, 50,
51, 53,59, 72, 79,
86, 113, 128

GH-B 7,16 2 Rétention Glu/ Glu

GH-C 11, 12 2 Rétention Glu/ Glu

GH-D 27, 31, 36 3 Rétention Asp / Asp

GH-E 33, 34, 83, 93 4 Rétention Tyr+Glu / non connu
GH-F 43, 62 2 Inversion non connu / non connu
GH-G 37, 63 2 Inversion non connu / non connu
GH-H 13, 70, 77 3 Rétention Asp / Glu

GH-I 24, 46, 80 3 Inversion non connu ou Asp / non

connu ou Glu

GH-J 32, 68 2 Rétention Asp / Glu

GH-K 18, 20, 85 3 Rétention Oxygeéne carbonyle / Glu
GH-L 15, 65, 125 3 Inversion Glu ou phosphate /Glu
GH-M 8, 48 2 Inversion Asp ou non connu /Glu
GH-N 28, 49 2 Inversion Asp / Asp
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Cet effort a abouti a la classification de 291 séquences en acides aminés en 35 familles
de glycosidases différentes. Cette courte liste de familles a été, par la suite, mise a jour
plusieurs fois*®. A I'heure actuelle, 133 familles de glycosidases différentes sont répertoriées

et peuvent étre consultées sur internet.

Par ailleurs, beaucoup de ces familles, présentant des similarités dans le repliement
tridimensionnel des enzymes qu'elles contiennent, ont été regroupées pour former des clans
ou super-familles®. On dénombre actuellement 14 clans (Clan GH: Clan des
GlycosylHydrolases) appelés A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M et N (Tableau 1).

Réactualisée en permanence, la classification CAZy (Carbohydrate-Active enZymes)
est maintenant étendue a d'autres classes d'enzymes actives sur les sucres : les
glycosyltransférases (96 familles), les polysaccharides lyases (23 familles), et les
carbohydrates estérases (16 familles). Cette classification permet d'avoir un certain pouvoir
prédictif : le méme repliement, le méme mecanisme d'action, et les mémes résidus
catalytiques sont conserveés a l'intérieur d'une méme famille. Or depuis des années, CAZy est

devenue une des principales références en ce qui concerne les CAZymes.

Devant ’accumulation de séquences enzymatiques dans une méme famille telle que la
famille GH13 (contenant 20902 séquences), Stamet al., dans le but d’améliorer les procédures
d'annotation de séquences, ont fourni un effort de division des familles de GHs en sous-
familles suivant l'idée que des enzymes possédant des sequences trés similaires doivent
partager des propriétés biochimiques trés proches®® **. La famille GH 13, qui regroupe
beaucoup de glycosidases a éeté subdivisée en 40 sous-familles, dont 13 appartenant a la
famille des a-amylases (EC 3.2.1.1) et 4 appartenant a la famille des a-glucosidases (EC
3.2.1.20) 2.

1.3.2.2. Les glycosidases responsables de la digestion des carbohydrates :

Chez les mammiferes, six types de glycosidases sont impliquées dans la digestion
complete des polysaccharides de lalimentation, dont deux a-amylases et quatres a-
glucosidases, en permettant la dégradation de ceux-ci en monosaccharides pour étre ensuite

véhiculés par le sang vers les organes (Schéma 5).
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Q
Q 666 Sucrase-Isomaltase &
-Amyl Maltase-Glucoamylase
6 O% a-Amylases 5555 O% gbb Maltase-Gl vl e b
'aletetelele

Carbohydrate

. Glucose
Dextrines

Schéma 1. 5. Processus d'hydrolyse lors de la digestion des carbohydrates.

Les deux enzymes de type a-amylases (EC 3.2.1.1) , salivaire et pancréatique, sont des
iso-enzymes endohydrolases appartenant a la famille GH13 et réagissant avec un mécanisme
de rétention de configuration®** *. Ces enzymes assurent une pré-hydrolyse des carbohydrates
par le clivage des liaisons interne a-1,4 de I'amylose et de I'amylopectine ( les liaisons a-1,6
de l'amylopectine ne s'hydrolysent pas avec les a-amylases) pour générer des dextrines

linaires et des dextrines branchées.

Les dextrines résultantes sont ensuite dégradeées par le biais de quatre a-glucosidase
exohydrolases localisées a la surface des cellules éepithéliales qui tapissent l'intestin gréle,
dont deux maltase-glucoamylase (MGAM; EC 3.2.1.20 et 3.2.1.3) et deux sucrase-isomaltase
(SI; EC 3.2.148 et 3.2.10), appartenant a la famille GH31. Ces enzymes jouent un réle critique
pour la production des unités du glucose qui seront ensuite absorbés et véhiculés par le sang
vers les organes®. Par contre, les carbohydrates et les fibres résistants qui ne peuvent pas étre
dégrades au niveau des intestins gréles sont dégrades par les bactéries du colon telles que

Bacteroides thetaiotaomicronqui qui agissent sur certains carbohydrates et la cellulose®’.

4. Inhibition enzymatique :

4.1. Bref rappel sur la cinétique enzymatique :

Il existe plusieurs mécanismes enzymatiques différents pouvant décrire la
réaction catalysée par les enzymes. En 1913, Leonor Michaélis et Maud Menten ont proposé
un modele simple, dans lequel les enzymes, dites Michaélinnes, fonctionnent selon le mode
suivant : un substrat (S) se lie avec une enzyme (E) pour donner un complexe dissociable
(ES), cet intermédiaire se dissocie pour donner un produit (P) avec régénération de l'enzyme
(E) 27,38
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4.1.1. Equation de Michaélis-Menten :
La modélisation mathématique de la cinétique d'une réaction selon Michaélis-Menten
se base sur deux termes : les concentrations des différentes molécules ou complexes de

molécules et les constantes d'association et de dissociation de ces molécules entre elles

(schéma 6).
E+S m/—> ES =—=>= E+P
K_] K-Z

Schéma 1. 6. Mécanisme de la réaction enzymatique selon Michaélis-Menten.
Avec : k1 = constante d'association de E + S

k., = constante de dissociation du complexe ES
ko = constante de réaction de ES en E + P
k. = constate d'association de E + P

L'équation de Michaélis-Menten permet d'obtenir une expression de la vitesse initiale
Vo, de la reaction en fonction de grandeurs connues (fixées par I'expérimentateur ou
mesureées).

Pour cela, il faut se placer dans des conditions expérimentales particuliéres, a
savoir : concentration en substrat [S] tres largement supérieure a la concentration totale en
enzyme [E]r et absence ou quasi-absence de produit P*°. La premiére condition est obtenue en
choisissant des quantités adaptées d'enzyme et de substrat a introduire dans le milieu
réactionnel, la seconde en réalisant les mesures suffisamment rapides pour que la quantité de
substrat transformé en produit soit faible®®. A partir du moment ou ces conditions sont

réunies, on peut effectuer les approximations suivantes :

1. Les mesures de cinétique seront toujours réalisées pour des concentrations de
produit tres faibles : c'est la mesure de la vitesse initiale (vi) pour [P] = 0 et [S]= [S]o ou [S]o
est la concentration du substrat a I'instant initial. Cela signifie que la vitesse d'apparition du

complexe ES par association de E et de P (donnée par V=K., [E] [P] ) est négligeable.

2. La concentration totale du substrat [S]o est trés grande par rapport a [E]y, la

concentration maximale en complexe [ES] max est limitée par [E]T et sera donc toujours
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négligeable comparée a [S]o, méme a saturation de tous les sites actifs. Or [S] = [S]o - [ES],

donc si [ES] est négligeable face a [S]o, on a I'approximation suivante : [S] = [S]o.

3. Des l'addition de lI'enzyme dans la solution de substrat, il s'établit un équilibre
rapide entre les formes libres de I'enzyme [E], du substrat [S] et du complexe [ES] (appelé

complexe de Michaélis), on parle d'hypothese de 1’état stationnaire. En terme cinétique cela

se traduit par % =0

Apres avoir posé ces hypotheéses on peut calculer la vitesse d’apparition du produit

en résolvant le systeme d’équations suivant :

( V=KIES] eq.1
| [EllS]

4 KM: E—S] eq. 2
| [So] =1[S]+ [ES]+ [P] eq.3
\ [E,] = [E] + [ES] eq. 4

Avec Ky = : la constante de dissociation du complexe [ES] (appelée constante de

2

Michaélis-Menten).

La vitesse d’apparition du produit est donnée par 1’équation suivante :

_ KalE1o [S1o

V -
Ky + [Slo

eq.5

Soit Va0 = K3[E], (vitesse maximale pour [S], > Ky,), la vitesse s'écrit sous la forme :

Vmax [S]O
V=—"—"F eq.6 équation de Michaélis

4.1.2. Détermination de Vmax et KM :
Les paramétres cinétiques de la réaction enzymatique Vmax et Ky sont définis de la

facon suivante :

- Vmax représente la vitesse maximale de la réaction. Elle est atteinte pour une
concentration élevée en substrat et traduit la saturation de I'enzyme par le substrat,

c'est-a-dire lorsque I'enzyme est entiérement sous forme de complexe (ES)*".
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- Kwm représente la concentration en substrat pour laquelle la vitesse est égale a la
moitié de Vmax 0u pour laquelle la moitié des sites actifs de I'enzyme est occupée. Ainsi plus le

K est faible et plus I'affinité de I'enzyme pour le substrat est importante®.

Ces parameétres cinétiques peuvent facilement étre déterminés :

. - 1 . 1
- en tracant la courbe double inverse selon Lineweaver et Burk o en fonction de T
t

L’équation de la vitesse initiale (eq.6) devient :

1 Ky+ [Slo
—= eq.7
Vl’ Vmax [S]O
- En portant sur un graphique les valeurs de obtenues [‘f—] pour différentes
t

concentrations en substrat [S]. Cette représentation graphique est appelée (représentation de
Hanes-Woolf)*. En effet, on peut transformer I'équation de Michaelis-Menten (eq.6) en

I'équation suivante :

[S]_ [S] 4 K

Vt a Vmax Vm ax

4.2. Types d’inhibition enzymatique :
Si la vitesse d’une réaction enzymatique diminue dans des conditions ou lI’enzyme

n’est pas dénaturée, cela signifie que I’enzyme est inhibée*.

De nombreuses substances modifient 1’activit¢ d’une enzyme en s’y combinant,
ce qui altéere la liaison du substrat et/ou sa constante catalytique. Les substances qui

diminuent ainsi I’activité d’une enzyme sont appelées des inhibiteurs.

Les inhibiteurs sont généralement des molécules de structure voisine du substrat, qui
ne donnent pas de réaction ou réagissent beaucoup plus lentement que le substrat. L’étude de
I’effet d’inhibiteur est fréquemment utilisée pour déterminer le mécanisme catalytique
d’une réaction enzymatique, de mieux connaitre la spécificité d’une enzyme ainsi

qu’obtenir des données physiques et chimiques concernant le site actif de I’enzyme®.

Les inhibiteurs d’enzymes peuvent étre classés en deux types : inhibiteurs réversibles
et inhibiteurs irréversibles. Les inhibiteurs réversibles s’associent a I’enzyme de manieére non
covalente, alors que les inhibiteurs irréversibles forment des liaisons covalentes stables avec
I’enzyme. L’effet net de I’inhibition correspond a une diminution de la concentration de

I’enzyme active™®.
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4.2.1. Inhibition réversible :
On distingue dans I’inhibition réversible trois catégories principales: les inhibiteurs

compétitifs, non compétitifs et incompétitifs.

4.2.1.1. Inhibition compétitive :

Généralement un inhibiteur compétitif ressemble structurellement au substrat a un
point tel qu’il se lie au site actif de I’enzyme mais sans donner de réaction. L’inhibiteur (I)
entre en compétition directement avec le substrat (S) pour un site actif de I’enzyme (E). La
fixation de I’inhibiteur empéche celle du substrat et réciproquement. Leurs fixations
sont mutuellement exclusives. Il'ya donc formation de deux complexes (El) et (ES). La
présence du complexe (EI) ralentit la réaction de formation de produit (P) en diminuant la

concentration de I’enzyme libre (E) *.

Le mécanisme réactionnel est représenté dans le schéma 7 :

K .
E+ S ' B —=e Eip
+ 1 K K2
Ky
EI X » pas de réaction

Schéma I. 7. Mécanisme réactionnel de 1’inhibition compétitive.

Différents modeles rendent compte du mécanisme de I’inhibition compétitive.

a. Le substrat et I’inhibiteur ont le méme site de fixation (mod¢le classique). Dans ce
modéle il n’existe qu’un seul site de fixation pour les deux molécules (substrat et inhibiteur).
La fixation exclusive résulte d’une analogie de structure entre le substrat et 1’inhibiteur

(figure.1 modelel).

b. Les sites de fixation du substrat et de I’inhibiteur sont distincts. 1l existe d’autres
modeles ou le substrat et I’inhibiteur se fixent sur des sites distincts. Malgré la possibilité

de fixation de l’inhibiteur et du substrat sur ’enzyme dans des emplacements différents,
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le mécanisme de [I’inhibitionn est considéré de type compétitif, pour diverses raisons

structurales, parmi lesquelles :

- L’encombrement stérique de I’inhibiteur qui empéche la fixation du substrat sur son

site actif (figure.3, modele2),

- Le substrat et I’inhibiteur ont un groupe en commun qui se fixe a ’enzyme sur un

troisieme site de fixation (figure.3, modele3),

- Les sites de fixation du substrat et de I’inhibiteur se recouvrent (figure.3,

modele4),

- La fixation de linhibiteur, généralement de structure différente de celle du
substrat, induit un changement de conformation de I’enzyme qui déforme ou masque le

site de fixation du substrat (et inversement) (figure.1, modele5).

S et] sont en compétition sur
le site actif (analogie structarale)

L'encombrement sténgue de |
empeche Ja fixstion de S

S et ont un groupe en commun qui . s
se fixe surun Jeme site fa fixation de ] induit un changement

de conformation qut masque le site de
fixation de S (est inversement

Figure 1. 3. Les différents modéles de I’inhibition compétitive*.
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4.2.1.1.1. Cinétique de ’inhibition compétitive :

Si, & une concentration donnée de substrat [S], on appelle V' et Vi, les vitesses

initiales mesurées en présence et en absence d’inhibiteur sont respectivement :

_ Vinax-[S]

P = Koy 5] eq.9
I __ Vmax-[S]
Avec k7P = (1+5) K, eq.11
1

Avec :

- Vmax: la vitesse maximale de réaction, [I] la concentration de I’inhibiteur (1),

- K;:constante d’inhibition, qui définit I’affinité de I’enzyme pour I’inhibiteur. Plus la valeur
de cette constante est faible plus I’inhibiteur est efficace.
K,"P:constante de Michaelis Menten apparente. Cette constante augmente avec la

concentration en inhibiteur ce qui ralentit la vitesse de formation de produit de réaction

comme montré dans la figure 4 ou la valeur du K,, (en absence d’inhibiteur) est accrue d’un
facteur de 1 +Z—] (présence d’inhibiteur). Quand [I] est nulle, les deux équations (eq.9) et
I

(eqg.10) sont identiques.

Viad2 [ A 1RO

Y

Ky Ky [S]

Figure 1. 4. Représentation graphique de la vitesse initiale en fonction de la concentration de
substrat.

22



Chapitre | : Les glycosidases et leurs inhibiteurs

On peut déterminer expérimentalement les valeurs de la vitesse maximale et la

constante de Michaelis en tracant la courbe double inverse selon Lineweaver-Burk

Vii =f (é) (figure 5) ou selon la courbe de Hanes-Woolf % = f([S]) (figure 6).

1V A (==,

[T

sans mhibition

=g - VR0 gy, P “IE]-

Figure 1. 5. Représentation double inverse Vi =f (é) selon Lineweaver-Burk

La représentation de Hanes-Woolf pour différentes concentration en inhibiteur (figure

6) donne plusieurs droites paralleles, qui permettent d’obtenir les différentes constantes de

1

Michaelis K,,"" et la vitesse maximale Vmax. Les droites de pente ( )coupent I’axe des

VMax

. 1
abscisses au (W>
Ky

— 11T

% : 151

Figure 1. 6. Représentation graphique [Vi] = f([S]) selon Hanes-Woolf.
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La détermination expérimentale de la constante d’inhibition K; est réalisée a partir de

la représentation graphique de la constante de Michaelis pour différentes concentration

d’inhibiteur (I) (eq.11). On obtient une droite qui coupe 1’axe des abscisses en (—K;)(figure

7).

parune panfe =0
[Tk

- m

Figure I. 7. Représentation graphique K, = f([I]) selon Lineweaver-Burk.

Il faut noter qu’en présence d’inhibiteur compétitif la constante de Michaelis
K, augmente avec ’augmentation de la concentration de I’inhibiteur (I). Le critére décisif de
I’inhibition compétitive concerne la vitesse maximale de réaction Vmax qui ne doit pas étre
affectée par la présence de I’inhibiteur 1. Toutes les droites, dans le graphe double inverse de
Lineweaver-Burk (figure 5), ont une intersection commune avec 1’axe des ordonnées. Cela

signifie que I’inhibiteur compétitif peut étre libéré a concentration saturante de substrat.

4.2.1.1.2. Activité fractionnaire et degré d’inhibition :

L’activité fractionnaire (a) ou vitesse relative est définie par le rapport des vitesses

initiales mesurées en présence et en absence d’inhibiteur® :

a—V—iI— Ky + 5] eq.12
Vi KM(1+[KLI]>+[S] .

L’activité fractionnaire est souvent exprimée en terme de pourcentage d’inhibition

(i%) :

I
i=1—a= U] eq.13

K,(l +%> + [I]
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Le degré d’inhibition induit par un exceés d’inhibiteur compétitif est maximal
quand la concentration du substrat et la concentration de I’inhibiteur sont beaucoup plus

importantes que K,, et K; respectivement.

4.2.1.1.3. Mesure du parametre 1Csy :

Le paramétre ICso représente la concentration d’inhibiteur pour laquelle la vitesse
initiale de formation de produit diminue jusqu’a la moiti€¢ de sa valeur mesurée en

absence d’inhibiteur (eq.14).

V.
ICso = [I] pour V! = ?l eq.14

1
La valeur expérimentale d’IC50 est obtenue a partir de la courbe %z JA4))

3

(figure.8).

1
Figure 1. 8. Détermination expérimentale d’ICs a partir de la courbe Z—‘l = f(l1D

Pour une inhibition compétitive, ’expression qui détermine la valeur d’ICspest

la suivante:

K;
ICSO :_[S] +KI eq.15
Ky

4.2.1.2. Inhibition non compétitive :
Dans le cas d’inhibition non compétitive, 1’inhibiteur n’a aucune influence sur la
fixation du substrat (et réciproquement), les sites de fixation du substrat et de

I’inhibiteur sont distincts. En conséquence, I’inhibiteur se fixe de fagon réversible a la fois
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sur ’enzyme (E) et sur le complexe enzyme-substrat (ES), de méme le substrat se fixe a
I’enzyme libre (E) et au complexe enzyme-inhibiteur (El). Les inhibiteurs non

compétitifs n’ont pas d’homologie structurale avec le substrat®.

Il existe deux types d’inhibition non compétitive : 1’inhibition non compétitive

pure et I’inhibition non compétitive mixte.

4.2.1.2.1. Inhibition non compétitive pure :
Dans ce cas, la fixation de I’inhibiteur ne modifie pas la maniére dont se fixe le
substrat, mais empéche les ajustements conformationnels du site actif nécessaires pour la

catalyse. Dans ce cas les valeurs de K; et K, sont égales (figure 9)*.

9( 5> pas de reaction

Figurel. 9. Mécanisme d’inhibition non compétitive pure.

En présence d’inhibiteur non compétitif, la représentation graphique de la vitesse
initiale de réaction V; (eq.09) en fonction de la concentration du substrat montre que la valeur
de la constante de Michaelis Kj, n’est pas modifiée. Cela peut signifier que I’affinité

de ’enzyme libre (E) et celle du complexe (EI) pour le substrat (S) ne sont pas modifiées, par

contre la vitesse maximale 1., a diminué (figure 10).

|4 [S]
V= —2, .16
C LI Ky + 8] “
+ FI
Soit V! = v,ggf.% eq.17
M
Avec Vabp = Imax eq.18
e
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sans inhibiteur

Figure 1. 10. Représentation graphique de V! = f([S]) dans le cas d’inhibition non
compétitive pure.

Les parameétres cinétiques Ky et Vmax peuvent étre déterminés expérimentalement en
tracant la courbe double inverse selon Lineweaver-Burk %= f (é) (figure 11). En présence

de différentes concentrations de 1’inhibiteur (I), on obtient des droites qui coupent 1’axe des

. . 1 / PP .
abscisses sur le point (—K—) et coupent l’axe des ordonnées en différents points
M

, 5 . . 1 .
représentant 1’inverse des vitesses maximales apparentes (W) Plus la concentration de

max

I’inhibiteur (I) augmente plus V4, diminue.

Figure 1. 11. représentation graphique double inverse selon Lineweaver-Burk pour
I’inhibition non compétitive pure.

4.2.1.2.1.1. Détermination du Degré d’inhibition et de I’ Cs :

Dans le cas de I’inhibition non compétitive pure, le degré d’inhibition (i) et le

parametre 1Cso sont exprimes par les équations (eq.19) et (eq.20) respectivement :

i = L] eq.19
K, + ] T
ICSO = KI eq.20
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4.2.1.2.2. Inhibition non compétitive mixte :

Dans ce cas, la liaison de I’inhibiteur (I) avec I’enzyme (E) influence la liaison du
substrat (S) avec ’enzyme. Les valeurs de K, et K; ne sont pas égales. K, et V., sont

altérées par la présence de I’inhibiteur (I) et ne sont pas constantes (figure 12 et figure 13).

K| WV M5-{TLATh

\ \ s

Ly el Vg

Figure 1. 12. tracé double inverse de Lineweaver-Burk dans le cas d’inhibition non
compétitive mixte (pour K; < Kj).

M3-ATEAT,

i A
/* | :
i =T

Figure I. 13. tracé double inverse de Lineweaver-Burk dans le cas d’inhibition non
compétitive mixte (pour K; > K;).

Dans le cas d’une inhibition mixte la vitesse initiale est définie par I’équation suivante :

eq.21
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Avec: a=1+ﬂeta’=1+[4
K] K]

On peut écrire 1I’équation (eq.21) sous la forme :

[S]
vi=y bl eq.22
i max K;pp + [S]

1%
Avec: Vel =2 et KPP = Ky

Dans la représentation graphique double inverse de Lineweaver-Burk (figures 12 et

13), les points d’intersection des droites avec l’axe des ordonnées et avec I’axe des

o’ a

et

’
max a'Km

abscisses représentent les termes respectivement.

4.2.1.2.2.1. Détermination du degré d’inhibition (i) et de I’'ICsp :

Le degré d’inhibition (i) et le paramétre ICsp pour une inhibition non compétitive

mixte sont définis ci-dessous par les équations (eq.23) et (eq.24) respectivement :

ioq o KutlS] 00,23
aKy + a'[S] T
Ky + [S]

ICch = ———= eq.24

© " Ky [S] 1
KI KII

4.2.1.2.2.2. Modé¢les d’inhibition non compétitive mixte :

I1 existe deux modéles alternatifs d’inhibition non compétitive mixte (figure 14). Le
modele 1 suggere qu’il n’y a pas de passage conformationnel possible entre les deux
complexes enzyme-substrat (ES) et enzyme-substrat-inhibiteur (ESI), c’est-a-dire que le
complexe enzyme-inhibiteur (EI) peut fixer le substrat (S) pour donner le complexe inactif
(ESI), mais le complexe (ES) ne peut pas fixer I’inhibiteur (I). Le modéle 2 suggere qu’il
n’y a pas d’équilibre entre les deux complexes (EI) et (ESI), c’est-a-dire que le complexe (ES)
peut fixer 'inhibiteur (I) pour donner le complexe inactif (ESI), en revanche le substrat (S) ne

peut pas étre fixé sur le complexe(EI)**.
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F1 pout fixer § {fesmation de ESI)
maas ES ne pent pas fiver I

|| K Modéle2 || K

Figure 1. 14. modé¢les d’inhibition non compétitive mixte.

4.2.1.3. Inhibition incompéetitive :

Ce type d’inhibition est aussi appelé inhibition par blocage du complexe
intermédiaire, 1’enzyme et le substrat forment d’abord le complexe enzyme-substrat
(complexe intermédiaire), puis I’inhibiteur se fixe a ce complexe. Il y a formation d’un

complexe ternaire (ESI) inactif (schéma 8).

K Keai
E+ S . ES =—— E+P
K, + 1 Ko
Ky
ESI x »= pas de réaction

Schéma 1. 8. Mécanisme d’inhibition incompétitive.
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La fixation du substrat (S) a I’enzyme, au niveau du site C (figure 15), induit

un changement de conformation, formant ainsi le site de fixation de I’inhibiteur (I).

Py S ] -.-u‘*“""’nwﬂ-w

D - '
=2 o
'Av:}: s (_‘.: Enzvme seu T i:‘!:;::\: xat &
F "i Pt o G TR CH
5 oAt qa-:o:t\""‘ pe Por o Laea
panias . ]

sawr
SR ey s AR
EeTass

Figurel. 15. Formation du complexe inactif ESI

La vitesse de réaction en présence d’inhibiteur incompétitif est définie par 1’équation

eq25 ou eq26 selon :
|74 S
Vil= ma[xl]. e [] eq.25
1+ % — 7+ [S]
Kiq Ul
K;

iy 15]

i = max-KI\c;pp_I_[S] eq.26

. 7arp _ Vmax app _ Km
Avec: Vnax = "1 LKy =—p

Les différents parameétres cinétiques, vitesse maximale, constante de Michaelis et
constante d’inhibition, sont déterminés a partir de la représentation graphique double inverse
selon Lineweaver-Burk (figure 16).
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[Tk

;A

Figure I. 16. Représentation graphique double inverse selon Lineweaver-Burk pour
inhibition incompétitive.

On obtient, selon le graphe, des droites paralleles de pente egale a (me

max

) qui coupent

, . N AW i .
les axes des ordonnées et des abscisses aux points | — | et K—’ respectivement.

max m

4.2.1.3.1. Degré d’inhibition et I1Cs :

Le degré d’inhibition (i) et le parametre ICso pour une inhibition incompétitive sont

donnés par les équations (eq.27) et (eq.28) respectivement :

[111S]

i= eq.27
KK + (K; + UDIS] 1
KK,
ICsy = ﬁ + K, eq.28

(ICso = 2K; pour [S] = Kp,)

En présence de ce type d’inhibiteurs, les valeurs des deux parametres
diminuent avec I’augmentation de la concentration de I’inhibiteur. Cela est expliqué par la
diminution de concentration en enzyme active a cause de la formation du complexe inactif
(ESI).
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Cette inhibition ne peut étre levée par un exces de substrat. En effet, plus il y a de
substrat, plus il y a formation de complexe (ES) et plus 1’équilibre de fixation de I’inhibiteur

(1) est déplacé en faveur du complexe (ESI).

4.2.2. Inhibition irréversible :

L’action d’un inhibiteur est irréversible quand il se forme une liaison covalente

entre I’enzyme et I’inhibiteur. Ce type d’inhibiteur est appelé inactivateur.

La cinétique de la réaction est similaire a celle d’une réaction en présence d’un
inhibiteur non compétitif car il y a perte d’enzyme actif (schéma 8). Mais, contrairement a ce
qui se passe dans [I’inhibition réversible, la dilution ou la dialyse de la solution
contenant le complexe enzyme-inhibiteur (EI) ne restaure pas 1’activité enzymatique car le

complexe ne peut pas se dissocier.

K .

E+ S : ES S Eap
Ko + 1 K2
K

E 4+ 1 —_— ] +.. pas de réaction

Schéma I. 9. Mécanisme d’inhibition irréversible.

L’étude de Vleffet des inhibiteurs irréversibles est souvent utilisée pour
déterminer les groupes actifs du site catalytique. Un exemple d’inactivateur est le gaz
neurotoxique, employé dans la deuxieme guerre mondiale, le di-isopropylfluorophosphate
(DFP).

L’¢étude de l'effet de ce composé sur I’activité des protéases a sérine a permis
d’identifier la sérine 195 et I’histidine 57, les deux résidus impliqués dans la catalyse. La
sérine 195 attaque le groupe fluorophosphate du DFP en formant une liaison covalente

(phosphoester) qui rend cette inhibition irréversible (schéma 9)*'.
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,;‘-"F-'rms
CH
o— 2
H,C u}]! ]
" 8/ \\.J CH;
CH;, UséH
CH,4
F
Ser s
HaC H,C
H 0 |
C \P"’D CH
3 3
oZ \
0 H
CH;

di-isopropyl luorophosphoryl-protéase

Schéma 1. 10. Mécanisme d’inhibition de la protéase par le di-isopropylfluorophosphate.
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4.3. Inhibiteurs des glycosidases :

Les roles catalytiques critiques des glycosidases ont mis en avant le développement de
leurs inhibiteurs qui peuvent présenter plusieurs types d’activité pharmacologique. Isolés ou
synthétisés, les stratégies de développement de ces inhibiteurs sont généralement orientées
vers des structures mimant le substrat ou son état de transition*®. Pour certains composés,
l'activité inhibitrice est parfois attribuée a de fortes interactions avec le site actif sans

correspondre & un mimétisme du substrat ou son état de transition.*°

Dans cette partie, nous avons choisi de présenter quelques exemples d'inhibiteurs
significatifs de glycosidases sous forme de familles regroupés selon leurs propriétés

structurales en deux catégories: les inhibiteurs mimétiques et les inhibiteurs non-mimétiques.

4.3.1. Les inhibiteurs mimétiques :

4.3.1.1. L'acarbose et ses analogues :

L'acarbose est un pseudotétrasaccharide, isolé dans les années 70 d'une souche
bactérienne d'Actinoplanes. Ce composé qui mime le maltotetraose, possede une unité
aminocyclitol insaturee liée a un aminodidésoxyglucose, lui-méme lié a un maltose (Figure
17) connu comme un puissant inhibiteur d'a-glucosidases intestinales™. A ce titre, au début
des années 1990 il a été le premier inhibiteur d'a-glucosidases commercialisé sous le nom

Glucor® ou Glucobay® par la société Bayer pour le traitement du diabéte de type I1°*.

OH

HO
OH 0

HN \

HO OH
AN
HO 0|>I OH
AN
Acarbose HO OH

OH

Figure 1. 17. Structure chimique de 1’acarbose.

La présence de plusieurs caractéristiques en commun entre l'unité aminocyclitol
insaturée de l'acarbose et I'état de transition du substrat permet une haute affinité avec le site
actif ce qui est a l'origine de l'activité inhibitrice importante de ce composé vis-a-vis 1'a-
glucosidase. Cet aminocyclitol insaturé appelé valiénamine (figure 18) isolés d’une souche de
Streptomyces lygroscopicus, est lui méme un bon inhibiteur d'a -glucosidases intestinales®.

Des composes analogues de la valaiénamine tels que la validalamine et la valiolamine, isolés
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de la méme fermentation de microorganismes ont également présenté une bonnne activité
inhibitrice, (figure 18)>. 1l existe également d'autres analogues synthétisés tel que le
Voglibose (figure 18) qui est un inhibiteur puissant d'a -glucosidases et actuellement
commercialisé sous le nom Basen® par la société Takeda pour le traitement du diabete de
type 11°*%°,

0 0

oH OH H H
HO HO HO HO
HO HO HO I HO o Ol
ol OH \H, on L HO Hf\"<:
z OH

2

Valiénamine Validamine Valiolamine Voglibose

Figure 1. 18. Structures chimiques de Valiénamine, Validamine, Valiolamine et de
Voglibose.

De méme, certains pseudooligosaccharide analogues de l'acarbose ont été etudiés, tels
que, la validoxylamine A, la validamycine A et I'a-méthylacarviosine (figure 19). Ce dernier a

montré une excellente activité inhibitrice vis-a-vis des a-glucosidases intestinales>* °°.

OH
OH
OH
HOT
HO
HO OH HO
OH HO HN
HN

HO

HO OH H;C

3
HN 0

OH oH HO
OH OH
HO™ { HO o OH OCHj
HO" HoO
OH
Validoxylamine A Validamycine A a-méthylacarviosine

Figure I. 19. Structures chimiques de validoxylamine A, validamycine A et de l'a-
méthylacarviosine.

4.3.1.2. Les aminosucres et leurs analogues :

Partant du méme principe de mimisme, la classe des inhibiteurs a base d'aminosucres a
été développée en remplacant lI'oxygéne endocyclique d'un monosaccharide par un atome
d'azote qui sera protoné en mimant I'état de transition du substrat a pH physiologique lors du
processus catalytique®’. En 1967, la nojirimycine (figure 20) isolée d'une souche de
Streptomyces nojiriensis, a été découverte en tant qu'un premier aminosucre naturel
présentant une bonne inhibition pour les a- et les B-glucosidases. Cependant ce composé est

instable & cause de la présence du groupement hydroxyle porté par le carbone C1 8,
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Depuis, plusieurs "désoxynojirimicine™ ont été isolés et synthétisés pour former une
nouvelle classe "d'aza-glycomimetiques” ayant une bonne activité inhibitrice vis-a-vis de
certaines glycosidases® **®!. Parmi ces composés, la N-hydroxyéthyl-1-désoxynojirimycine
ou "Miglitol" (figure 20) en tant qu'un inhibiteur puissant d'a-glucosidases intestinales®, a été
mis sur le marché sous le nom Diastabol® par la société Sanofi-Aventis pour le traitement du
diabéte de type Il. On peut également citer le Zavesca/Miglustat, un analogue du miglitol

possedant une chaine butyle, prescrit pour combattre la maladie de Gaucher en inhibant la

HO HO
HO NH HO NH
HO HO
OH H OH

glycosyltransférase®.

O
Nojimicine Désoxynojimicine

HO HO r—/i
/ OH /
HO N HO N

HO HO
OH OH
Miglitol Zayesca Miglustat

Figure 1. 20. Structures chimiques de quelques aminosucres et analogues inhibiteurs de
glycosidases.

Les aninosucres inhibiteurs de glycosidases existent egalement sous d'autres formes,
autre que forme pyranique. A titre dexemple, on peut citer le swainsonine et le
castanospermine (figure 21) ayant une forme bicyclique, le premier est un bon inhibiteur d'a-

64,65 ot le deuxiéme est un

mannosidase Il impliquée dans la maturation des glycoprotéines
inhibiteur d'a-glucosidase® qui se révéle trés intéressant contre la maladie de dengue en
inhibant l'a-glucosidase de réticulum endoplasmique ce qui pourrait empécher la

propagation du virus®’.

En revanche, quelques composés glycomimétiques sous forme furaniques ont
également prouvé leur effet inhibiteur sur certaines glycosidases sélectives pour les sucres a
six chainons. A titre d'exemples, nous citons la 2,5-dihydroxyméthyl-3, 4-

dihydroxypyrrolidine "DMDP" (figure 21), un trés bon inhibiteur d'a-glucosidases et de [-
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galactosidases®, connue principalement pour son inhibition de fructofuranosidases®, de
méme, le 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabinitol "D-AB1" analogue de D-arabinofuranose
(figure 21) , qui est egalement un excellent inhibiteur d'a-glucosidases avec une meilleure
sélectivité que la DMDP®?,

HO
HO N
HO
HO OH OH
Swainsonine Castanospermine
HO H HO
N {
HO HO
OH OH OH
DMDP D-ABI

Figurel. 21. Structures chimiques de quelques aminosucres et analogues inhibiteurs de
glycosidases avec des formes bicyclique et furanique.

4.3.1.3. Salacinol et katalanol :

Le Salacinol, le Katalanol (figure 22) ont été isolés a partir de certaines plantes
médicinales de Salacia : Salaciareticulata, Salaciaoblonga et Salaciachinensis, prescrites
depuis longtemps dans la phytothérapie pour le traitement de plusieurs maladie telle que le
diabéte®®. Ces composés et leurs dérivés isolés et synthétisés sont identifiés comme une
nouvelle classe d’inhibiteurs puissants de glycosidases avec une excellente sélectivité vis-
a-vis des a-glucosidases’®"!. Cette sélectivité a été expliquée par leur structure zwitterionique
comprenant un ion sulfonium endocyclique, qui peut étre considéré comme mimant I'oxygene
endocyclique de I'état de transition chargé positivement en réagissant de la méme facon
gu'une amine déportonée (chez les inhibiteurs aza-glycomimitique) avec les résidus du site

actif’®.
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OH

Salcinol Katalanol

Figure 1. 22. Structures chimiques de salacinol et katalanol.
4.3.2. Les inhibiteurs non-mimétiques :

4.3.2.1. Flavonoides :

Les flavonoides sont des substances tres repandues dans la nature ayant
principalement un effet antioxydant’>"®. Leurs structures sont représentées avec un squelette
de base polyphénol, dont un noyau benzénique est fusionné avec un pyranne héterocyclique
OU un noyau pyrone, qui en position 2 ou 3 porte un anneau de phenyle (figure 23).
L'identification de milliers de dérivés de flavonoides isolés a partir des plantes, a permis la
répartition de ces composes en plusieurs sous-familles selon leurs structures chimiques, telles
que les flavonols, les flavanones, les flavones et isoflavones et les anthocyanes (figure
23)°.

O
Flavanones
+
o 1
N
Z > 0H
Isoflavones Anthocyanidines

Figure 1. 23. Structures chimiques des principales sous-familles de flavanoides.
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Mis a part leur effet antioxydant, certains flavonoides isolés et synthétisés ont suscité
un grand intérét en raison de leur effet bénéfique prouvé sur la santé humaine en présentant
des propriétés pharmacologiques variées telles que : [leffet anti-inflammatoire’,

78, 79

antitumorale , oestrogénique®® et notamment dans le traitement de certains troubles

métaboliques comme Il'obésité et le diabéte®.

Cet effet antidiabétique a été interprété dans la littérature par le pouvoir inhibiteur de
ces composeés et de leurs dérivés vis-a-vis des glycosidases et notamment I'inhibition des o-
glucosidases intestinales par certains flavonoides tels que le vitexine et 1’isovitexine (figure
24), isolés & partir de I’extrait éthanolique du haricot Azuki (vignaangularis) ® ainsi que le
dolichandroside et I’aloesaponrine, isolés a partir de dolichanronefalcata qui ont montré une

activité inhibitrice & la fois sur I’a-glucosidase intestinale et sur celle de levure %.

Par contre, d'autres derivés tel que le coumestrol, identifié¢ dans les feuilles de soja,
ayant un effet inhibiteur puissant sur 1’a-glucosidase de levure, pour lequel aucune donnée n’a

été signalée prouvant son pouvoir inhibiteur sur les a-glucosidases intestinales .

Me(d = 0 0
0 a
. OH
OH O Me(d N ou \/\Q/
R, =Glu, R; = H, Vitexine HO OH

HO  OH

R = H. Rs = Glu, lsovitexine Dulichandroside

OH -0 HO 0. 0
0 (L
OH ) O
0

Alsesaponrine Coumestrol OH

Figure I. 24. Structures chimiques de quelques dérivés de flavanoides d’origine naturelle
inhibiteurs d'a-glucosidases

Il existe egalement des précurseurs de flavonoides abondants dans les plantes
comme les chalcones®™. Ces composés présentent plusieurs effets pharmacologiques, telles
que Dactivité anti-inflammatoire®™, anticancéreuse®”, anti-HIV® ainsi qu'une activité

inhibitrice puissante sur l'a-glucosidase. Certains chalcones isolés a partir des plantes comme
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I'Angelicakeiskei, le xanthoangelol, le isobavachalcone et le 4-hydroxyderricine (figure 24)
ont montré une inhibition sélective pour la maltase de levure® ®°. De méme, des chalcones
synthétisés tels que les aminochalcones (figure 25) ont également constitué une classe
d’inhibiteurs de glycosidases ayant le pouvoir d'agir spécifiquement sur l'a-glucosidase, I'a-
amylase et la B-amylase®. En particulier, les chalcones sulfonamides avaient montré des

activités inhibitrices de I’a-glucosidase plus puissantes que celles des chalcones aminés ce

qui a permis de construire une nouvelle classe d’inhibiteurs d’a-glucosidase hautement
90, 91

spécifiques a base de chalcones

OH

Isobavachalchone xanthogenol 4-hydroxyderricine

Quercetin Myricetin

OH O OH O

ay (1 U
S—NH oH HoN
I C|

0 OH

Chalcone sulfonamide

] OH
OH
Aminochalcone

Figure 1. 25. Structures chimiques de quelques dérivés de Chalcones inhibiteurs d'a-
glucosidases.

4.3.2.1. Les xanthones :

Les xanthones et leurs dérivés sont largement répandus dans la nature et sont isolés a

partir de plusieurs sources naturelles telles que les lichens, les champignons et d’autres
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plantes®*®*. s représentent une classe de polyphénols hétérocycliques possédant un dibenzo-
y-pyrone comme squelette de base (figure 26).

@

O

Figure 1. 26. Structure chimique du squelette de base des xanthones.

Ces dernieres années, le développement des dérivés de xanthones a fait I'objet de
plusieurs travaux de recherche dans le but d'isoler et de synthétiser de nouveaux dérivés

biologiquement actifs®. Ces composés ont manifesté plusieurs effets biologiques et

%. 97 antibactérienne®®, anti-

102 103

médicinaux trés importants tels que [lactivité antioxydante

100, 101

inflammatoire®, anticancéreuse , anti-coagulant/anti-plaquette™*, anti-champignons™" et

sont notamment connus en tant qu'anti-hyperglycemique grace a leur potentiel d'agir sur 1'a-

glucosidase™®**%.

Les xanthones synthétises ainsi que ceux isolés des plantes et des champignons
peuvent é&tre classés, selon leurs structures chimiques, en quelques sous famille.
Principalement, les xanthones oxygénés, les benzo-xanthones, les xanthone glycosides, les

xanthones prenylated et les xanthonolignoids™.

4.3.2.1.1. Les xanthones oxygeénés :

Comme l'indique leur nom, ces composés posseédent un ou plusieurs substituants
oxygenés dont les plus étudiés sont les xanthones polyhydroxylés pour leur large distribution
dans plusieurs plantes médicinales comme I'hypercum chinense, Garcinia xanthochynus,
Polygala japonica, Polygala crotalarioides, Securidaca inappendiculataet et Garnica cowa .
Etant isolés ou synthétisés, ces dérivés mono, di ou poly-oxygenés, ont montré plusieurs
effets biologiques intéressants tels que, a titre d'exemple (figure 27), l'effet thérapeutique sur
des maladies cardiovasculaire du 1,3,6,7-Tetrahydroxy xanthone %7, I'effet antidiabétique du
Bellidifolin'®, l'effet antioxydant du 1,7-dihydroxy-2,3,8-trimethoxyxanthone'®, [effet
hépato-protectif du 3,4-dihydroxy-2-methoxyxanthone et 2,3-dihydroxy-4-
methoxyxanthone® ainsi que I'activité anti plaquette et anti hypertensive de certains alkoxy-

xanthones'° .
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OMe

OH O OH O OH
OMe O  OH HO
HO OMe | O | O
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1,7-dihydroxy-2,3,8-trimethoxyxanthone Bellidifolin 1,3,6,7-Tetrahydroxy xanthone
O O
CLCC,
L, oo
OH OMe
3,4-dihydroxy-2-methoxyxanthone 2,3-dihydroxy-4-methoxyxanthone

Figure 1. 27. Structures chimiques de quelques xanthones oxygénés biologiquement actifs

En 2006, le potentiel de certains flavonoides d'agir de maniere sélective sur 1' a-
glucosidase ainsi que la similarité structurale entre ces derniers et les xanthones ont inspiré
Yan Liu et ses collegues pour synthétiser une serie de xanthones oxygénés y compris
plusieurs xanthones hydroxylés (figure 28), afin d'évaluer leurs activité inhibitrice vis-a-vis de
l'a-glucosidase. Cet étude a montré une activité inhibitrice excellente des xanthones
polyhydroxylés par rapport a celle des autres xanthones oxygénés qui s'est révélée moins
intéressante *°*. Ces résultats ont été confirmés ultérieurement par des études évaluant la

relation quantitative structure-activité (QSAR)™ .

oH o© oh o
I on ” OoH |o| OH
L AL, SO
Ho °© HO o OH o oH
OAc O  OAc o onc OH O  OH
I [l I
AcO
CLRL. T LK
AcO o OAc o oncHO o oH
o  oH o  OH
I /]
O o O Om O o O O/\<C,J
o

Figure 1. 28. Structures chimiques de quelques xanthones oxygénés inhibiteurs d'o-
glucosidase.
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4.3.2.1.2. Les xanthone glycosides :

Largement répandus dans la nature, ces composés sont isolés principalement a partir
des plantes médicinales manifestant plusieurs activités pharmacologiques. Les xanthones
glycosides peuvent étre distingués, selon la nature de la liaison xanthone-glycoside, en
xanthones O-glycosides et xanthones C-glycosides.

- Les xanthones O-glycosides : Ces composés isolés a partir des plantes possédent une
partie glycoside attachée au squelette dibenzo-y-pyrone par une liaison C-O. Certains
xanthones O-glycosides tels que les Kouitchensides (1-4) (figure 29), étant facilement
hydrolysables dans un milieu acide ou enzymatique, ont montré de bonne a excellente affinité
vis-a-vis l'a-glucosidase. Ces composés ont été isolés de la plante médicinale Swertia
Kouitchensis Franch (Gentianaceae) largement répandue en chine et connue en médecine
traditionnelle pour son effet antidiabétique grace a sa capacité de contrdler I'hyperglycémie

postprandiale en inhibant I'a- glucosidase™*?.

HO
o

Rs |O| Ry Glc: OH
) O O ) )
o R, o

R, Rs Xyl N
OH

Kouitchenside 1 (Ry: O-glc(6-1)-xyl, R,: OCH, Rz OCHs, R4 H, Rs: OCH3 Rg: OCHy)
Kouitchenside 2 (Ry: O-glc(6-1)-xyl, R,: OCH, Rz H, R4: OCHj3, Rs: H Rg: OCHs)
Kouitchenside 3 (Ry: O-glc(6-1)-xyl, R,: OCH R3: H, R4: OCHj3, Rs: OCH3 Rg: OCHy)
Kouitchenside 4 (R;: OH, R,:0-glc(6-1)-xyl R3: OCHgz, R4: OCHg, Rs: H Rg: OH)
Kouitchenside 5 (R;: OH, R,: OCH; Rs: H, R4: OH, Rs: H Rg: O-glc)

Figure 1. 29. Structures chimiques de quelques xanthones O-glucosides inhibiteurs d'o-
glucosidases.

- Les xanthones C-glycosides : sont des analogues stables des xanthones O-glucosides ayant
plus de résistance pour I'hydrolyse en milieu acide ou enzymatique, dont le substituant
glycosidique est attachée au squelette dibenzo-y-pyrone par une liaison C-C. Mangiferin et ses
analogues isomangiferin et homomangiferin (figure 30) ont été les premiers xanthones C-

113-115

glycosides extraits a partir de Mangifera indica (Anacadiaceae) , & montrer plusieurs
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effets pharmacologiques (antioxydant, anti-inflammatoire, anti-tumoral, antimicrobien,

116, 117

antiviral, et antidiabetique) avec de tres faibles toxicites , ce qui a favorisé le profil

pharmacologique des xanthones C-glycosides pour étre considérés comme une classe

importante de médicaments candidats. Ces xanthones C-glycosides et d'autres analogues ont

été synthétisés’*® ou identifiés & partir d'autres plantes médicinales ,comme la Swerita

Kouitchensis, Hypericum canariense L (Hypericaceae) et I'Aquilaria sinensis, en tant

qu'excellents inhibiteurs d'o-glucosidases®® 112 118 119

HO
OHY OH
Ho'} °
RO o OH
HO o OH
HO 0
OH C C
HO
Ho - OH
OH o
OH o

Mangiferin (R = H)
Homomangiferin (R= CH3)

OH
HO o OH
HO O Cl CI
Ho OH
HO OH
OH 0

Aquilarixanthone

Isomangiferin

Figure 1. 30. Structures chimiques de quelques xanthones C-glucosides inhibiteurs d'a-
glucosidases.

4.3.2.1.2. Prenylated xanthones :

Cette classe de xanthones regroupe les xanthones substitués par des groupements de
pentenyle et geranyle, les oxyprenylated xanthones, pyrano-xanthones et les furano-
xanthones'?°. Les analogues synthétisés ainsi que ceux isolés ont été identifiés comme des
composés prometteurs pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques et

notamment le développement des anti cancéreux'?*.

En 2011, Hyung Won Ryu et ces colégues ont identifié une série de prenylated
xanthones a partir des fruits de Garcina mangostane manifestant une activité anti-
hyperglicemique par la diminution de l'absorbtion postprandiale ce qui a été confirmé avec

I'évaluation de leur potentiel d'agir sur I' a-glucosidase’”. Un an plus tard, une autre série de
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prenylated xanthones inhibiteurs d' a-glucosidases a été identifié a partir des tiges de Garcina

noblis!?.

Figure 1. 31. Structures chimiques de quelques prenylated xanthones inhibiteurs d'a-
glucosidase.

4.3.2.1.2. Les benzoxanthones :

Ces composés possedent un ou plusieurs noyaux benzéniques fusionnes avec le
squelette dibenzo-y-pyrone conduisant a une extension du systéme conjugué, cette extension a

été identifie a l'origine de I'excellente inhibition des benzoxanthones vis-a-vis de l'a-
124,125

O  OH
COC
R; o) OH O o O OH

R,=R,=H
R,= H, R,=OH
R,= OH, R,=H

glucosidase

Figure I. 32. Structures chimiques de quelques benzoxanthones inhibiteurs d'a-glucosidases
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Chapitre 11. Criblage virtuel : voie d’accés a des substances médicamenteuses

1. Drug discovery: Historique et développement :

Par le passé, la transmission des savoirs ancestraux en médecine traditionnelle a été,
pendant longtemps, un facteur déterminant de la découverte d'un grand nombre de
médicaments. Grace a l'identification de principes actifs extraits de substances naturelles
d'origine végétale, minérale ou animale qui étaient historiquement utilisées et sélectionnées
par l'observation empirique de leurs effets sur le cours des maladies, I'exploration de ces
savoirs ancestraux est toujours d'actualité et constitue une discipline a part entiere,
I'ethnopharmacologie®. Ainsi, la morphine a été isolée du pavot au début du XIX*™ siécle
et ses effets sont decrits par Friedrich Wilhelm ce qui a marqué un tournant historique dans

la recherche de nouveaux médicaments?.

Cinquante ans plus tard, I'essor des medicaments issus de synthéses debute avec la
mise au point de l'acide acetylsalicylique puis sa commercialisation plus tard sous le nom de
marque « Aspirine » par les Laboratoires Bayer®. Depuis, plusieurs médicaments ont été
identifies ainsi. Cependant, la nécessité de développer dautres sources de decouverte et
d'établir une démarche de recherche systématique est rapidement apparue suite aux
nombreuses avancées dans le domaine de la synthese chimique et de la pharmacologie en
permettant 1’élaboration de nouveaux médicaments de plus grande efficacité®. Les
découvertes de médicaments les plus marquantes ont eu lieu au cours des XIXeme et XXéme
siécles et sont résumées dans figure 1°.
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Figure I1. 1. Quelques grandes étapes de la découverte de médicaments au cours du XIXeme

et XXeéme siécle
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Avec la chimie et la pharmacologie, deux autres disciplines ont totalement
révolutionné la recherche de nouveaux médicaments et abouti aux processus actuellement
utilisés dans les phases précoces de recherche et développement (R&D). Il s'agit de la
génétique qui a permis la rationalisation du choix et de [l'utilisation de cibles biologiques
définies au niveau moléculaire et de la bioinformatique avec la mise en pratique de nouveaux

outils de découverte.

La découverte d’une molécule médicamenteuse « drug discovery » est un processus
souvent extrémement long, fastidieux et incertain (Figure 2). Pour chaque nouveau
médicament, le temps s'écoulant entre la premiere étape, au cours de laquelle une cible
biologique pertinente dans un processus pathologique donné est identifi¢e, jusqu’a la mise sur
le marché d’un médicament est estimé a une moyenne de 12 a 14 ans avec un codt global
minimum de 800 millions de dollars®.

4

Figure I1. 2. Etapes du processus de recherche et développement (R&D) des médicaments

En effet, le processus de (R&D), dans I’industrie pharmaceutique, n’est couronné de
succes que pour environ une molécule sur 10000 testées. Les nouvelles méthodes permettant
la découverte de nouveaux médicaments se doivent donc d’innover afin de mettre en évidence
des molécules encore inconnues ayant un certain potentiel d’activit¢ sur des cibles
biologiques connues et les outils mis en place doivent étre capables de guider les chimistes

dans le choix des molécules & cribler et & synthétiser® ’. Ce processus suit les étapes suivantes:
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1.1. Choix d’une cible thérapeutique :

Le processus de découverte d'un nouveau médicament doit logiquement débuter
par la définition d'une maladie pour laquelle le défaut de traitement adapté est efficace
et engendre un réel besoin médical. Il s'agit le plus souvent de pathologies touchant
une grande partie de la population, largement étudiées et avec un fort potentiel
commercial, comme par exemple les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, les

cancers, le diabéte, etc....

Une fois la maladie définie, une cible thérapeutique, a 1’aide de données issues de la
littérature, doit étre identifiée. Cette cible est une biomolécule, en général une protéine ou un

complexe protéique, impliquée dans un processus pathologique.?

Avant de rechercher des molécules capables d’agir sur la cible biologique identifiée, il
est nécessaire de procéder a la validation de cette cible. Cette validation consiste d’une
part a s’assurer de I’effet bénéfique de la modulation de la cible sur la pathologie étudi¢e tout
en vérifiant d’autre part que les consequences de ces altérations ne seront pas néfastes.

Ces parametres régulent ce que I’on appelle la « druggabilité » de la cible® 2.

De nombreux outils in vitro et in vivo sont utilisés lors de cette étape de validation,
parmi lesquels les animaux transgéniques, les petits ARN interférents (ou small
interfering RNA siRNA), les anticorps monoclonaux ou encore la chémogénomique (dont le
but est de fournir une petite molécule pour chaque protéine codée par le génome pour

explorer les fonctions cellulaires et guider la découverte de nouveaux médicaments).'* *2

1.2. Identification de hits :

Dans cette seconde étape, les effets de cible en question sont modulés pour pouvoir
agir favorablement sur le processus pathologique en question, et ceci par interaction avec
des molécules. Ces composés ayant la capacité d’interagir avec la cible et susceptibles de
moduler ses effets sont appelés des « touches » ou « hits ». Les hits sont sélectionnés par le
criblage « screening » de librairies de composés « chimiothéeques » ciblées ou d'autres non
ciblées. Le screening s'effectue, soit par le biais des tests expérimentaux, qui nécessitent le
plus souvent une connaissance approfondie des systéemes étudiés. Ce type de screening, peut
s’avérer trés compliqué a mettre en ceuvre et parfois irréalisable au vu des codts financiers et
temporels trés importants, surtout lors d’un criblage a haut débit HTS «High Throughput
Screening»'®. Pour pallier ces difficultés, des techniques de criblage virtuel sur ordinateur

«in silico» ont été développées. Ce criblage, contrairement aux tests expérimentaux, est
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souvent plus aisé a mettre en ceuvre, peu colteux et relativement rapide. En revanche, ce
criblage donne des résultats prédictifs qui doivent donc ensuite étre impérativement validés

par des tests expérimentaux, ceci représente I'inconvénient majeur de ce genre de screening.**

Par conséquent, la combinaison des deux approches de criblage est utilisée tres
fréqguemment lors des processus actuels de R&D de nouveaux médicaments en considérant
le criblage in silico en tant que premier filtre des chimiothéques afin d'identifier les molécules

les plus prometteuses et restreindre le nombre de composés a cribler expérimentalement®.

1.3 Génération et optimisation des leads :

A ce stade, parmi les hits précédemment choisis, quelques molécules se qualifient
tétes de séries ou « leads ». Les leads idéaux sont des composes plus actifs et plus sélectifs
que les hits dont ils sont issus, tout en présentant des propriétés pharmacocinétiques
optimales, qui vont ensuite permettre de créer des series de composés ayant une activité

démontrée sur la cible choisie®.

L'intervention des chimistes et des chémoinformaticiens est déterminante a cette étape
pour obtenir ces leads, en effectuant de vastes études de relations structure-activité (SAR)
basées principalement sur la variation et la modification des groupements fonctionnels tout en
gardant leurs squelettes de bases des hits. L’analyse des résultats issus de ces études SAR sont
actuellement assistés par des approches bioinformatiques®®, ce qui permet de guider la
sélection de nouveaux leads en optimisant les propriétés favorables d'activité « drug-like »
(activité, sélectivité, toxicité, propriétés physico-chimiques,...)"’ tout en tentant d’améliorer
l'affinité avec la cible et de prouver que l'effet biologique observé est bien induit par

interaction du composé avec la cible *®.

1.4 Le tests précliniques et cliniques :

Le r6le d'un chimiste au cours du processus R&D se limite dans les étapes
précédemment décrites a identifier des médicaments candidats susceptibles de devenir un jour
un médicament commercialisé™®. Une fois les candidats identifiés, place aux tests précliniques
et cliniques qui représentent les étapes les plus longues et les plus colteuses, afin d’évaluer

I'efficacité, la sélectivité et la sQreté de ces candidats.

Les tests précliniques s'effectuent sur les animaux, in vivo, pour assurer une analyse
du métabolisme, de l'absorption et de la distribution du médicament et permettre également

d'obtenir plus d'informations toxicologiques dans le but de prédire ces effets secondaires et
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déterminer les dosages adéquats pour les essais cliniques. De nos jours, pour épargner des
vies animales, ces tests sont réalisés in vitro en remplagant les modéles animaux par des
cellules humaines dérivant de différents tissus et organes'?. Cette étape est trés importante
puisque la poursuite ou non du développement des composés et leur entrée en phase
clinique sont décidées a cette étape. Cette décision représente pour I'équipe de R&D une
double prise de risque aux vues du grand codt financier de telles études mais aussi et
surtout de la grande responsabilité incombée puisque les candidats médicaments vont étre
testés a I'échelle humaine.

Les tests a échelle humaine appelés «tests cliniques», constituent I'étape la plus
critique et la plus longue de tout processus de R&D. Cette étape se passe en plusieurs phases
en évaluant [l'efficacité du candidat médicament chez I'homme, ainsi que sa
pharmacocinétique et sa sécurité d'emploi pour une éventuelle mise du médicament sur le

marché.

Dans une premiere phase, les tests sont effectués sur un faible nombre de volontaires
sains pour s'assurer de la securité du médicament candidat en recherchant les effets
secondaires qui apparaissent lors de I'administration croissante du candidat médicament et
pour déterminer la dose minimale active et la dose maximale tolérable. Cette phase n'est pas
autorisée quand il s'agit de molécules anticancéreuses et antibiotiques. Dans ces cas, les
chercheurs passent directement a la phase Il. Réalisée sur un groupe de patients malades pour
évaluer l'efficacité (la biodisponibilité) du candidat, cette phase permet de déterminer la
posologie du traitement et d'ajuster les dosages a prescrire en fonction des réponses obtenues
des patients. Les premiers effets secondaires du médicament peuvent étre également
déterminés lors de cette phase, et si les effets secondaires sont trop importants le processus
R&D est suspendu définitivement a cette phase. Par conséquent, seul un tiers des essais
cliniques accedent a la phase Ill. Celle-ci s’effectue sur une large population de malades et
consiste a évaluer le potentiel thérapeutique réel du candidat médicament et établir le rapport
bénéfices/risques. Les résultats sont ensuite comparés avec ceux d'un traitement de référence

pour valider et confirmer I'efficacité du médicament®.

A la fin de ces trois phases, toutes les informations et les résultats obtenus sont
rassemblées dans un dossier déposé pour obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché
(AMM), et seul un candidat médicament sur dix entront en phase clinique obtient une AMM
et est commercialisé. Une fois le médicament commercialisé, une derniére phase IV débute et

des tests de surveillance ou de pharmacovigilance sont mis en ceuvre. Le meédicament
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administré a une large population pour réveler les effets secondaires (indésirables ou non)
apparaissant plus tard dans la prise du médicament et inexplorés lors des phases précédentes

pour garantir aux patients une plus grande sécurité d'utilisation®?.

2. Criblage virtuel «in silico», méthodes et alternatives :

Le terme criblage virtuel regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant
pour objectif exploration de bases de composés & la recherche de molécules d’intérét'®. Une
analogie souvent utilisée compare ces techniques a des filtres qui permettraient de constituer
des ensembles de molécules partageant certaines propriétés, de sélectionner les plus
susceptibles d'interagir avec une cible donnée et d'éliminer les composés supposés inactifs

ou les molécules indésirables™.

Actuellement, le criblage virtuel est utilisé en amont du processus R&D de nouveaux
médicaments (Figure 3) notamment dans les premieres étapes, ce qui permet un gain
important en temps et en argent. D’ailleurs, un certain nombre de médicaments mis sur le
marché proviennent d’une conception rationnelle basée sur des stratégies de criblage virtuel
comme ,par exemple, des inhibiteurs de 1’aldose réductase, obtenus suite a une recherche dans
des bases de données de composés, un inhibiteur d’un élément de réponse de la
transactivation de la HIV-1 RNA: obtenu aprés une étude docking rigide d'une base de
données de composés, un inhibiteur de la thrombine: obtenu aprés une étude docking sur des

chimiothéques combinatoires®® %

Drug Descovery Process

_A
7 TN
Disease-related Target Target Hit Lead Preclinical
genomics identification validation discovery optimization tests

» Bioinformatics * Target *Library design  « QSAR * In silico ADMET
*» Reverse docking druggability * Docking scoring  « 3D-QSAR prediction
* Protein structure ' * Tool compound  * De novodesign s Structure-based  » Physiologically-based
Prediction design * Pharmacophore  gptimization pharmacokinetic (PBPK)
* Target flexibility simulations

Figure I1. 3. Intervention des méthodes in slico dans le processus R&D de nouveaux
médicaments®.

On regroupe les méthodes in silico en deux grandes familles, le criblage virtuel «

structure-based » et le criblage virtuel « ligand-based ». Comme son nom I’indique, le
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criblage virtuel « structure-based » est base sur la structure de la cible en évaluent la capacité
des ligands a établir des interactions avec le site de liaison étudié et ainsi sélectionner les

molécules capables de se lier a cette cible*.

En revanche, les techniques de criblage virtuel « ligand-based » utilisent les ligands
connus comme guides pour définir les propriétés responsables de leur affinité en analysant les
relations structure-activité de ces molécules pour découvrir de nouveaux composés
susceptibles d'étre actifs®®. Lorsque ces deux types de données sont disponibles
simultanément, les méthodes « ligand-based » et « structure-based » peuvent toutes deux
étre utilisées l'une & la suite de l'autre?”. Ces différentes méthodes de criblage virtuel
peuvent ainsi étre utilisées dans les premieres phases de R&D de nouveaux
médicaments par les chimistes (figure 4), pour guider la sélection des composeés les plus

prometteurs, que ce soit lors des phases d'identification des hits ou d'optimisation des leads.

Méthodes de criblage virtuel «in silico» au
cours du processus R&D

Docking Moléculaire

Conception de novo Méthodes

« structure-based
»

3D-QSAR
Pharmacophore
Méthodes
QSAR « ligand-based »

Recherche de similarité

Figure 11. 4. Classification des méthodes de criblage virtuel « ligand-based » et « structure-

based », les plus utilisés au cours du processus R&D notamment par les chimistes.
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2.1. Criblage virtuel « ligand-based » :

Un criblage virtuel « ligand-based » peut étre réalisable, si au moins un ligand de la
cible étudiée est déja connu. L'hypothése que les molécules similaires vont avoir tendance a
présenter des profils d'activités tres proches a similaires, est le principe de base de toute les
méthodes « ligand-based »%.

Ce type de criblage trés populaire est employé au cours de la phase d’identification de
nouveaux hits et les phases d’optimisation des hits et des leads. Qui permet de rationaliser les
processus de découverte de nouveaux composés, lorsque des données sont disponibles sur un

ou plusieurs ligands actifs de référence.

2.1.1. Recherche de similarité :

La recherche de similarité est la méthode a employer lorsque trés peu de ligands
ont été rapportés pour la cible biologique choisie. Cette méthode repose sur I’utilisation de
descripteurs et de métriques de similarité permettant de comparer des molécules a cribler a un

ou plusieurs ligands de référence pour prédire leur profil d’activité®.

Les descripteurs de similarité permettent de définir au sein d’une base de données
quels ligands sont les plus ressemblants aux ligands actifs connus. Ce sont des nombres ou
des vecteurs, souvent classés selon leur dimension (1D, 2D et 3D), qui représentent des
caractéristiques structurales clés de composés. Ces descripteurs peuvent étre obtenus en
encodant la molécule par une représentation symbolique ce qui transforme l'information
chimique en un nombre utile, qui est une procédure mathématique logique. En revanche, une
procédure expérimentale peut également étre utile en utilisant le résultat obtenu comme

descripteur®.

L'obtention des vecteurs de descripteurs pour chaque molécule de la chimiothéque
ainsi que les molécules actives de référence permet ensuite de comparer ces molécules par
métriques de similarité?’. Ces métriques sont classées en trois catégories: les mesures directes
de similarité, les mesures de distances ou de dissimilitude et les mesures de corrélation.
Ils sont traduits en coefficients dont la valeur est comprise dans I’intervalle [0;1] comme par
exemple le cas du coefficient de Tanimotio «Tc» qui est le plus populaire et le plus
couramment utilisé. Les valeurs de coefficients T, les plus élevées sont associées aux

molécules les plus similaires®.
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2.1.2. Modéles pharmacophoriques « ligand- based » :

Un pharmacophore est dit basé sur le ligand (ou « ligand-based ») lorsqu’il est
déterminé a partir de la structure de composés actifs de référence, sans connaitre ou sans
prendre en compte la structure du récepteur. Lorsque la structure du récepteur est utilisée pour

construire le pharmacophore, celui-ci est dit basé sur la structure ou « structure-based ».

En 1898, Ehrlich a développé le concept de pharmacophore, méme si le terme
pharmacophore n’était pas employé, en admettant que certains groupements chimiques dans
une molécule sont responsable de I’action biologique ou pharmacologique. En 1960, la
premiére définition moderne du pharmacophore a été établie en remplacant « groupements
chimiques » par le terme « caractéristiques abstraites » . Quelques années plus tard, Kier a
publié le premier modele de pharmacophore pour des agents muscariniques avec de mesures

précises des distance entre groupements constituant le pharmacophore®.

La définition officielle de 'IUPAC de 1998 indique que le pharmacophore se
constitue de I’ensemble des propriétés stériques et électroniques d’une  molécule,
nécessaires pour assurer 1’établissement d’interactions supramoléculaires optimales avec une
cible biologique spécifique et engendrer ou bloquer une réponse biologique®. Ceci indique
que les molécules partageant le méme pharmacophore pour une cible donnée devraient donc
se lier de maniére identique a ce récepteur et présenter des profils d’activité similaires.
Le pharmacophore genéré est donc utilisé pour cribler la chimiotheque a la recherche de
molécules se superposant a ce pharmacophore. L’une des caractéristiques majeures de ce type
de méthodes est qu’un pharmacophore est défini par des points pharmacophoriques
complémentaires les uns des autres, qui sont des groupes fonctionnels et non plus des
groupes d’atomes. Les différents points pharmacophoriques recherchés sont les donneurs et
les accepteurs de liaisons hydrogénes, les groupements chargés positivement ou négativement
qui forment des interactions électrostatiques avec ceux de charge opposeée, et les groupements

aromatiques en tant que groupement hydrophobes®?.

On distingue les approches pharmacophoriques 2D et 3D selon le format dans lequel

sont présentés les ligands utilisés a la recherche du pharmacophore.

2.1.3. QSAR : Modeles de relations quantitatives structure-activité :

Les premiers essais de modélisation des relations structure-activité ont commenceé a la

fin du 19éme siécle, lorsque Crum-Brown et Frazer ont postulé que I’activité biologique
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d’une molécule est une fonction de sa constitution chimique®. Mais ce n’est qu’au début des
années 60 que les travaux de Corwin Hanch ont proposé un modéle mathématique reliant
I’activité biologique a la structure chimique®’. Aujourd’hui, I’utilisation de QSAR n’a
cessé de progresser®. Elle est devenue indispensable en chimie pharmaceutique et pour
la conception de médicaments, notamment dans le cas ou la disponibilité des échantillons est
limitée ou les mesures expérimentales sont dangereuses, longues et chéres®®. Sans I'utilisation
de grands instruments analytiques, les résultats des études QSAR peuvent fournir des
informations utiles pour obtenir une meilleure connaissance des structures moléculaires
et probablement le mode d’action au niveau moléculaire. Ces informations peuvent étre alors
utilisées dans la prédiction des activités biologiques de nouveaux composés ainsi que

dans la conception de nouvelles structures®’.

Le principe des méthodes QSAR est, comme leur nom I’indique, de mettre en place
une relation mathématique reliant de maniére quantitative la structure moléculaire, codee par
des proprietes moléculaires appelée descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes
d’analyse de données®. Par ces relations nous pouvons développer des modeéles prédictifs de

la forme générale suivante :
Activité = f(descripteurs moléculaires)

L’objectif de ces méthodes est alors d’analyser les données structurales afin de

déterminer les facteurs influencant Iactivité mesurée®®.

En pratique, le développement d’un modéle commence par la collecte de
données expérimentales fiables et en nombre important, ensuite il est nécessaire de
générer un nombre de descripteurs, caractérisant les structures moléculaires, utilisés
dans le développement du modéle QSAR. Une fois le modéle construit, il doit étre évalué
par des méthodes de validation (validations interne et externe) afin d’estimer sa robustesse et
son pouvoir prédictif* *2. Enfin, pour tout modeéle, il est important de connaitre quel type de

molécules ce modele est utilisable (connaitre le domaine d’applicabilité)®.
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Figure I1. 5. Présentation de la méthodologie de QSAR
2.1.4. 3D-QSAR :

Des modéles 3D-QDAR dit « receptor dependent » (RD-QSAR) peuvent étre miss
en ceuvre lorsque la structure 3D de la cible biologique est résolue **. Les approches 3D-
QSAR ont été développées pour corréler I’activité biologique d’une série de composés
actifs de référence avec I’arrangement spatial de nombreuses propriétés de la molécule
telles que les proprietés stériques, lipophiliques et électronique et pour fournir des
indications pour I’optimisation par phamacomodulation et la conception de nouveaux

composés avec des profils d’activité améliorés®.

En 1979, La premiere approche 3D-QSAR a été proposée en décrivant les propriétés
de champs moléculaires de composeés, les calculer sur une grille réguliére puis les corréler a
leur activité biologique par analyse en «composante principale» (PCA)*. Actuellement,
différentes méthodes 3D-QSAR sont utilisées tel que CoMFA (Comparative Molecular
Field Analysis) et COMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis). Il est a
noter gque toutes ces méthodes nécessitent un alignement minutieux des ligands de référence.

Cependant, ces approches sont considérées a la fois « ligand-based » et « structure-based ».

2.2. Criblage virtuel « structure-based » :

Le criblage virtuel « structure-based » est considéré comme un équivalent in silico
d’un test expérimental étudiant la liaison ligand-cible biomoléculaire?”. Cependant, ce

criblage dépend essentiellement de la disponibilité de la structure 3D de la cible biologique
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qui est obtenue, soit par méthodes expérimentales (RX et RMN) dans des bases de données
(tel que PDB: Protein Database), soit par des méthodes de prédiction de la structure 3D par

homologie de séquence®.

Différentes approches peuvent étre employées pour réaliser ce criblage: la construction
de modéles pharmacophoriques 3D, 1’établissement de modéeles 3D-QSAR (section 11.1.4), la
conception de novo « de novo design » et les méthodes de docking moléculaire qui sont les

plus populaires.

2.2.1. Les approches pharmacophoriques 3D :

Les pharmacophores 3D décrivent I’arrangement spatial des propriétés chimiques
nécessaires pour D’activité biologique a partir d’un ensemble de ligands actifs de
référence®. Les pharmacophores 3D sont obtenus également & partir de la structure 3D du
récepteur ou la structure 3D d’un complexe ligand-récepteur. Les pharmacophores générés
sont donc basés sur la structure et peuvent étre ensuite utilisés pour cribler une chimiotheque a

la recherche de molécules potentiellement actives™.

Le processus de détermination du pharmacophore se divise en plusieurs étapes
successives (Figure 6) qui peuvent étre assistées par plusieurs logiciel tel que CATALYST,
MOE, PHASE et SCAMPI":

e Sélectionner les ligands de référence.

e Effectuer des recherches conformationnelles.

e Déterminer et représenter les points pharmacophoriques de chaque ligand.

e Déterminer les modeles de pharmacophore.

e Attribuer des scores a chaque model obtenu afin de choisir le ou les meilleurs

pharmacophores.
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Sélection des ligands de référence

L

i
Recherche conformationnelle

§

o Détermination et représentation des points
pharmacophoriques de chaque ligand

déles de pharmacophore

3 et choix du ou des meilleurs pharmacophores

¥4 Attribution de scores aux différents modéles
Figure I1. 6. Principales étapes de I’élucidation d”un pharmacophore”.

Une fois le pharmacophore généré, il peut ensuite étre utilisé dans le processus de
R&D pour cribler une chimiothéque a la recherche de nouveaux hits « pharmacophore
searching ». Il est trés important de prendre en compte la flexibilité des molécules
composant cette chimiothéque, sous peine d’¢liminer une molécule qui aurait pu satisfaire

les critéres du pharmacophore si elle avait été proposée dans la bonne conformation®.

2.2.2. La conception de novo « de novo design » :

Cette approche consiste a définir des composés bioactifs par une construction
incrémentale de ligands dans le site actif du récepteur (la cible en question), utilisant la
structure du site d'interaction comme point de départ de la recherche de nouveaux composés
actifs®. La premiére étape consiste & extraire toutes les informations concernant les
interactions ligand-récepteur de type liaisons hydrogeéne, électrostatiques et hydrophobes
pour déterminer les sites d’interactions nécessaires au placement de divers blocs dans le site
d'interaction ligand-récepteur. Ces blocs peuvent étre soit un atome, soit un fragment de
molécule. L'utilisation des atomes comme blocs permet d'avoir plus de diversité structurale et
conduit a un nombre trés important de solutions possibles ce qui rend I'extraction des
composés les plus prometteurs trées compliqué. En revanche, I’approche basée sur les
fragments permet de réduire la taille de I’espace chimique a étudier, et ce de manicre

rationnelle lorsque les fragments sont correctement choisis. En conséquence, les approches
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basées sur les fragments sont les plus utilisées et les fragments obtenus sont ensuite

assemblés pour créer de nouveaux composés> (Figure 7).

. PN

v & |‘Q = \v/‘l
Protéine — > : il v: ——

Etude du site d'interaction Placement des blocs
Choix de blocs (fragments ou atomes)

-y,

Nouvelles molecules

Assemblage

Figure I1. 7. Représentation schématique des etapes principales d'une conception de novo.

2.2.3. Docking moléculaire :

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes
biologiques. Les détails de ces interactions, au niveau moléculaire, sont donc d'un trés grand
intérét et peuvent étre étudiés par cristallographie aux rayons X ou résonance magnetique
nucléaire (RMN). Ces techniques expérimentales colteuses et peu accessibles, ne permettent
pas de détailler la totalité de ces interactions étant donné le nombre incalculable de molécules

différentes au sein d'une seule cellule.

Il y a plus de 30 ans, I'utilisation des méthodes de docking moléculaire in silico dans
le processus de conception de nouvelles molécules actives a débuté, afin d'étudier les modes
d'interactions des ligans avec la cible biologique pour l'inhiber ou l'activer. Ce qui est
considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation
d'une méthode expérimentale®*. Ces méthodes de docking visent & prévoir la capacité ou non
d’un ligand a se lier au site actif du récepteur et comprendre comment il interagit avec, en se
basant pour cela sur la prédiction de la conformation et de I’orientation de la molécule lors de
sa liaison au récepteur®. Les méthodes de docking s’attachent donc, d’une part, 4 identifier
les molécules qui sont des ligands véritables du récepteur parmi toutes celles étudiées, mais
aussi d’autre part, & déterminer les poses correctes soit les conformations adoptées par les

ligands lors de la liaison au récepteur®®. A cet effet, les méthodes de docking combinent
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I’utilisation d’un algorithme de recherche, permettant de générer des modes d'interactions
putatifs du ligand dans le récepteur, ou « poses », et d’une fonction de score, employée

pour classer les différentes poses selon un score prédit d’affinité.

2.2.3.1. Les approches de Docking :

En réduisant le systéme biologique en question a la zone d'interaction ligand-protéine,
la flexibilité du ligand permet de distinguer deux approches principales de docking: le
docking a ligand rigide et rigide, le dockings a ligand flexible.

2.2.3.1.1. Le Docking avec ligand rigide «docking rigid-body »:

Historiquement, les premiers outils de docking obéissaient au principe dit « clef-
serrure » ou « lock-and-key » selon lequel le ligand qui représente la clef, est complémentaire
au niveau géometrique du site actif du récepteur, qui représente la serrure. Considérant donc
le ligand et le récepteur comme deux entités rigides, la recherche de la pose optimale se limite
au positionnement en énumérant toutes les rotations et les translations possibles pour le ligand
a 'intérieur du site d'interaction. Ensuite toutes les poses incompatibles avec le site actif sont
éliminées par une image négative du site actif. Enfin, les poses sélectionnées se voient

attribuées un score et les meilleures sont optimisées®®.

Cette approche de docking ,peu colteuse en terme de temps de calcul, est utilisée de
nos jour comme un premier filtre lors des criblages virtuels, permettant de ne pas retenir des

molécules aberrantes (trop grandes, mauvaise complémentarité avec le site de liaison,...) °".

2.2.3.1.2. Le Docking avec ligand flexible :

La présentation du systeme biologique comme un systeme dynamique dont la liaison
du ligand a un site d'interaction se fait en réalité dans la majorité des cas par un
processus de sélection de conformation qui se termine par une étape d’adaptation du ligand et
du récepteur I'un a I’autre donc le ligand mais également le récepteur sont susceptibles de
subir des changements conformationnels importants®®. Cette représentation simpliste du
probléme a donc été améliorée par I'introduction de la flexibilité sur le ligand avec I'essor des
moyens de calcul, permettant I’exploration des conformations adoptées par celui-ci lors de
I'arrimage dans le site actif de la protéine®®. En effet cette approche représente actuellement
I’approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels de docking car elle permet une
évaluation rapide de bases de milliers, voire de millions de molécules®®. Néanmoins, celle-ci

reste approximative mais la prise en compte de la flexibilité du récepteur, proposée
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actuellement par quelques logiciels de docking, entraine une augmentation importante du
nombre de degrés de liberté du systéme et cela représente un codt trop élevé en terme de

temps de calcul pour étre systématiquement envisagée dans les protocoles de docking®®.

2.2.3.1.2.1. Les alghorithmes de recherche :

En principe, un programme de docking doit étre capable de générer les modes de
liaison attendus pour des ligands dont la position adoptée au sein du site actif est connue (en
général, via la structure cristallographique de la protéine co-cristallisée avec le ligand) dans
un temps raisonnable. Pour cela, il est nécessaire que I’algorithme de recherche
conformationnelle puisse explorer ’espace conformationnel le plus exhaustivement possible
et de facon efficace. Classiquement, on juge de la qualité du docking en mesurant le RMSD,
appelé test de redocking, (Root Mean Square Deviation) sur les atomes lourds entre la pose
obtenue en docking, et la pose observée expérimentalement si elle existe®®. Pour cet approche
de docking, il existe deux types d’algorithmes de recherche permettant de traiter la flexibilité
du ligand : les méthodes systématiques, les méthodes stochastiques ou aléatoires®’.

A. Recherche systématique :

Les algorithmes de recherche systématique ont pour but d’explorer tous les degrés de
liberté des ligands par rotation de 0 a 360° de toutes ses torsions a I’aide d’un pas incrémental
choisi. En conséquence, rapidement, ceci provoque une augmentation trés importante du

nombre de conformations créées que 1I’on nomme explosion combinatoire (Equation 1)60.

N MNinc

360
NConformations = | | | | 9. . eq.1
i.j

i=1 j=1

AVeC . Nconformations - 1€ nombre de conformations possibles pour un ligan
N : le nombre de torsions, mn,. : le nombre d'incrémentations et 6;; : l'angle

incrémental rotationnel j pour la liaison i
Cette explosion combinatoire est la raison pour laquelle ces techniques ne sont pas

employées dans leur forme originelle, mais en association avec un certain nombre de
contraintes destinées a réduire le nombre de solutions obtenues. On distingue deux types de
méthodes pouvant étre utilisées: des méthodes de recherche exhaustive et des méthodes de

reconstruction incrémentale.

Les méthodes de reconstruction incrémentale sont les algorithmes de recherche

systématique les plus couramment appliqués. Celles-ci séparent ligand en fragments rigides et
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le reconstruit par la suite de fagon incrémentale, en dockant ces fragments séparément avant
de faire grandir étape par étape le ligand dans le site actif en rajoutant les différents fragments
sur le premier fragment docké qui sert de base a la reconstruction®™ . En effet, & titre
d'exemple, a partir d’une molécule avec 7 liaisons rotatives, en considérant 6 rotameres
pour chaque liaison, il existe donc 6, soit 279936 conformations possibles. Si une liaison
rotative de cette molécule est rompue pour obtenir deux fragments, cela élimine une liaison
pour la recherche conformationnelle et les conformations des deux fragments sont
indépendantes, ce qui réduit le nombre de conformations a 6%+ 6°soit 432 conformations.
Ce type d’algorithme est notamment employ¢ dans plusieurs programmes de docking tel que

Surflex et Dock > %% 62,

Quand aux méthodes de recherche exhaustive, elles permettent de mener un docking
avec ligand flexible par des rotations systématiques de toutes les liaisons rotatives possibles
du ligand a un intervalle donné. L’explosion combinatoire sous-jacente est limitée par la
définition de contraintes géométriques et chimiques a imposer aux conformations initiales
des ligands a docker et les conformations ainsi sélectionnées sont finement affinées et
optimisées. Un algorithme de recherche systématique exhaustive est employé dans la

premiére étape du protocole de filtres hiérarchiques du logiciel GLIDE *’.
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Figure 11. 8. Démonstration d'une reconstruction incrémentale dont la molécule est divisée en

fragments puis dockée et reconstruite couche par couche dans le site actif®.

B. Recherche aléatoire ou stochastique :

Les algorithmes de recherche aléatoire ou stochastiques fonctionnent en opérant des

changements aléatoires sur un ligand ou une population de ligands permettant de générer de
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nouvelles conformations de ligands, lesquels sont acceptés ou rejetés sur la base d’une
fonction de probabilité (« fitness »)>°, Quatre grands types d’algorithmes appartiennent a
cette classe : les algorithmes génétiques (évolutionnaires), les méthodes de Monte-Carlo,

les algorithmes de recherche tabou et les algorithmes d’optimisation en essaim .

Les algorithmes évolutionnaires (« AE ») sont des méthodes d’optimisation génériques
et itératives. Elles se reposent sur un processus adaptatif qui mime I’évolution biologique
telle que décrite par la théorie de I’évolution de Darwin. Ces méthodes sont capables de gérer
plusieurs solutions conformationnelles (poses) simultanément définies par un ensemble de
variables assimilées a des génes en appliquant des opérateurs génétiques (mutations,
recombinaison « Crossover »), regroupées dans une population. Cette population est exposée
a une pression de selection, implémentée dans une fonction de score. La sélection des
solutions les plus performantes d’aprés la fonction de score est appelée « parents » ou «
génome parentaux », contrebalancée par la génération de nouvelles solutions « enfants »,
ceci pour maintenir une diversité de population. Les enfants, sont donc genérés par
modification du génome parental par des opérateurs classés suivant le nombre de parents
sur lesquels ils s’appliquent. Une fois les enfants créés, ils prennent la place des plus
mauvaises solutions de la population. Et donc le processus itératif commence, cette derniere
population (la nouvelle population) est de nouveau exposée a la pression de sélection
implémentée par la fonction de score. L’évolution continue par une nouvelle itération ou

bien génération (Figure 9)%.

Au cours du processus itératif les solutions les mieux adaptées émergent, jusqu’a
convergence de la population ou bien apres un nombre déterminé de genération. Dans le
docking moléculaire, I’algorithme évolutionnaire cherche a décrire les interactions entre le
ligand et la cible protéique ou les degrés de liberté correspondent aux positions, orientations et
conformation du ligand et du récepteur. Ce type d’algorithme dirige le processus de docking
des logiciels GOLD, AutoDock et Molegro virtual docker (MVD).
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Figure I1. 9. Représentation schématique du cycle évolutionnaire typique d'un

algorithme évolutionnaire « AE ».

Dans la méthode Monté Carlo, le ligand est placé au sein du site d’interaction d’une
maniére aléatoire pour generer une conformation initiale, ou un changement conformationnel
est opéré, toujours de maniere aléatoire, que ce soit par une translation, une rotation ou une
torsion®®. Chaque changement, induit une nouvelle conformation dont I' énergie d’interaction
est calculée (scoré) et évaluée avec une fonction de score de probabilité de type Boltzmann.
Cette nouvelle solution est acceptee si elle est meilleure que la précédente (conservée par le
programme), sinon elle sera rejetée; en calculant I'écart énergétique, c’est ce qu’on appelle le

critére de Métropolis (Equation 2) ®.

EnewEold

P=e kT eq.2
Avec:- P : probabilité d'acceptation de la nouvelle conformation
- Epow: €nergie de la nouvelle conformation et E,;; : énergie de I'ancienne conformation
- k : constante de Boltzmann et T est la température de simulation

Ces étapes sont ainsi répétées un certain nombre de fois, défini par le nombre de pas
de Monte Carlo. Plusieurs logiciels utilisent ces simulations tel que ICM (Internal
Coordinate Mechanics), QXP, PRODOCK et MCDOCK.

Les algorithmes de recherche tabou explorent I’espace conformationnel en interdisant
les espaces déja explorés et accepte les nouvelles solutions sur la base de leur RMSD par

rapport aux précédentes conformations®. La recherche débute par la détermination d’une
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conformation initiale aléatoire du ligand qui va subir un nombre défini de changements par
une procédure mimant des mutations par application de nombres aléatoires aux variables du
docking. Ces changements sont ensuite évalués et triés a 1’aide d’une fonction de score pour
accepter ceux qui permettent d'obtenir une énergie plus basse et les intégrer dans la « liste
tabou » regroupant les meilleures solutions. Dans le cas contraire, la conformation est
comparée aux conformations précédemment acceptées et si la valeur de RMSD ( Root Mean
Square deviation) obtenue est supérieure a un seuil défini (par exemple 0,75 pour le logiciel
PRO_LEADS), le changement est accepté et intégré a la « liste tabou ». Dans le cas
contraire, le changement est considéré comme tabou et éliminé. La recherche se termine
lorsque plus aucun changement acceptable n’est obtenu ou lorsque la limite d’itération est
atteinte. Les algorithmes de recherche tabou sont exploités dans les logiciels PRO_LEADS
324 et PSI-DOCK 325 notamment®®.

Les algorithmes d’optimisation par essaims particulaires ou (Swarm Optimization
algorithm) considérent un ensemble de conformations d’un ligand. Chaque conformation est
appelée une particule et ’ensemble, un essaim. Chaque particule subit des changements et
conserve la meilleure position qu’elle a adoptée au cours du docking. Les mouvements
du ligand a travers I’espace conformationnel sont ainsi guidés par les meilleures positions
adoptées par ses voisins®™. Parmi les logiciels de docking utilisant un algorithme
d’optimisation en essaim, il est possible de citer SODOCK, Tribe-PSO, et FIPSDock.

2.2.3.1.2.2.. Fonctions de score :

Une fois les conformations du ligand (génerées) acceptées selon les differentes
approches, leurs affinités pour le récepteur doivent étre évaluées®”. C’est ce qu’on appelle
fonctions de score ou fonctions objectives, car elles évaluent les résultats de la recherche et
attribuent la meilleure énergie (meilleur score) a la conformation du ligand la plus correcte
(d’apres la recherche). Pour cela, le role de la fonction de score est trés important dans tout
protocole de docking. Néanmoins, I'utilisation d’une fonction de score trés précise n’est pas
possible a cause du colt computationnel. En conséquence, quelques simplifications et
approximations sont posées afin de réduire la complexité du probléme et atteindre au moins
une balance entre vitesse de calcul et exactitude du résultat. Une fonction de score doit étre
efficace et sélective, elle doit diriger la recherche en fournissant un gradient d’énergie, et

identifier le mode d’interaction correct parmi un ensemble de leurres.

Les fonctions de score utilisées peuvent étre classées en quatre catégories :
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A- Celles qui sont basées sur les champs de forces.

B- Fonctions de score empiriques.

C- Celles qui sont basées sur les données (knowledge-based).
D-Celles qui sont basées sur des consensus.

Toutes ces fonctions de score ont un critere commun, le fait que 1’énergie soit
décomposée en une somme de termes décrivant les différentes contributions d’énergie. Dans
un sens physique, ce n’est pas permis, puisque 1’énergie libre est une fonction d’état tandis
que les termes énergétiques formant la sommation ne le sont pas®®. De plus, les modes additifs
simples, ne peuvent pas décrire des effets de coopérations subtiles ®. Néanmoins il est utile
d’interpréter les interactions protéine-ligand d'une maniére additive’®, et estimer que I’énergie

libre est valable avec un colt computationnel léger.

A- Fonction de score se basant sur les champs de force :

Le champ de force est une fonction mathématique qui exprime 1’énergie d’un systéme
par la somme de divers termes issus de la mécanique moléculaire. L utilisation de champ de
force dans le calcul de [D’énergie libre d’un systéme comme fonction de score est le
résultat des travaux du Prof. Irwin Kuntz a I’université de Californie a San Francisco aux
USA>, qui a été suivi par d’autres comme le groupe de recherche de Shoichet et celui de
Abagyn ' "2, Ce type de fonction de score est similaire aux fonctions de score empiriques
du fait qu’elles estiment 1’énergie libre d’interaction d’un complexe récepteur-ligand par
addition de plusieurs contributions individuelles des différents types d’interactions. La
fonction de score « champ de force » utilise des fonctions d’énergie dérivées de la mécanique
moléculaire®, et en général, quantifie cette somme en deux termes, 1’énergie d’interaction
entre le récepteur et le ligand (interactions intermoléculaires) et I’énergie interne du ligand. La
premiere composante qui représente 1’énergie intermoléculaire, est elle-méme le résultat
d’une sommation de plusieurs termes énergétiques: terme de Van der Waals (décrit par un
potentiel de Lennard-Jones), un terme électrostatique (décrit par une formulation
coulombienne avec une fonction diélectrique dépendante de la distance qui réduit les
contributions des interactions charge - charge). Par ailleurs, les fonctions qui décrivent
I’énergie interne du ligand sont usuellement similaires aux termes décrivant les interactions
intermoléculaires [elles contiennent des termes de VDW et électrostatique]. Ces fonctions de
score sont généralement sensibles aux petites variations de coordonnées atomiques, ce

qui limite leur champ d’application’. Cet inconvénient peut étre résolu en adoucissant le
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potentiel de VDW, ou la contribution de la composante répulsive sera limitée afin
d’autoriser quelques clashs stériques sans trop pénaliser le mode d’interaction correspondant.
Les fonctions de score qui se basent sur les champs de force sont par exemple: D-
score (basée sur le champ de force Tripos)™, Goldscore™. De méme les plus rigoureux
comme AMBER’, CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics)’’,
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation System)’® et OPLS (Optimized Potentials for
Liquids simulation)”® peuvent eux aussi étre utilisés quoiqu’ils représentent un colit

computationnel énorme.

B- Fonctions de score empiriques :

L’idée fondamentale des fonctions de score empiriques est que I’énergie d’interaction
d’un complexe récepteur ligand peut étre interprétée comme une sommation d’interactions
chimiques localisées®®. En d’autres termes, 1’énergie d’interaction est partitionnée en plusieurs
composantes de reconnaissance. Ces méthodes essaient d’estimer I’énergie d’interaction en
réunissant d’une maniére intuitive les termes que ’expérience a defini comme fondamentaux.
Les fonctions de score empiriques contiennent usuellement des termes décrivant les
interactions ioniques, interactions hydrophobiques, les ponts ou liaisons hydrogéne et les
interactions engendrées par le changement d’entropie (pénalité d’entropie). Ceci dit, ces
fonctions de score somment ces différents termes en les pondérant a des termes decrivant les

différents types d’interactions moléculaires®.

C- Fonctions de score basées sur des donnees ou fonctions statistiques :

Ces fonctions de score qui représentent des potentiels d’interaction, dérivent des
données statistiques qui ont été obtenues par analyse expérimentale des fréquences
d’interactions entre atomes au sein d’un complexe protéine-ligand. Ces fonctions statistiques
sont dérivées selon deux principes fondamentaux. Le premier, qui considere qu'un complexe
protéine-ligand est supposé étre dans son état d’équilibre, donc stable thermodynamiquement
ce qui lui confere un minimum global d’énergie (Enthalpie libre du complexe). Le deuxiéme,
celui de la distribution des molécules a I’état microscopique, qui Suit et obeit la distribution
de Boltzmann. Ceci nous meéne a dire qu’il y a une corrélation entre I’état thermodynamique
du complexe qui forme un systéeme et la probabilité de trouver ce complexe dans un état
microscopique donné. Alors, si ces fréquences sont converties en enthalpie libre (énergie)
grace a une distribution de Boltzmann, les potentiels sont donc nommés potentiels de force
moyenne (Potential of Mean Force: PMF). Ce dernier a été utilisé dans 1’étude par simulation,

des repliements des protéines ; et par la suite dans ’étude des interactions protéine-ligand .
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Il y a deux aspects importants pour la construction du PMF, d’abord, il faut définir 1’état de
référence. Celui-ci correspond a I’état ou il n’y a pas d’interactions entre les deux entités
chimiques (proteine et ligand). Il n’est pas toujours facile de définir cet état de référence, car
la plupart des complexes protéine-ligands se trouvent dans des états liés, ce qui impose des
approximations a ce niveau. Dans ce cas cet état de référence, sera decrit par une valeur
specifique empirique ou par un potentiel calculé a partir de toutes les données disponibles et
avec une correction appropriée. Enfin, le deuxieme point important est la fagon dont sont
collectées les statistiques d’interactions. Elles sont dépendantes des distances et donc doivent

permettre de bien dissocier I’état entre deux atomes ou ’interaction existe OU n’existe pas.

Afin de prendre en compte les distances d’interaction entre deux atomes, deux
approches sont mises au point. La premiere, qui peut étre considerée comme grossiere,
consiste a prendre une distance limite entre deux atomes, et considérer qu’il y a interaction en
dessous de cette distance, et non pas au-dela. La deuxieme approche consiste a évaluer le
potentiel d’interaction de maniere continue le long de la distance interatomique, cette

approche est plus fine que la précédente.

Ces fonctions statistiques, dépendent de leurs groupes d’apprentissage (expérience),
elles ne peuvent modeliser que les interactions qui existent dans leurs bases de données
expérimentales. Par conséquent, avec ce type de fonctions, il est difficile de modeliser les
interactions qui ne dévient pas trop de leur modéle. L’un des potentiels les plus simples est le

PLP (Piecewise Linear Potential)®. 1l

est basé sur quatre types d’atomes et prend en compte
les interactions stériques et les ponts hydrogeénes. Les distances interatomiques sont prises en
compte en dessous de 5 A. De méme I’état de référence est défini comme étant un complexe
entre les deux entités chimiques qui n’interagissent pas.

D- Fonctions de score consensus :

Les fonctions de score consensus®*, combinent les informations obtenues & partir des
différents scores, afin de compenser les erreurs des fonctions de scores individuelles.
Plusieurs études ont montré que ces fonctions permettent I'evaluation des énergies
d'interactions protéine-ligand mieux que les fonctions individuelles®®>. Un exemple de

fonction de score consensus est X-CSCORE® qui combine un PMF ', et ChemScore®.
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

1. Choix d'une cible a intérét biologique:

Dans Le cadre de notre thématique de recherche qui porte sur le développement de
nouveaux inhibiteurs de 1’a-glucosidase, l'enzyme Maltase Glucoamylase (MGAM)
intestinale de souche humaine (EC: 3.2.1.20) de la famille GH31" a été sélectionnée comme
cible biologique pour realiser notre criblage qui vise le développement de nouveaux dérivés
de xanthones inhibiteurs de I’a-glucosidase en tant que substances médicamenteuses

candidates.

La structure tridimensionnelle de format Pdb de la protéine qui représente le domaine
catalytigue de MGAM (ntMGAM), co-cristalisée avec le Miglitol est disponible dans la
Protein Data Bank sous le code PDB 3L4W avec une résolution de 2.0A. Ce récepteur est un
monomere de protéine avec une séquence d'une longueur de 875 acides aminés. Le miglitol
identifié précédemment en tant qu'excellent inhibiteur de MGAM a été utilisé au cours de
cette étude comme inhibiteur de référence afin d'identifier le site actif du récepteur.

Figure I. 1. Structure de Maltase GlucoAmylase (PDB : 3L4W)

2. Chimiothéque de ligands : Création et préparation

Notre choix s'est porté sur une famille de ligands cibles ayant prouvé leur effet
inhibiteur selectif vis-a-vis de I'a-glucosidase : les dérivés de xanhtones 2. Une sélection de
ces dérivés a partir de la littérature a mené a la construction d'une chimiothéque virtuelle a

cribler comprenant 189 dérivés de xanthones qui n'‘ont pas encore montré une activité
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inhibitrice vis-a-vis de 1’a-glucosidase. Leurs structures moléculaires sont illustrées dans

l'annexe (Xia Xisgo).

On peut noter que certains ligands ne sont pas décrits dans la littérature. En effet, ils
ont été sélectionnés apres avoir apporté quelques modifications structurales virtuelles, dans le
but d'enrichir notre librairie et de générer une base de ligands divers en terme de structure, en

variant les groupements fonctionnels portés par le squelette de base dibenzo-y-pyrone.

Apres avoir créé la librairie, les structures des ligands ont été dessinées, transformées
en 3D en format SDF et ensuite minimisées afin d’obtenir une conformation de basse €nergie
pour chaque ligand a l'aide du logiciel Hyprechem? en utilisant la méthode semi-emperique
PM3.

3. Le processus du docking moléculaire:

Tous les docking effectués lors de cette etude ont été assistés par Molegro Virtual
Docker (MVD 2012.5.5.0, Molegro ApS). Notre choix de ce logiciel est justifie par sa
meilleure performance pour étudier et predire le mode d'interaction ligand-récepteur en
comparaison avec d'autres logiciels freqguemment utilisés tels que Autodock, Superflex, Flex
and Gold*®.

Pour une meilleure visualisation apres les simulations du docking, les résultats obtenus

ont été stockés et traités avec le logiciel PyMol®.

3.1. Post-préparation du récepteur et des ligands par MDV:

Les fonctions de préparation automatique intégré dans MVD permettent d'importer le
complexe cible et les ligands dans I'espace de travail «work space» dans lequel le récepteur
est considéré comme un corps rigide en gardant les résidus fixes et les ligands sont flexibles

avec I'exclusion des molécules d'eau. Les préparations sont principalement :

- ajout des hydrogénes explicites
- assignement des charges
- correction des types des liaisons (simple ou double).

- détection des torsions et les liaisons rotatives.
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

3.2. Détection des cavités et définition du site actif :

Molegro virtual Docker (MVD) possede un algorithme de détection de cavités
moléculaires dans le volume tridimensionnel du récepteur afin de prédire les sites
d'interactions possibles. Cet algorithme base sur une grille « grid-based » fonctionne comme

suit:

Une grille discréte d'une résolution de 0,8 A couvrant tout le volume de la protéine est
créée. A chaque point de cette grille, une sphére de rayon 1,4 A est placée en vérifiant
I'intersection de ces sphéres avec celles de VVan der Walls des atomes de protéine. Les points
de grille qui chevauchent avec les atomes de protéine sont définis comme points inaccessibles
et les autres sont considérés points accessibles.

Chaque point accessible de cette grille sera analysé afin de veérifier s'il fait partie de la
cavité par I'insertion des lignes de directions aléatoires a partir de ce point jusqu'a franchir les
limites de la grille. Si la majorite des directions franchissent d'autres points accessibles au
cours de leurs chemin (a revoir defaut au moins 12 sur 16 directions différentes testés), ce
point est consideré faisant partie d'une cavité. Ceci est répété un certain nombre de fois pour
définir tous les points accessibles des cavités. La derniére étape consiste a déterminer les
régions de cavités en connectant les points voisins. Les cavités trouvées sont ensuite classées

en fonction de leur volume.

Par le biais de cet algorithme, nous avons détecté cing cavités pour la MGAM
(Figure2)

Figure I. 2. lllustration des cing cavités du MGAMdétectées (en vert) par l'algorithme de
détection de MVD
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Les cavités sont classées selon leur volume (tableau 1).

Tableau 1. 1: les cavités détectées avec l'algorithme de détection de MVD pour 3LAW

Cavité détectée Volume (A%) Surface (A% Coordonnés (X,Y,Z)
Cavité 1 86.02 312.32 (50.44, 111.11, 21.79)
Cavité 2 68.09 240.64 (55.10, 77.11, -7.6)
Cavité 3 62.46 179.2 (41.55, 76.92, -3.55)
Cavité 4 53.76 188.16 (54.08, 73.55, 8.67)
Cavité 5 51.2 147.2 (44.95, 91.39, 35.06)

Lors de notre investigation des cavités candidates pour un éventuel site d'interaction de

notre étude docking, a l'aide de l'algorithme de prédiction de cavités, nous avons remarqué

que le ligand de référence (miglitol) est co-cristallisé dans la cavité 5 et entouré par les résidus

catalytiques. Nous avons donc décidé de conserver cette cavité pour la considérer comme

centre de recherche (research center) pour le processus du docking. Cette sphére de recherche

couvre tous les résidus du site actif avec un rayon de 15 A.

Figure 1. 3. lllustration de I'espace de recherche
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

3.3. Protocole et validation :

3.3.1. Algorithme de recherche :

L'algorithme de recherche MolDock Optimizer utilis¢ dans MVD est un algorithme
évolutionnaire basé sur une évolution différentielle guidée (Guided Differential Evolution).
L'innovation dans cet algorithme introduite par Storn et Price’, en comparaison avec d'autres
algorithme évolutionnaires connus, consiste en une approche différente pour sélectionner et
modifier les solutions de candidats (individus). La principale idée innovante dans le DE est la
création de solutions dites "enfants" a partir d'une différence par rapport aux individus initiaux

"parents” de la population.
-Représentation des individus de la population :

Seules les propriétés des ligands sont représentées pour les individus puisque la
proteine reste rigide lors du docking. Ainsi, chaque solution est encodée en représentant sa
position, son orientation et sa conformation avec des coordonnées cartésiennes, un vecteur de

rotation, un angle de rotation et un angle de torsion pour chaque liaison flexible.

Ces parametres sont attribués initialement au ligand de maniére aléatoire pour définir
les individus "parents” de la population. Pour chaque individu de la population initiale, une
position aléatoire a [lintérieur de Il'espace de recherche (déja deéfini) est attribuée.
L'initialisation de l'orientation se déroule en choisissant simplement I'axe d'orientation (entre
-1,0 et +1,0, suivi par la normalisation des valeurs pour former un vecteur unitaire) et lI'angle
de rotation compris entre -180° et + 180°. Les angles flexibles de torsion (le cas écheant) se

voient attribuer également un angle aléatoire entre -180°et + 180°.
-Principe de l'algorithme:

Une des raisons pour lesquelles l'algorithme évolutionnaire différentielle est attribué
au MVD c'est sa capacité a nous permettre I'exploitation d'une diversité importante de la
population: la progression des solutions parentales ,initialement générées de maniére aléatoire
avec une grande variation, entrainera la création de nouvelles solutions "enfants" largement

différentes.

Cet algorithme converge vers les meilleures solutions évaluées a l'aide d'une fonction
de score, ce qui a pour résultat la diminution de la taille de la population et la création de

meilleurs solutions enfants. Ensuite, les solutions enfants remplacent les parents, si et
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

seulement si elles sont plus adaptées. Dans le cas contraire, le parent survit et est transmis a la
prochaine génération (appelé itération de l'algorithme) (figure 4). Ce processus est exécuté

aussi longtemps que la condition de fin de recherche n'est pas remplie.

Initialization

Figure 1. 4. Principe de I'algorithme évolutionnaire différentiel de MDV

Nous avons utilisé Moldock optimizer comme algorithme de recherche avec le réglage

algorithmique suivant:
e Nombre de tours (runs) : 100
e Taille de population : 150
e [tération maximale de I'algorithme: 2000
e Taux de croisement = 0,9

e Finde recherche : basée sur la variation «variation-based»

3.3.2. Fonction de score:

Lors de la simulation du docking plusieurs poses candidates peuvent étre obtenus pour
chaque ligand, ici, nous sélectionnons les meilleures poses avec les énergies les plus basses
par le biais de la fonction de score basée sur une grille «MolDock Score [Grid]» qui

précalcule les valeurs d'énergies d'interaction sur une grille cubique régulierement espacée
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

afin de réduire le temps de calcul. Cette fonction de score utilisée par MVD est un dérivé

amélioré des fonctions de score PLP (piecewise linear potential) initialement proposees par

10
l.

Gehlhaar et al.® ° et développées plus tard par Yang et al.® avec l'insertion de nouveaux

termes de liaisons hydrogéne et de charges.

La fonction de score, Escore, €St définie par les termes d'énergie suivants:
Escore = Einter + Eintra eq.1
Avec : E;ter - €nergie d'interaction ligand-protéine

Einera - €nergie d'interaction intramoléculaire du ligand

L'énergie d'interaction ligand-protéine E;,;., est donnee par lI'équation suivante:

Einter = Z Z [EPLP (rl-j) + 332.0 Qiqzj eq.2
ieligand jEproteine 4rij

Cette équation prend en compte tous les atomes lourds (i) du ligand et les atomes
lourds (j) de la protéine ainsi que les atomes des cofacteurs et des molécules d'eau (le cas

échéant).

- Ep.p: le potentiel linéaire PLP

- 332.0

9 =, . . : . : .
4l 2’ . décrit les interactions électrostatiques entre les atomes charges. La

T'l]
valeur numérique 332.0 est donnée pour fixer l'unité de I'énergie électrostatique en Kcal/mol.
- D(r) = 4ry;: constante dielectrique
- q; et q;: representent respectivement les charges des atomes du ligand et des atomes

de la protéine.
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

Des exemples de charges des atomes sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau I. 2: Templates de charges prisent en compte par MolDock Score [Grid].

Atomes de ligand Atomes de protéines Charges
Les atomes N dans -C(NH,), His (atomes N) Arg 0.5
(atomes N)
Les atomes N dans - Lys (atomes N) 1.0

N(CH3)2 et -(N H3)

Les atomes O dans - | Asp (atomes O) Glu -0.5
COO0, -S0,, -PO, (atomes O)
Les atomes O dans -PO3 -0.66
Les atomes O dans -SO; -0.33
Les atomes N dans -SO,NH -0.1
lons métalliques tel que Na* +1.0
lons métalliques tel que Ca*’et +2.0
Fe*?

Le potentiel Ep;p prend en considération principalement deux parametres; le premier
optimise les interactions stériques (Van der Waals) entre les atomes et l'autre optimise les

potentiels des liaison hydrogenes.

Une liaison est considérée comme une liaison hydrogene si l'un des atomes peut
donner un atome d'hydrogene et l'autre atome peut I'accepter. Les types d'atomes qui peuvent

contribuer a la formation de liaisons hydrogéne sont classés selon le tableau 3.

Tableau I. 3: Type d'atomes contribuant a la formation d'une liaison hydrogene.

Atomes Types

N et O sans H liés Accepteur

N et S avec un ou plusieurs H liés Donneur

O avec H attachés Accepteur et donneur
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Chapitre 1. Criblage par docking d’une chimiothéque de xanthones

L'équation suivante représente I'énergie d'interaction intramoléculaire du ligand

Eintra :

Eintra = Z Z EPLP(rij) + Z A1l —cos(m.0 —0y)| + Eciqsn = €9.3

i€ligand jeligand liaisons flexibles

Le premier terme de cette équation correspond a la somme d'énergies d'interaction
entre toutes les paires d'atomes du ligand. Le second terme représente I'énergie de torsion,
cette énergie dépend essentiellement de I'hybridation des atomes lies (tableau 4). 6 est I'angle
de torsion de la liaison, cet angle ne correspond pas nécessairement a une seule torsion, une
moyenne est définie dans le cas ou plusieurs torsions sont déterminées. Le dernier terme,
Ecash, COrrespond a une constante de pénalité attribuée a I'équation afin d'éliminer les
conformations infaisables du ligand; la valeur de cette constante est de 1000 si la distance
entre deux atomes lourds est inférieure a 2,0 A. Si un atome lourd du ligand est situé en
dehors de la région du site d'interaction (I'espace de recherche) une constante de pénalité E cash
de 10000 est attribuée.

Tableau I. 4: Les parametres correspondant a I'énergie de torsion.

Liaison 0o m A
sp”-sp° 0.0 6 1.5
sp°-sp° T 3 3.0
sp*-sp” 0.0 2 3.0

A la fin du processus du docking, un ensemble de poses prometteuses est généré et les
termes d'énergie calculés (tableau 5) sont stockés et regroupés dans un fichier de format
«mvdresults» destiné a étre inspecté dans le «work space» du MVD ou avec Molegro Data
Modeller.
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Tableau 1. 5: Les termes d'énergie calculés avec la fonction de score MolDock Optimizer.

Terme d’énergie Signification
Etolat Energie totale MolDock Score
E inter (protein - ligand) Energie d'interaction MolDock Score totale entre le

ligand et la proteine).

Esteric Energie d'interaction stérique entre la protéine et le ligand

(calculé par PLP).

Hgond Energie de liaison hydrogene entre la protéine et le ligand
(calculé par PLP).

Electro Energie d'interaction électrostatique protéine-ligand

pour courte distance interatomique (r <4.5A)

ElectroLong Energie d'interaction électrostatique protéine-ligand pour

longue distance interatomique (r >4.5A)

Eintra Energie total MolDock Score interne du ligand

(interactions intramoléculaires).

Entra (steric) Energie d'interaction stérique du ligand (calculé par
PLP).
Entra (hbond) Energie de liaison hydrogene du ligand (calculé par PLP).
Entra (elec) Energie d'interaction électrostatique du ligand
Eintra (tors) Energie de torsion du ligand

3.3.3. Validation du protocole de docking:

Pour valider notre protocole du docking basé sur une combinaison de I'algorithme de
recherche Moldock Optimizer et la fonction de score Moldock Score [Grid], nous avons
évalué la précision de positionnement de la meilleure pose (top-scoring) du ligand de
reference "Miglitol". Cette pose est obtenue apres application du protocole du docking sur le
complexe miglitol-site actif qui a généré plusieurs poses. La meilleure est choisie selon

I'énergie totale d'interaction (MolDock Score) la plus basse d'une valeur de -81.747 Kcal /mol.
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Cette énergie sera également utilisée comme énergie de référence avec les autres ligands de la

chimiothéque a cribler. Cette validation nécessite deux étapes.

La premiere étape est le «Re-docking», considéré comme la méthode d'evaluation la
plus populaire. Elle a pour but la détermination de la capacité du protocole du docking a
générer une pose avec un positionnement dans le site d'interaction identique ou tres proche a
celui de la structure cristallographique originale. Cette méthode s’intéresse a I’écart
quadratique moyen « RMSD » (Root Mean Square Deviation)'!, qui est une mesure
géométrique de la distance entre les positions atomiques du ligand de référence co-cristallisé
expérimentalement avec les cordonnés (X.riscar» Yeristarr Zeristar) €t Celles de la structure
prédite ligand (pose) (Xposes Yposer Zpose) repOsitionnée apres application du protocole du

docking dans le site d'interaction. L'écart RMSD est donné par I'équation suivante:

n

1
RMSD = EZ(xcristali - xposel-)z + (:VCristali - yposei)2 + (Zcristali - Zposei)z eq. 4
i=1

Avec :
- n : le nombre total d'atomes lourds.

- (Xcristat; Yeristal p Zeristal ;) € (Xpose » Ypose  Zpose ) SONt respectivement les cordonnees

cartésiennes des atomes identiques de la structure expérimentale et de la structure prédite.

Il est consideré que les meilleurs protocoles du docking génerent des valeurs RMSD
inférieure & 2,0A, cette valeur est un seuil au-dessus duquel la précision du positionnement

est jugée mauvaise, entrainant l'invalidation du protocole™.

Pour notre étude, le calcul de la valeur RMSD est effectué avec MVD en appliquant le
protocole du docking décrit précédemment avec définition du miglitol co-cristallisé comme
un ligand de référence. La simulation du re-docking a généré un RMSD équivalent & 0.31 A
(figure 5), largement inférieur au seuil, ce qui indique que notre protocole a réussi et qu'il est

applicable pour le reste de cette étude.
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% RMSD Matrix (=
Pairwise Atom-Atom RMSD (checking all automorphisms) E
Name [0] )
[0] MIG_1001 [A] 0.314033
[11 [DOJMIG_1001 [A] 0.314033
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Figure 1. 5. Matrice de RMSD générée par MDV apreés la simulation du re-docking

La superposition du miglitol et sa meilleure pose générée (figure 6), visualisée par
Pymol, confirme la précision du positionnement et la génération d'une conformation quasi

similaire a celle cristallographique originale.

Figure I. 6. La superposition de la structure cristallographique du ligand (en bleu) et la pose
obtenue aprés re-docking (en rouge), RMSD =0.31A

La deuxieme partie consiste en une classification de précision du positionnement basée
sur les interactions «interactions-based accuracy classification (IBAC)» qui repose sur une
inspection visuelle des structures co-cristallisées et prédites'®, le grand avantage de cette
classification par rapport au RMSD est la prise en compte des interactions. Cette classification
débute par une inspection visuelle du complexe co-cristallisé ligand-site d'interaction pour
déterminer précisément 1’ensemble des interactions, suivie par une autre inspection du
complexe pose prédite-site d'interaction. Le positionnement de la pose prédite est dit correct
si la conformation et son orientation ainsi que toutes les interactions clés sont similaires a
celles de la structure originale du ligand de référence. Dans le cas contraire, le positionnement

est déclaré incorrect.
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En inspectant visuellement le site d'interaction du complexe cristallographique 3L4W,
le miglitol montre une bonne affinité avec les résidus du site actif et notamment les résidus
catalytiques. Cette affinité qui est a l'origine de son potentiel inhibiteur, se traduit par la
formation de liaisons hydrogene intéressantes avec les résidus Asp 327, His 600, Arg526 et
notamment avec les résidus catalytiques Asp 443 et Asp542.

En observant de plus pres les résidus en interaction avec la pose (Figure 7), nous avons
pu constater que cette pose interagit avec la méme maniere que le ligand cristallographique,
grace a des liaisons hydrogene de les méme résidus: Asp 327, His 600, Arg526, le catalyseur

nucléophile Asp 443 et le catalyseur acide / base Asp542.

Figure 1. 7. visualisation comparative entre le mode d'interaction du ligand
cristallographique avec les résidus adjacents (a), et celui de la pose dans le méme site
d'interaction (b)

La conformation et l'orientation de la pose prédite quasi identiques a celles du ligand
de référence prouvé avec un RMSD de 0.31A et les modes d'interaction trés similaires

indiquent une excellente précision de positionnement validant ainsi notre protocole.
4. Criblage de la chimiothéeque :

Le criblage débute par I'importation de tous les ligands de notre chimiothéque de 189
dérivés xanthone dans le «work space» du MVD, les ligands subissent une post-préparation
avec l'outil de préparation automatique du logiciel afin de Vvérifier et de s'assurer que les

propriétés structurales de chaque ligand sont prises en compte par le logiciel.

Une fois la chimiothéque importée, tous les ligands seront orientés vers l'espace de
recherche déja défini en appliquant le protocole précédemment décrit et validé. Le «scoring»
des poses obtenues pour chaque ligand (aprés 100 tours de recherche) méne a un classement
des meilleures poses basé sur leurs énergies d'interaction «Moldock score». Ainsi, pour

chaque élément de la chimiothéque, une seule pose prédite est sélectionnée, et donc 189 poses
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prédites sont retenues et classées dans un ordre décroissant de I'énergie d'interaction (tableau
6).

Tableau I. 6: Les énergies d'interaction Moldock score des meilleurs poses obtenues pour
chaque ligand de la chimiotheque.

Ligand Moldock Score | Ligand Moldock Score | Ligand Moldock Score
(pose) (Kcal/mol) (pose) (Kcal/mol) (pose) (Kcal/mol)
X170 -151.543 X115 -123.833 X72 -117.307
X117 -149.164 X116 -122.717 X119 -117.138
X103 -143.448 X173 -122.479 X88 -116.38
X138 -140.546 X165 -122.157 X86 -116.319
X120 -138.459 X166 -122.07 X93 -116.098
X156 -136.894 X94 -121.972 X118 -116.074
X47 -136.033 X164 -121.058 X139 -115.772
X111 -135.549 X54 -120.915 X65 -115.522
X113 -135.197 X162 -120.237 X187 -114.676
X161 -134.515 X158 -120.167 X188 -114.648
X108 -133.964 X21 -120.018 X106 -114.043
X112 -133.583 X186 -119.016 X14 -113.7
X110 -133.411 X163 -118.77 X183 -113.681
X105 -132.543 X68 -118.565 X64 -113.315
X107 -128.99 X169 -118.142 X184 -113.071
X102 -128.323 X167 -118.023 X80 -113.024
X109 -127.288 X92 -117.815 X189 -112.496
X114 -126.51 X67 -117.722 X91 -112.186
X168 -124.736 X160 -117.676 X76 -112.158
X155 -124.574 X96 -117.319 X23 -112.15
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X83 -111.908 X74 -106.701 X8 -95.1364
X13 -111.884 X135 -106.556 X129 -95.0649
X26 -111.826 X63 -105.919 X60 -94.6729
X97 -111.575 X182 -105.917 X123 -104.515
X22 -111.555 X24 -104.311 X157 -94.3818
X66 -111.492 X79 -104.099 X133 -93.9119
X90 -111.017 X75 -103.353 X5 -93.846
X185 -110.806 X101 -103.039 X141 -83.1848
X12 -110.624 X16 -102.659 X73 -93.2205
X62 -110.545 X27 -102.008 X6 -92.8537
X82 -110.491 X70 -101.95 X179 -92.8321
X128 -110.221 X95 -101.529 X7 -92.7068
X28 -109.538 X172 -101.425 X44 -92.3004
X85 -109.502 X71 -100.683 X152 -91.9796
X78 -109.474 X61 -100.605 X124 -91.7566
X19 -109.33 X25 -100.289 X2 -90.5626
X84 -108.752 X126 -100.043 X3 -90.4382
X171 -108.711 X100 -100.013 X153 -90.2744
X81 -108.577 X143 -99.3059 X69 -89.601
X20 -108.264 X51 -98.9741 X149 -89.14
X104 -107.691 X99 -98.4858 X59 -89.1134
X87 -107.454 XT77 -98.2944 X89 -89.078
X9 -107.215 X127 -97.766 X30 -89.0268
X17 -106.932 X50 -97.6604 X11 -88.8986
X104 -107.691 X159 -96.385 X154 -88.712
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X87 -107.454 X29 -95.7395 X35 -88.0682
X9 -107.215 X55 -95.6543 X178 -87.9111
X17 -106.932 X137 -95.4874 X98 -87.4397
X56 -87.336 X4 -84.1264 X136 -78.8679
X18 -87.3201 X40 -83.6227 X46 -77.8856
X180 -87.2636 X52 -83.4102 X34 -76.0164
X49 -87.1513 X36 -82.68 X140 -75.9925
X438 -87.11 X39 -82.2888 X32 -75.9676
X121 -100.688 X37 -82.2576 X151 -75.6734
X38 -86.8129 X43 -81.9355 X174 -74.4626
X1 -86.4932 X122 -81.8997 X58 -72.662
X41 -86.6608 X33 -81.4748 X31 -71.4507
X53 -86.1501 X130 -81.3877 X145 -70.4481
X150 -84.8449 X131 -80.9616 X144 -69.5229
X15 -84.658 X42 -80.3901 X45 -67.5541
X176 -84.5479 X148 -80.1889 X177 -66.9966
X10 -84.4045 X125 -79.7396 X146 -64.8531
X142 -84.3002 X57 -79.3222 X147 -64.3883
X175 -84.1594 X132 -79.1058
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Parmi ces 189 poses, dont les énergies Moldock score varient entre -151.54 et -64.38
Kcal/mol, nous avons sélectionné les 20 meilleures dites « Top-scoring » (figure 8), ayant les

valeurs énergétiques d'interaction les plus basses.

Figure I. 8. Positionnement des vingt «Top-scoring» poses représentant les ligands de la
chimiothéque dans le site d'interaction.

Ces vingt ligands représentent, du point de vue énergétique, une bonne affinité avec
les résidus du site actif (tableau 7). Cette affinité est due essentiellement a la présence des
interactions de liaisons hydrogéne représentées par une valeur énergétique «Hpong Score», et
des interactions hydrophobiques de type n-m (Van Der Walls) «VDWy.

Tableau I. 7: Les énergies d'interaction MolDock Score, Hbond Score et VDW des 20 meilleurs
poses sélectionnés et le miglitol.

Ligand Moldock Score (Kcal/mol)  Hbond Score (Kcal/mol) VDWW (Kcal/mol)
Miglitol -81.747 -17.684 -24.123
X170 -151.543 -21.8045 -39.408
X117 -149.164 -6.3648 -53.0356
X103 -143.448 -7.63514 -48.5584
X138 -140.546 -6.87024 -54.0503
X120 -138.459 -3.51585 -17.657
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X156 -136.894 -17.0098 -15.9694
X47 -136.033 -8.82717 -45.187
X111 -135.549 -5.95684 -17.7255
X113 -135.197 -8.62535 -51.6191
X161 -134.515 -19.0537 -34.748
X108 -133.964 -6.80362 -49.0377
X112 -133.583 -11.0071 -53.647
X110 -133.411 -5.08771 -50.5477
X105 -132.543 -6.15226 -47.8284
X107 -128.99 -7.89712 -44.7367
X102 -128.323 -4.98946 -47.9053
X109 -127.288 -7.77745 -42.9553
X114 -126.51 -5.28926 -44.4706
X168 -124.736 -19.1923 -12.2206
X155 -124.574 -19.9812 -31.3819

Les valeurs d'énergie d'interaction Moldock score des vingt dérivés de xanthone
sélectionnés varient de -151.54 a -124.574 kcal/mol, tandis que celle du miglitol est de
-81.747 kcal/mol, ce qui indique que ces composés pourraient étre d'une affinité comparable a
celle de la référence ce qui confére une stabilité meilleure dans le site actif. Les énergies des

liaisons hydrogene et de VDW sont également importantes en comparaison avec le miglitol.
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Figure I. 9. Structure chimique des 20 top-scoring xanthones

Il est primordial de remarquer et noter que dix-huit composés, parmi les vingt ligands
choisis (Figure 9), sont des xanthones sulfonamide. Cette remarque nous a mené a prédire un

caractéere inhibiteur prometteur de cette famille.

X170 et X117 qui sont les meilleurs xanthones sulfonamide dans cette série avec des

énergies d'interaction de -151.543 et -149.164 kcal/mol respectivement ont des structures
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similaires ce qui explique ces valeurs énergeétique trés proches. 11 est également intéressant de
noter que des interactions significatives de type liaison hydrogéne ont été détectées pour X170
avec Hpong Score équivalent a -21.80 kcal/mol, supérieur a celui de la référence. Cette énergie
d'interaction est le résultat de la présence de six liaisons hydrogéne avec les résidus du site
actif (Figure 10) :

v' X170-OH avec GIn603-carbonyl et GIn603-NH (0-O: d=2.3 Aet O-N:d=2.8 A
respectivement)

X170-OH avec GIn603-carbonyl (0-O: d = 2.6 A)

X170-OH avec Thr205-OH (0-0: d = 2.7 A)

X170-OH avec Asp203-CO,H (0-0: d = 2.0 A)

X170-0 (du groupement sulfonamide) avec Arg526-NH2 (O-N:d = 2.1 A).

S X X

Des interactions de type VDW sont également présentes avec les résidus Trp406,
Tyr605 et Ala576 avec une énergie de -39.408 kcal/mol, due a la présence de plusieurs

groupements aromatiques.

Figure I. 10.Interactions de type liaison hydrogene entre X170 et les résidus du site
d'interaction; Arg526, Asp203, Thr205 et GIn603.

Le composé X117 posséde 4 groupements methoxy au lieu des hydroxyles dans X170, ce
qui s'est manifesté par une diminution importante de I'énergie Hpong (-6.365 kcal/mol)

expliquée par la détection de trois liaison hydrogene uniquement (Figure 11) :

v X117-OMe avec Trp406-NH (O-N: d = 2.5 A)
v X117-O (du groupement sulfonamide) avec Thr205-OH (O-O: d = 2.3 A)
v’ X117-N (du groupement sulfonamide) avec Asp542-CO2H (N-O: d = 1.8 A).
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La diminution des liaisons hydrogene est compensée par de fortes interactions
hydrophobiques de type VdW (-53.036 kcal/mol) avec Phe450 et Phe575 .

Figure 1. 11.Interactions de type liaison hydrogene entre X117 et les résidus du site
d'interaction; Trp406, Thr205 et le résidu catalytique Asp542.

La présence des liaisons hydrogene dans le cas du compose non hydroxylé X117 est
due essentiellement a la présence du groupement fonctionnel sulfonamide qui a contribué a

établir des interactions avec Thr205 et le résidu catalytique Asp542.

X108 et X161 sont également des analogues, le premier posséde des groupements
methoxy et le deuxieme est tetrahydroxylé, avec des énergies d'interaction trés proches: -
134.515 et -133.964 kcal/mol respectivement. Ces composés ont montré des modes
d'interaction similaires a ceux des composés X170 et X117, dont la présence des groupements
hydroxyles dans le composé X161 a favorisé la formation des liaisons hydrogéne avec une
énergie d'interaction Hpong de -19.05 kcal/mol, par contre I'énergie Hyong de son analogue
tetramethoxylé X108 est beaucoup moins intéressante (-6.80 kcal/mol). Pour ce dernier, trois
liaisons hydrogéne ont été détectées entre les atomes du groupement sulfonamide et les

ressidus du site actif (Figure 12) :

v/ X108-0O (du groupement sulfonamide) avec Thr205-OH (O-O: d =1.9 A)
v X108-N (du groupement sulfonamide) avec Asp542-CO,H (N-O:d =1.9 A).
v' X108-0O (du groupement sulfonamide) avec Tyr214-OH (O-O: d = 2.3 A)
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Figurel. 12. liaisons hydrogéne entre X108 et les résidus du site d'interaction; Tyr214,
Thr205 et le résidu catalytique Asp542.

Pour X161 plusieurs liaisons hydrogéne ont été établies entre les quatres groupement
hydroxyles et les résidus du site actif (Figure 13) ce qui explique la valeur énergétique

intéressante Hyong pOUr Ce COMpPOSE:

v’ X161-OH avec GIn603-carbonyle et Tyr299-OH (0-O: d = 2.4 A et 0-0: d=2.1 A
respectivement)

v X161-OH avec GIn603-carbonyle et GIn603-NH (0-O: d = 2.1 Aet O-N: d = 2.2
A respectivement)

v’ X161-OH avec Tyr605-OH (0-0: d = 1.9 A)

X161-OH avec Thr205-OH (0-0: d = 1.6 A)

v X161-0O (du carbonyle) avec Asp542-CO,H (0-0:d = 1.7 A).

<

Figure I. 13. liaisons hydrogéne entre X161 et les résidus du site d'interaction; Tyr299,
Asp542, Thr205, GIn603 et Tyr605.

La présence de plusieurs groupements aromatiques pour X108 et X161 a contribué a la
formation de fortes interactions hydrophobiques de type VdW (-49.04 kcal/mol et -34.75

kcal/mol respectivement)
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En ce qui concerne les autres dérivés xanthone sulfonamides, des comportements
d'interaction similaires en été observes pour les composés terahydroxylés X156, X168 et
X155:

e des énergies de liaisons hydrogene Hpong importantes de -17.01, -19.19 et -19.98
kcal/mol, dont les groupement hydroxyles et le groupement sulfomanide sont a
I'origine de ces interaction (Figure 14).

e des interactions de type VDW avec des valeurs énergétiques de -15.96 , 12.31 et
31.38 kcal/mol.

Figure 1. 14. liaisons hydrogéne établis entre X155, X156 ,X168 et les résidus du site actif.

Les composes tetrametoxy-xanthones sulfonamides X103, X120, X111, X112, X113,
X10, X105, X107, X102, X109 et X114 ont également montré des modes d'interaction trés
similaires, avec des liaisons hydrogene établies entre le groupement sulfonaminde ,les
groupements methoxy et le carbonyl du xanthone , avec des énergies Hyong Variant de -4.99 a
-11.07 kcal/mol. En revanche, les interaction de types VDW pour ces composés se sont

révélées beaucoup plus importantes allant jusqu'a 53.65 kcal/mol.
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Comme mentionné précédemment, parmi les vingt ligands top-scoring, seulement
deux composés X138 et X47 ne sont pas des dérives de xanthone sulfamides. En comparant
les interactions de liaison hydrogéne pour les complexes X138-site d'interaction et X47- site
d'interaction (figure 15), les résidus Asp327, Arg526 et Trp406 forment des liaisons
hydrogéne avec les deux ligands X47 et X138. Il est & noter que X138 et X47 forment
également des liaisons hydrogéne avec les résidus catalytiques clés Asp542 et His600,
respectivement. Des interactions de type Van der Waals ont également été détectées pour les
deux complexes (tableau 8).

Figure I. 15. Interactions de type liaison hydrogene pour X138 (a) et pour X47 (b)

L'analyse de I'ensemble des interactions établis par les vingt dérivés de xanthone (top-
scoring) avec les résidus du site actif, montre trois modes d'interaction; le premier concerne
les dérivés tetramethoxy-xanthone sulfonamide, pour lesquels les interaction de type VDW
ont été favorisées par rapport aux liaisons hydrogéne formées par le groupement sulfonamide
qui ont été beaucoup moins intéressantes. Le deuxieme mode d'interaction est celui des
xanthone sulfonamide tetrahydroxylés, contrairement au mode précédent, les liaisons
hydrogene détectées ont été tres importantes grace a la présence de quatre groupements
hydroxyle et un groupement sulfonamide, les liaisons de type VDW on été moins
intéressantes sauf pour certains dérivés possédant plusieurs groupements aromatiques tels que
les composés X117 et X108.

Le troisieme mode est celui des dérivés X138 et X47, les groupements hydroxyle ont

été a l'origine de I'établissement des liaisons hydrogéne.

Certains résidus du site actif ont montré une bonne affinité avec des ligands étudiés

tels que le résidu catalytique Asp542 qui a interagi manifestement avec dix ligands et le résidu
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Thr205 qui a etabli des interactions avec tous les dérivés xanthones sulfonamides. En outre,
des liaisons hydrogéne dans la plupart des complexes sont établis avec les résidus Tyr299,
Tyr605 et GIn603 (tableau 8).

Par ailleurs, les interactions de type VDW ont également contribué a cette affinité dans
tous les complexes notamment pour les tetramethoxy-xanthones sulfonamide. Ces affinités
favorisent la fixation des ligands étudiés ce qui aurait pour résultat une potentiel inhibition de

I'enzyme cible.
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Residues
Hsond

Top-scoring Ligands

X170 X117

X138 X120

X156

X47

X111 X113

X161

X105 X107 X102

X168

X155

Asp327

His600

Asp542

Aspdd3

Arg526

Trp406

Thr205

GIn603

Asp203

Tyr605

Tyr299

Tyr214

Arg202

VDW

Trp406

Met444

Phe450

Phe575

Thr205

Tyr605

Ala576

Tyr299

Ser448

Trp44l

Tyr214

XX

XX

XX

XX

X

XX

XX

XX

XX

XX X X

XX

XX

XX

XX

XX

XX

XX

XX

Tableau I. 8: Les interactions de type liaisons hydrogéne «Hgong, et de Van der Walls «VDW» des meilleurs derivés de xanthone «20 top-scoring» établis avec les residues du site actif. X indique I'établissement d'une seule interaction, XX I'établissement de plusieurs interactions.
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5. Conclusion :

Dans cette partie de travail nous avons appliqué un criblage, basé sur une simulation

de docking moléculaire, sur une libraire de 189 dérivés de xanthone afin d’étudier leurs mode
d’interaction vis-a-vis de notre cible d’intérét biologique (I’a-glucosidase). La structure
tridimensionnelle de cette enzyme hydrolase de souche humaine est obtenue a partir de la
banque des données PDB avec I’identifiant 3L4W en complexe avec le « miglitol ». Le
processus du docking est assisté par le programme Molegro Virtual Docker (MVD) avec un
protocole basé essentiellement sur I’algorithme évolutionnaire différentiel « MolDock
Optimizer » et la fonction de score « MolDock Score » avec une population qui peut aller
jusqu’a 150 individus durant les 100 tours de docking. La validation de ce protocole a été
réalisée par un re-docking du ligand de référence co-cristallisé avec un RMSD de 0.3A.
Le classement et 1’analyses des énergies d’interactions des 189 dérivés en comparaison avec
I’inhibiteur de référence, ont montré que certains xanthones ont une affinité avec les résidus
du site actif comparable a celle de la référence. Parmi les meilleurs composes en terme
d’énergie d’interactions « top-scoring » nous avons sélectionné vingt, pour une analyse
approfondie des types d’interactions et une inspection visuelle. Cette analyse a montre
I’affinité favorable des xanthones sulfonamides possédant des énergies d'interaction basées
essentielemnt sur la formation des liaisons hydrogene et I'etablissement des interaction de
type VDW. Ces affinités traduissent la stabilité du ligand étudié dans le site actif et favorisent
leur fixation ce qui aurait pour résultat une inhibition potentielle de I'enzyme cible.

Ces resultats interessants nous ont incités a entamer une étude experimentale sur cette
famille de xanthones sulfonamide afin de verifier I'effet inhibiteur de ces composés vis-a-vis

de l'a-glucosidase.
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Chapitre 11. Synthese des dérivés de xanthone et étude de leurs effet inhibiteur

1. Voie de Synthese de quelques dérivés de xanthones sulfamide sélectionnés
a partir du criblage :
Pour tenter d'apporter une confirmation des résultats du screening virtuel par une

approche de docking moléculaire menée sur notre chimiothéque de 189 dérivés de xanthone,
la synthése de quelques dérivés de xanthone sulfonamides élues de ce criblage a été mise au
point afin de pourvoir tester l'inhibition de ces dérivés vis-a-vis de l'a-glucosidase.

La synthese a été effectuée selon la séquence réactionnelle (schéma 1) décrite précédemment
par Hu et al'., légérement modifiée.

OCH,
cocl
H,CO Acylation de
+ Friedel-craft
_—
co OCH, HsCO OCH, H,CO OCH,
1 2

OCH,
3
’ OCH,
O OCH, H, co
Cyclisation H;CQ Chlorosulfonation
_—
o H, CO OCH,
H,CO OCH, O= ? o
4 5 Cl

O  OCH,

Insertion d'amines H,CQ
appropiées
H,CO 0 OCH,
0=S=0

R= NHR' ou NRR" R
6-10

Schéma I1. 1. Schéma de synthese des dérivés de xanthones sulfamides

Dans un premier temps, nous synthétiserons le xanthone précurseur 1,3,6,7-
tetramethoxyxanthone (4) en deux étapes (schéma 2). Dans la premiére étape, une acylation
classique de Friedel-Crafts de la 1,3,5-trimethoxybenzene (1) est mise en jeu en présence de
chlorure de 2,4,5-Trimethoxybenzoyle (2) pour former la benzophénone avec un hydroxyle

libre (3) avec un rendement de 68%?Z Puis, une réaction de cyclisation est effectuée par le
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Chapitre 11. Synthese des dérivés de xanthone et étude de leurs effet inhibiteur

traitement de benzophénone (3) avec une solution 25% d' hydroxyle de tétrabutyl ammonium

dans de la pyridine et de I'eau, menant ainsi au xanthone souhaité (3) avec un bon rendement
(90%)>.

OCH, O  OCH,
AICI,, Et,0, 1t, 48h H,CQ
H.CO coocl O O
H,CO OCH, H,CO ocH, ©OCHs
. OH
H.CO OCH,

3
2

TBAOH (25%in H,0)

reflux, 4N 1 pyridine-H,0 (1:1)

\]

O  OCH,
H,CO

HSCO‘ 0 ‘ OCH,

4

Schéma I1. 2. Voie de synthése du précurseur 1,3,6,7-tetramethoxyxanthone (4)

Une fois le précurseur (4) obtenu, sa chlrosulfonation est mise en ceuvre en présence
d'acide chlorosulfonique a 0°C pour donner le composé (5) avec un rendement de 81%. Le

traitement de cet intermédiaire clé avec I'amine appropriée dans le 1,4-dioxane permet l'accés
aux xanthones sulfamide (6-10)*.
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O OCH,
H,CO HSO,CI
H;,CO O OCH,

4

O  OCH,

N8

H,CO o OCH,
0=S=0

|
5 Cl

rt, 1h \amlne, 1,4-dioxane
O

OCH,

NS

H,CO o OCH,
0=S=0

[
R

6-10

Schéma I1. 3. Voie d’accés aux dérives de xanthone sulfamide a partir du précurseur (4)

Tableau II. 1.. structure des tetramethoxy-xanthones sulfamides synthétisés

compose Encodé dans la R Rdt (%)
chimiothéque
6 X109 NH/Q 59.7%
7 X107 NH/Q 62%
8 X102 N< Z 53%
9 X117 D 46%
L
10 X108 NH 54.7%
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2. Evaluation de I'activité inhibitrice :

En raison de la non-disponibilité de l'enzyme choisie comme cible MGAM, nous
avons orienté notre évaluation biologique vers un test in-vitro sur l'a-glucosidase (EC
3.2.1.20) & partir de levure Saccharomyces cerevisiae®. Le p-nitrophényl glucopyranoside
(pNP-glucose) a été utilisé comme substrat qui s'hydrolyse en présence de 'a-glucosidase
pour produire le glucose et le p-nitrophénol. En milieu basique, la formation du p-
nitrophénolate manifeste une coloration jaune mesurée par absorbance a A=405 nm avec
Spectrophotométre UV-visible. Le taux de libération de p-nitrophénolate permet, ainsi de
mesurer l'activité inhibitrice. Plus la quantit¢é de p-nitrophénolate sera élevée, moins

I'inhibiteur sera actif. L'acarbose a été utilisé comme un inhibiteur de référence.

OH

o]

OH
oo Apha-glucosidase L Q
o) NO, ’ HO I
OH HO NO,
oH

p-nitrophenyl a-glucopyranoside glucose p-nitrophenol

lNazCOs
04©>N02

p-nitrophenolate
(yellow)

Schéma I1. 4: Réaction enzymatique en présence du p-nitrophényl glucopyranoside comme
substrat.

Chaque test est effectué trois fois (triplicatas) en diluant les composés a différentes
concentrations dans du DMSO. Les pourcentages d'inhibition sont calculés selon I'équation

suivante :

A _A
Inhibition (%) = ( control te“) x 100

Acontrol

AVec:

- Acontror. absorbance en absence de l'inhibiteur (appelée test control)
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- Ages: - absorbance en présence de l'inhibiteur en interaction avec lI'enzyme en prenant

en considération l'absorbance de l'inhibiteur seul (Apianc) pour éviter toute interférence.

Puis, I''Cso (concentration nécessaire pour inhiber 50% de l'activité de la protéine) de
chaque produit s'obtient en corrélant le pourcentage d'inhibition et les différentes
concentrations du produit nécessaires pour obtenir cette inhibition. Une régression non-
linéaire obtenue aprés traitement statistique donne acces a cette valeur caractéristique de
chaque composé (tableau 2).

Tableau I1. 2. Evaluation de I'activité inhibitrice des xanthones sulfamide (6-10)

composé Encodé dans la ICs0 (LM)

chimiothéque

6 X109 NA

7 X107 NA

8 X102 NA

9 X117 NA

10 X108 NA
Acarbose / 675

NA : Non actif, Acarbose: inhibiteur de référence

150+ Inibition de I'a-glucosidase en presence de
I'Acarbose a differentes concentrations OH
HO
100 —3§ HO .
OH H3C o
HN
HO OH
OH

50

Inhibition (%)

OH
o o
Acarbose HO OH

Log [Inhibiteur] (Log [mol/l])

50

Figure I1. 1. Détermination graphique de 1’ICsq de I'Acarbose.
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L'acarbose est considéré comme inhibiteur de référence pour confirmer la mise au
point du protocole du test in-vitro et sa valeur d'ICsy est considérée comme une référence

pour le reste de ce travail.

Cette évaluation montre I'absence d'une activité inhibitrice vis-a-vis de l'a-glucosidase

pour lI'ensemble des dérivés tetramethoxyxanthone sulfonamides synthétisés.

Il est nécessaire de rappeler que, du point de vue énergétique, lors du docking;
I'affinité de ces composés synthétisés tetra-methoxylés est principalement due a de fortes
interactions de type VDW (variant entre -53.03 et -42.95 Kcal/mol) et a d'autres, beaucoup
moins fortes de types ponts hydrogene (variant entre -7.89 et -4.98 Kcal/mol) et largement
inférieures a celles de la référence (-17.68 Kcal/mol). Par contre, pour les xanthones
sulfonamide tetrahydroxylés les liaisons hydrogene détectées ont été trés importantes grace a
la présence de quatre groupements hydroxyle et le groupement sulfonamide.

Cette révision des resultats du docking suggere que I'absence d'une activité inhibitrice
des tetramethoxy-xanthones sulfonamides synthétises vis-a-vis de l'a-glucosidase peut étre
expliquée par la formation de faibles liaisons hydrogéne dans les complexes ligand-enzyme et
par l'utilisation de deux cibles différentes (la MGAM Humaine pour le docking et l'a-
glucosidasde du Saccharomyces cerevisiae pour le test in -vitro). Ce qui nous a orienté vers
I'évaluation des composés possedant des groupement hydroxyle afin de pouvoir apporter une

explication.

3. Démethylation des composés synthétisés:

Avant d'effectuer une deméthylation des xanthones sulfamide, nous avons synthétisé
l'analogue tétra-hydroxylé du précurseur (4) suivie d'une évaluation de son potentiel
inhibiteur. Cette réaction a été mis en ceuvre en présence de BBr3 dans le dichlorométhane

pour donner 1,3,6,7-tetrahydroxy xanthone (4') (schéma 4) avec un rendement de 73.3%°.

O OCH, ﬁ OH
H,CO BBr, HO
O O CH,Cl,, -78°C O O
H,CO o) OCH, HO o OH
4 4

Schéma I1. 5. Voie de synthése de 1,3,6,7-tetrahydroxyxanthone (4"
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Une fois le composé (4") obtenu, une évaluation de son potentiel d'inhibition vis-a-vis del'a-
glucosidase est effectuée avec le méme protocole décrit précedemment. Ce composé a montré

une activé inhibitrice intéressante avec un ICsq de 11.69uM.

@) OH

Inhibition de 'o-glucosidase en presence du
composeé 4 a differentes concentrations

150 - HO E :
1004 HO @) OH

4I
1,3,6,7-tetrahydroxy-9 H-xanthen-9-one

a0+

% Inhibition

! IC,,= 11.69 uM

Leg[inihikiteur] [Logmal/I]}

Figure I1. 2. Détermination graphique de I’ICso du composé (4").

Les cing analogues hydroxylés des xanthones sulfamide ont été synthétisés en suivant
le méme protocole (schéma 5) avec des rendements variables.

O OH

O] OCH,
H,CO BBr, HO
O 0 CH,Cl,, -78°C
H,CO 0] OCH, HO o) OH
0=S=0 o=?=o
R R
R= NHR' ou NR'R" R= NHR' ou NR'R"
11-15

6-10

Schéma I1. 6. Voie de synthése des composés (11-15)
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Tableau I1. 3.structure des tetrahydroxy-xanthones sulfamides synthétisés

composé R Rdt (%)
11 NH/Q 45%
12 NH/Q 44%
13 N< 2 38%

COOFt

14 O 43%
L)
15 NH OO 51%

4. Evaluation biologique des dérives tetra-hydroxyxanthone sulfonamides :

L'activité de ces composes tétra-hydroxylés (11 a 15) a été testée in vitro sur la cible

a-glucosidase.

Tableau I1. 4. Evaluation de l'activité inhibitrice des xanthones sulfamide (11-15)

composé 1Cs0 (LM)
11 30.78
12 30.75
13 47.85
14 47.25
15 133.6

Acarbose 675
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0 COH
. . . HO
180 oss 113 diftrentes consentiations ‘ RN
c
5 1001 HO 0 Z S ou
]
£ — HI—S=0
= 50 . ||
! 0
. \_/
0 T T T hd T
0 2 4 -6 8 1
Loglinhibiteur] (Log[moliL]) N-[i4-chlorophenylymethyl]-1,3,6,7-tetrahydroxy-9-oxo-9H-xanthene-
4-sulfonamide
Figure I1. 3.Détermination graphique de I'ICso du composé (11).
1 Inhibition de I'o-glucosidase en presence du
compse 12 & differentes concentrations
100 J\ ]\
c ] T / f’/
E a0 —
£ — HN—S8=—0
i Fﬂ’f ﬂ
] T T T T 3
2 2 4 3 - ®Y3 \"
12
Log[Iinhibiteur] (Log[mol/L])
-30- N{{4-fluorophenyl)methyl]-1,3,6,7-tetrahydroxy-9-
oxo-9H-xanthene-4-sulfonamide
Figure 11. 4. Détermination graphique de I’'ICso du composé (12).
] OH
150 4 Inhibition de lo-glucosidase en presence
du composé 13 a differentes concentrations HO
& 100 4 G G
= HO
£
i 0 =—=5—0
F 501 |
M
.] PN
k 13 COoEt

Figure 1. 5.Détermination graphique de I’'ICso du composé (13).
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Inhibition de I'o-glucosidase en presence du

o OH
150, composé 14 & differentes concentrations HO l l
. HO o oH

0=5=0 &
N |
T

14 =y

e

Figure 1. 6. Détermination graphique de 1’ICso du composé (14).

Inhibiticn de I'o-glucosidase en presence du 0 OH
composé 15 a differentes concentrations

150017 HO
Em' HO ! 0 l OH
£ ’ 0=5=0
= &0
HM =N
? : ' 15 o
a -2 -4 -E -2
Logill

Figure I1. 7. Détermination graphique de I’'ICso du composé (15) .

Ces résultats montrent que la substitution des groupes methoxy par des groupes

hydroxy dans les xanthones sulfonamide, confére a ces derniers une forte activité inhibitrice.

5. Cinétique enzymatique :

Dans le but de déterminer le type d'inhibition des dérivés de xanthone sulfonamides
vis-a-vis de l'a-glucosidase, nous avons réalisé une étude cinétiqgue enzymatique de type
Michaelis menten et tracé un graphe selon Lineweaver-Burke (double inverse) pour le
composé (11). Comme décrit précédemment’, deux concentrations de I'inhibiteur (11) autour
de la valeur 1Csy (25uM et 40puM) ont été choisies. Pour chaque concentration, l'activité de
l'a-glucosidase a été testée en variant les concentrations du substrat [S] pNP-glycoside. Cette

réaction enzymatique a été réalisée sous les mémes conditions de protocole du test en
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effectuant une lecture toute les 60s par spectrophotométrie & 400 nm. Les variations de la

vitesse on été déterminées par régression non-linéaire de type Michaelis-Menten (Figure 8)

501
Regression non-lineaire de type

Michaelis-Menten en présence du composé 11
40
=4 sans inhibiteur

& 112425 uM
- 112340 uM

30

V (DO/min)

[S1 (M)

Figure 11. 8. Détermination graphique de la variation de la vitesse de la réaction en fonction
de la concentration du substrat, sans et en présence du composé 11.

On observe dans ce graphe représentant la vitesse initiale en fonction de la

concentration de substrat que la vitesse maximum change en fonction de la concentration de
I’inhibiteur.
La valeur de la constante de Michaelis K, sans et en presence de l'inbiteur, n’est

pas modifiée (tableau 5). Cela peut signifier que I’affinité de I’enzyme libre (E) et celle

du complexe (EI) pour le substrat (S) ne sont pas modifiées,

Tableau I1. 5. variation de Vmax et K en fonction de la presence de I'inhibiteur 11

[1] (uM) 0 25 40
Vmax (Do/min) 35.04 17.49 12.96
Km (M) 0.236 0.237 0.235

Nous avons egalement determiné ces parametres cinétiques en tracant la courbe double

. . 1 i .
inverse selon Lineweaver-Burk 7= f ([S]) (figure 9).
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Tracé Lineweaver-Burk en présence composé 11

0.3 1
- 40
- 25
© 0
0.2
. ()
£
£
o
2 0.1
el
>
3
T T T 1
-10 5 10 15
1/[S] (1/M)

Figure I1. 9. tracé double inverse de Lineweaver-Burk en présence de differentes
concentrations du compose 11.

Les droites obtenues en présence de différentes concentrations de notre inhibiteur (11)

se rencontrent en un seul point de I’axe des abscisses, ce point est I'inverse de la valeur de K,

(— Ki = —4.22 ) Ces droites coupent I’axe des ordonnées en différents points représentant
M

y. . . 1 . . .
I’inverse des vitesses maximale apparentes (V ) qui augmente avec l'augmentation de la

max

concentration de l'inhibiteur pour.

Ces résultats suggerent I'inhibition non compétitive du composé 11 avec une constante
d'inhibition K;de 25.92 uM.

6. Etude de mode d'interaction des dérivés synthetisés :

6.1. Génération de la structure 3D de I'enzyme cible par homologie :
Vu le manque d'informations structurales sur l'a-glucosidase (a partir de
Saccharomyces cerevisiae) utilisée pour nos tests d'inhibition et étude cinétique, et la non

disponibilité de sa structure 3D dans les bases de données telle que PDB (Protein Data Bank),
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nous avons déecidé d'utiliser la modélisation par homologie qui s'avere utile et qui a été utilisée

avec succeés pour plusieurs travaux sur notre enzyme cible®*°.

C'est une technique comparative qui part de I'hypothese que des protéines qui ont des
séquences homologues ont des structures proches'. Cette approche débute par la génération
d'une séquence d'acide aminés de 'a-glucosidase de levure a partir de la base des données
«the UniProt protein knowledge base» (www.uniprot.org) sous l'identifiant P53341
comprenant 584 résidus.

Cette séquence, utilisant le serveur de modélisation SWISS-MODEL

) 12,13

(http://swissmodel.expasy.org , est nécessaire pour identifier la structure de protéine dite

«patron» (Template) a partir de la banque des protéines PDB par l'outil de «Blast» et
«HHblits»' . A la fin de cette étape plusieurs structures cristallographiques seront fournies
avec des pourcentages d'identité et de similarité en ordre décroissant( tableau 6 ).

Tableau I1. 6:Liste des meilleurs Templates PDB générés par Swiss-model.

Seq Oligo- Found . Seq -
Template Identity  state by Method Resolution Similarity Coverage Description
i Oligo-1,6-
3aj7.1.A 72.68 monomer BLAST X-ray 1.30A 0.54 1.00 glucosidase
Oligo-1,6-
3axh.1.A 72.51 monomer BLAST X-ray 1.80A 0.54 1.00 glucosidase
IMA1
3aj7.1.A 7221 monomer HHblits X-ray  1.30A 0.54 1.00 Oligo-1,6-
glucosidase
Oligo-1,6-
3axh.1.A 72.21 monomer HHblits X-ray 1.80A 0.54 1.00 glucosidase
IMA1
4maz.1.A 4576 monomer BLAST X-ray  1.60A 0.44 0.93 Oligo-1,6-
glucosidase 1
4m8u.1.A 4576 monomer BLAST X-ray  1.45A 0.44 0.93 Oligo-1,6-
glucosidase 1
4m56.1A 4576 monomer BLAST X-ray  2.30A 044 0.93 Oligo-1,6-
glucosidase 1
Oligo-1,6-
4mbl.1.A 45.57 monomer BLAST X-ray 1.40A 0.44 0.93 glucosidase 1
4m56.LA 4291 monomer HHblits X-ray ~ 2.30A  0.43 0.94 Oligo-1,6-
glucosidase 1
4maz.1.A 43.07 monomer HHblits X-ray 1.60A 0.43 0.94 Oligo-1,6-
glucosidase 1
4m8u.LA 42.88 monomer HHblits X-ray =~ 1.45A  0.43 0.94 Oligo-1,6-
glucosidase 1
4mbl.1A 42.88 monomer HHblits X-ray  1.40A 0.43 0.94 Oligo-1,6-
glucosidase 1
luok.lA 41.02 monomer BLAST X-ray  2.00A  0.42 094 _OLIGO-16-

GLUCOSIDASE
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Les résultats ont montré que l'oligo-1,6-glucosidase (PDB ID: 3AJ7) révele la
meilleure identité avec un pourcentage de 72.68% (largement superieur au seuil de 35%") et
une similarité de 54%. L'alignement des deux séquences (figure 10) et la comparaison visuelle
des structures 3D (figure 11) montrent une haute homologie ce qui suggére l'obtention d'une
structure 3D du modele d 'o-glucosidase de haute qualité avec la conservation du site actif
pour lequel les résidus sont déterminés a partir de ceux du Template Asp69, His112, Arg213,
Asp215, Argd42 , His351 et les résidus catalytiques Asp352 et Glu277%, qui correspondent
respectivement dans le modéle aux Asp68, Hislll, Arg212, Asp214, Arg 439, His348,
Asp349 et Glu276.

T .
2 vy
rgetc

IPTYCTNEDCFAL TER TER L. OMEFT T TOI

Saj?.-_._zi WETYGTNEDCFALIEKTHELGMEFITDLVIN

résidus identiques sont représentes en rouge, non-identiques en bleu et ceux du site actif sont

surlignés).

Le serveur automatisé SWISS-MODEL utilise la structure cristallographique (PDB ID :
3AJ7) choisie comme «template», pour créer une structure 3D pour notre cible en effectuant

un alignement des deux structures (figure 11).
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1Figure I1. 11. Comparaison entre la structure du modele de 1'a-glucosidase créé par
homologie (a) et la structure du Template 3AJ7 (b) avec la conservation des résidus
catalytiques.

5.2. Docking Moléculaire :

Les simulations de docking ont été realisées avec le programme Molegro Virtual
Docker (MVD). La structure homologue de l'a-glucosidase est importée dans son «work
space» et préparée avec l'outil de préparation automatique et les cavités sont détectées avec

I'algorithme de détection des cavités du MVD.

Avant d'étudier le mode d'interaction du composé 11 avec I'enzyme cible en tant qu'inhibiteur
non-compétitif, il nous sera d'abord nécessaire de déterminer les sites d'interaction les plus
plausibles. Pour ce fait, nous avons défini un espace de recherche (une sphere de rayon de
40A) qui couvre tout I'espace 3D du récepteur, y compris le site actif et les sites allostériques
(figure 12).
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Figure I1. 12.1llustration de I'espace de recherche qui couvre toute la structure 3D de la cible

Dans cet espace de recherche, un processus de docking est lance pour le compose 11 et
la reference Acarbose; en utilisant I'algorithme de recherche Moldock Optimizer, la fonction
de score Moldock Score [Grid], 100 tours (runs) de docking et une population de 150
individus. a la fin du processus un clustring est effectué utilisant un rsmd de 2.0A pour garder

les 100 meilleures solutions avec les différentes conformations possibles.

Les résultat du docking montrent I'orientation de la totalité des poses obtenues vers un méme

site proche du site actif (figure 13) .

Figure I1. 13.Distribution et orientation des poses du composé 11 obtenues dans la structure
3D de I'enzyme cible.
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La pose top-scoring du composé 11 est sélectionnée selon la meilleure énergie
d'interaction avec la cible. On a observé que le site d'interaction pour le composé 11 est
proche de la poche du site actif (Fig. 14).

ARG-439

HIS;348sp 349

Figure I1. 14. Orientation du composé 11 (en bleu) vers un site d'interaction proche du site
actif (en rouge).

le composé 11 forme quatres liaisons hydrogene dont trois établies par les groupement

hydroxyles et les résidus du site d'interaction (Figure 15)

v composé11-OH avec Lys155-carbonyle (0-O: d = 2.4 A)

v composé11-OH avec Ser308--carbonyle (O-O: d = 1.8 A)

v composé11-OH avec Thr207-OH (O-0: d = 2.6 A)

v composél11-O (du carbonyle) avec Arg312-NH (O-N:d = 1.7 A)

N

Figure 11. 15. liaisons hydrogene entre le composé 11 et les résidus du site d'interaction.

Pour confirmer cette approche de docking adaptée pour notre inhibiteur non

compétitif, nous avons décidé d'appliquer ce protocole sur le ligand de référence (inhibiteur
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compétitif) qui, lui, doit s'orienté vers le site actif. Pour cela, une simulation de docking pour

I'acarbose identique a celle effectuée pour docker le composé 11 est nécessaire.

Les résultats de ce docking ont montré l'orientation des poses générées de l'acarbose

vers le site actif (Figure 16).

Figure 11. 16.Distribution et orientation des poses de l'acarbose obtenues dans la structure 3D
de lI'enzyme cible.

L'analyse visuelle de la meilleure pose de I'acarbose montre que ce dernier est entouré
par les résidus du site actif définis précédemment, confirmant ainsi son orientation vers ce site

qui est proche de celui du composé 11, ce qui valide la capacité de notre protocole a prédire

un site d'interaction (figure 17)

Figure I1. 17.0rientation de l'acarbose dans le site actif proche du site d'interaction
déterminé pour le composé 11 avec le site actif.

L'application de ce protocole sur les autres xanthones sulfonamide synthétisés

(composé 12-15), prédit l'orientation de ces composeé vers le méme site d'interaction que celui

du composé 11 avec des modes d'interaction trés similaires notamment la formation des
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liaisons hydrogéne entre les groupement hydroxyles, le groupement sulfonamide et les résidus

du site d'interaction (figure 18).

Composé 12

Figure 11. 18. Mode d'interaction des composes 12-15 sans le site d'interaction déterminé.

6. Conclusion :

Dans cette partie, nous avons mis en ceuvre la synthése de quelques dérivés de
xanthone sulfonamide issus de I’étude docking afin de pouvoir évaluer leur inhibition vis-a-

vis de l'a-glucosidase avec un test in vitro.

La synthése et I’évaluation biologique de cinq dérivés tetramethoxyxanthone
sulfonamide a montré que ces derniers ne présentent aucun effet inhibiteur sur I’a-
glucosidase, ce qui a été expliqué par la formation de faibles liaisons hydrogéne dans les
complexes ligand-enzyme et par Iutilisation de deux cibles différentes; la maltase
glucoamylase de souche humaine pour le docking et I’a-glucosidase de souche

Saccharomyces cerevisiae pour 1’évaluation biologique.

Ces résultats nous ont orienté vers le remplacement des groupements methoxy des
xanthone sulfonamide par des groupements hydroxyles afin d’améliorer I’inhibition. Les cing
composeés tetrahydroxy xanthone sulfonamide obtenus ont montré une bonne inhibition vis-a-
vis de I’enzyme cible a été prouvée. Une étude cinétique enzymatique nous a, ensuite permis

de déterminer que cette inhibition était de type non-compétitif.
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Enfin, une étude docking a été menée dans le but de déterminer le mode d’interaction
des composés inhibiteurs. Vu le manque d'informations structurales sur l'a-glucosidase (&
partir de Saccharomyces cerevisiae) utilisée pour nos tests d'inhibition et étude cinétique, et la
non disponibilité de sa structure 3D dans les bases de données telle que
la PDB (Protein Data Bank), nous avons généré cette structure par homologie utilisant le
serveur SWISS-MODEL. Le modele obtenu a été avec une identité de 72.68% et une

similarité de 54% avec I’enzyme Template.

Les résultats du docking ont montré l'orientation des xanthones sulfonamides
tertarhydroxylés vers un site d'interaction proche du site actif ce qui confirme le caractere
non-complétif issu des résultats de la cinétique enzymatique. L’analyse des interactions en
jeu, a montré que cette affinité est principalement due aux liaisons hydrogene favorisees par la

présence de plusieurs groupements hydroxyles et le groupement sulfonamide.
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Conclusion générale

Dans le cadre de la thématique de recherche de notre équipe, I’objectif primordial de

notre travail était le développement d'inhibiteurs potentiel de 1'a-glucosidase.

Pour cela nous avons choisi la MGAM de souche humaine comme cible thérapeutique.
Ensuite, une chimiothéque a cribler de 189 dérivés de xanthone choisis a partir de la
littérature a été construite a la recherche de dérivés de xanthones qui inhibent efficacement

I'enzyme cible.

Avant d'effectuer le criblage virtuel basé sur la structure de la cible (docking
moléculaire) avec le programme Molegro Virtual Docker, toutes les structures des composés a
cribler et de I'enzyme ont été préparées. Le protocole de docking ,qui se base essentiellement
sur un algorithme de recherche différentiel evolutionnaire et une fonction de score faisant
évaluer les solutions générées, a été validé par un RMSD de 0.3A calculé aprés le re-docking

du ligand de référence cristallise.

L'application de ce protocole sur la chimiothéque des dérivés xanthone a conduit au
classement des 189 ligands en fonction des valeurs énergétiques d'interaction traduisant

I'affinité et la stabilité de fixation des ligand dans le site actif.

Nous avons sélectionné les 20 ligands «Top-scoring» issus de ce criblage, parmi lesquels les
xanthones sulfonamides ont été majoritaires. Cependant, les cing dérivés
tetramethoxyxanthone sulfonamide synthétisés n‘ont montré, malheureusement, aucun

potentiel inhibiteur pour l'a-glucosidase de souche Saccharomyces cerevisiae.

Ces résultats, nous ont orienté vers une modification structurale des xanthones
sulfonamide en remplacant les goupements methoxy par des hydroxy dans le but de favoriser
la formation de liaisons hydrogene. Ces tetrahydroxyxanthone sulfonamide ont montré une
excellente inhibition en comparaison avec l'inhibiteur de référence «Acarbose» utiliseé comme

test positif.

Une étude cinétique a été également réalisée, montrant I'inhibition non-compétitive des
composeés synthétisés. Nous avons alors étudié le mode d'interaction de ces composés avec le
site allostérique approprié de I'enzyme cible dont la structure tridimensionnelle a été obtenue

par homologie.
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Nous avons identifié les derivés de xanthone sulfonamide tetrahydroxylés en tant
qu'inhibiteurs non competitifs de I'a-glucosidase, dont I’affinité a été favorisée essentielement
par la formation liaisons hydrogéne entre les groupements hydroxyl et le grougement
sulfonamide et les residus du site d'interaction ainsi que I'établissemnt des interactions de typ
VDW moins intéressantes.

Pour élucider en détail l'effet de cette famille de xanthone sulfonamide vis-a-vis de I'a-

glucosidase il serait intéressant de synthétiser plusieurs derivés afin d’évaluer leur effet
inhibiteur et établir un modele 3D-QSAR pour cette famille.

Il serait également intéressant d’appliquer le criblage par docking moléculaire sur des banques
de molécules disponibles afin de découvrir d’autres structures moléculaires capables d’étre de
bons inhibiteurs de I’a-glucosidase.

133



Partie experimentale




Partie Expérimentale

1. Synthese des dérivées de xanthone :

1.1. Généralités :

Tous les réactifs et les solvants utilisés sont obtenus auprés des firmes commerciales
(Sigma-Aldrich, Acros Organic) et utilisés sans autre purification. Certains solvants ont été
purifiés et séchés par les procédures standard, lorsque cela est nécessaire. Les
chromatographies sur couches minces (CCM) ont été effectuées sur des plaques de silice
Kieselgel 60 F254 (MERCK) et la révélation a été réalisée par exposition sous rayons
ultraviolets pour suivre le déroulement de la réaction. Les chromatographies sur colonne ont
éteé réalisées sur gel de silice GEDURAN Kieselgel Si 60 (40-63 pm, MERCK).

Le spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil Bruker Avance 400 UltraSheild
400 (*H : 400 MHz ; *C : 100,1 MHz). Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en
partie par million (ppm) et déterminés par rapport au solvant deutéré utilisé (dimethylsufoxide
(DMSO0)-ds ou chloroforme CDCls), qui est précisé pour chaque compose. Les constantes de
couplage (J) sont reportées en hertz. Les abbréviations utilisées pour décrire les signaux sont
les suivantes : s; singulet, d; doublet, t ;triplet, dd : doublet dédoublé, q : quadruplet, m :

multiplet.

Les points de fusion ont été mesurés a l'aide d'un appareil de point de fusion Buchi

434 et sont non corrigeés.

1.2. Synthése des deriveés 1,3,6,7-teramethoxy-xanthobne sulfamide:

1.2.1. Synthése des précurseurs:
» Synthése de 2,4,6-Trimethoxy-2’-hydroxy-4’,5’-dimethoxybenzophenone (3):

5t

CH, O o0
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A une solution de 1,3,5-trimethoxybenzene (1) (1.57 g, 9.33 mmol) et de chlorure de
2,4,5-Trimethoxybenzoyle (2) (2 g, 8.11 mmol) dans de I'éther anhydre (54.5 mL) , sous
atmosphere d'argon, on ajoute le trichlorurure d'aluminium AICl; (3.63 g, 26.7 mmol). La
solution est agitée a température ambiante pendant 48 heures et ensuite hydrolysée avec une
solution de HCI (5%) . La phase organique est extraite a l'aide de 3 fois 50 ml d'EtOAc et
ensuite lavée a l'aide d'une solutuion aqueuse de NaCl saturée, séchée avec MgSO, anhydre,
filtré et concentrée sous pression réduite. Le produit (3) est obtenu aprés recristallisation
dans le MeOH, sous forme de cristaux de coloration jaune (1.92 g, 68%); PF, 158°C.
'HNMR (300 MHz, CDCls, TMS): 6 12.09 (s, 1H, CsOH), 7.39 (s, 1H, CoH), 6.42 (s, 2H,
CeH, C4H), 6.11 (s, 1H, Cy2H), 3.89 (s, 3H, OCy5H3), 3.8170 (s, 6H, OCy7H3, OCi5H3), 3.66
(s, 6H, OC14H3, OCy6Hs3).
3C NMR (101 MHz, CDCls) & 191.63 (Cy), 161.56 (Cs), 158.16 (C;, C3), 156.22 (Cs),
153.99 (Cy), 143.03 (C11), 120.68 (C1z), 115.36 (Ci3), 113.67 (Cy), 97.85 (Cy), 90.66 (C4,
Cs), 57.23 (C17), 56.29(C1s), 56.02 (C14), 55.91 (Cs), 55.40 (Cys).

» Synthése de 1,3,6,7-Tetramethoxyxanthone (4):

it

CHg o) o)
17 12 |1

CH
15 3

Un melange de composé (3) (1.9 g, 5.45 mmol) et une solution aqueuse d'hydroxyle de
tetrabutylammonium (4.5 ml) dans de la pyridine (31.7 ml) et H,O (15.9 mL), est chauffé a
reflux pendant 8h puis hydrolysé avec de l'eau glacée et acidifié avec HCI (5%). La phase
organique est extraite a I'aide de 3 fois 65 ml de DCM et ensuite lavée a l'aide d'une solution
aqueuse de NaCl saturée, sechée avec MgSO, anhydre, filtré et concentrée sous pression
réduite. Pour donner le produit (4) apres recristallisation dans le MeOH sous forme de poudre
blanche (1.54 g, 90%). PF, 224°C.

'HNMR (400 MHz, CDCls, TMS): 8 7.62 (s, 1H, Ci,H), 6.77 (s, 1H, CoH), 6.42 (d, 1H, J =
2.2 Hz, CeH), 6.31 (d, 1H, J = 2.2 Hz, C4H), 3.95 (M, 9H, C14Hs CisHs, CisHs ), 3.87 (s, 3H,
C17H3).
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3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 174.73 (Cy), 164.30 (Cs), 161.81(C3), 159.76 (C;), 154.40
(C10), 150.84 (Cg), 146.51 (C11), 115.99 (Cy3), 106.95 (C1o), 105.80 (Cy), 98.91 (Co), 95.04
(C4), 92.61 (Cs), 56.37 (C14), 56.32 (C15), 56.29 (C16), 55.69 (C1v).

» Synthese de 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthone (4'):

4[

A une solution du composeé (4) (200 mg , 0.632 mmol) dans le DCM (10 ml), on ajoute
le BBrs3 (5.04 ml d'une solution de 1.0 M dans le DCM) a -78°C (bain Acetone/carboglace)
puis le melange réactionnel revient a la température ambiante avec une forte agitation pendant
72h . A la fin de la réaction, suivie par CCM, le mélange est refroidi (0°C), avant addition de

I'eau pour arréter la réaction.

Le DCM restant dans le milieu réactionnel est evaporé sous pression réduite. la phase
organique est extraite avec (2 x 50 ml) d'AcOEt lavée a l'aide d'une solution aqueuse de NaCl
saturée, sechée avec MgSO, anhydre, filtrée, concentrée sous pression réduite et purifiée par
chromatographie sur gel de silice (éluant : EtOAc/Hexane : 65/35) pour donner (120.6 mg,
73.3%) une poudre jaune. PF, 319°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 13.17 (s, 1H, C;OH), 10.84 (s, 1H, CsOH), 10.70 (s, 1H,
C100H), 9.78 (s, 1H, C110H), 7.39 (s, 1H, C1oH), 6.88 (s, 1H, CoH), 6.34 (s, 1H, CsH), 6.16(s,
1H, C4H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 179.35 (Cy), 165.14 (Cs), 163.06 (Cs), 157.78 (C7), 154.48
(C10), 151.37 (Cg), 144.20 (C11), 112.25 (Cy3), 108.49 (C12), 103.12 (Cy), 102.03 (C2), 98.14
(C4), 94.06 (Cs).
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» Synthése de 1,3,6,7-Tetramethoxyxanthone-4-sulfonyl choloride (5):

A une température de 0°C, on ajoute I'acide chlorosulfonique (3 mL) goutte a goute
sur le composeé (4) (1.5 g, 4.74 mmol) puis on applique une agitation forte pendant 30 min. Le
mélange réactionnel sera ensuite verse dans le mélange eau glacée-AcOEt avec une bonne
agitation suivie d'une décantation pour récupérer la phase organique, qui est ensuite lavée a
l'aide d'une solution aqueuse de NaCl saturée, séchée avec MgSO, anhydre, filtrée et
concentrée sous pression réduite. Le composé (5) est obtenu et caractérise dans son état brut

sous forme d'une poudre jaune pale (1.6 g, 81%). PF, 238°C.

'HNMR (400 MHz, CDCls, TMS): 5 7.58 (s, 1H, C12H), 6.95 (s, 1H, C4H), 6.39 (s, 1H, CsH),
4.09 (s, 3H, OC14H3), 4.07 (s, 3H, OC1sH3), 4.02 (s, 3H, OCyH3), 3.97 (s, 3H, OC17H3).
13C NMR (101 MHz, CDCl) § 172.98 (Cy), 168.58 (Cs) , 162.97 (Cs), 157.32 (Cyo), 155.04

(Cs), 150.41 (Cy1), 147.43 (C7), 115.51 (Cys), 112.97 (C,), 106.88 (Cy2), 105.13 (Ca), 99.63
(Cs), 90.59 (Cs), 56.78 (Cy4), 56.71 (C1s), 56.60 (C16), 56.32 (Cy7).

» Protocole générale pour la synthése des derivés de tetramethoxy-xanthone
sulfonamide:
Le composé (5) (150 mg, 0.36 mmol) est traité avec I'amine appropriée (0.72 mmol) dans
le 1,4-dioxane (7.5 mL) a température ambiante pendant 3 a 8 heures en Vérifiant
l'avancement de la réaction par CCM jusqu'a disparition du composé (5). A la fin de la
réaction, le solvant est évaporé sous pression réduite et le brut obtenu est purifié par

recristallisation.
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¢ 1,3,6,7-Tetramethoxy-9-oxo-9H-xanthene-4-sulfonicacid 4-chloro-benzylamide (6)

_CHj
(@] O 19

Le composé (6) est obtenu sous forme de poudre blanche (112 mg, 59.7%). PF, 297°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.03 (s, 1H, NH) , 7.50 (m, 2H, C1s), 7.38 (s, 1H, C1,), 7.19 (s,
1H, Cg) 7.14 (M, 2H, C17), 6.53 (s, 1H, C4), 4.11 (s, 2H, C1s), 4.00 (s, 1H, C1) , 3.99 (s, 1H,
Ca0), 3.93 (5, 1H, Ca1), 3.86 (S, 1H, C0).

3C NMR (101 MHz, DMSO) & 172.25 (Cy), 163.98 (Cs), 162.07 (Cs), 155.56 (C1o), 154.53
(C7), 149.77 (Cg), 146.69 (C11), 136.38 (C1s), 133.06 (Cg), 130.90 (Cy6), 128.51 (Cyg), 114.62
(C13), 109.14(Cy), 105.41(C12), 104.58(Cs), 100.15(Cy), 91.96 (C4), 56.98 (C19) , 56.64 (Cyp),
56.39 (Cy1), 55.76 (Cy2), 45.62 (Cua).

¢ 1,3,6,7-Tetramethoxy-9-oxo-9H-xanthene-4-sulfonicacid 4-fluoro-benzylamide (7)

CH, O 0O &
S
0\11/\ 37 N X
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Le composé (7) est obtenu sous forme de poudre blanche (112.69 mg, 62% ). PF,
286°C.

IHNMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 7.56 (t, 1H, J = 6.6 Hz, C), 7.37 (s, 1H, Cs), 7.23 (m, 3H,
C4, C16)1 6.90 (m, 2H, 017), 6.54 (S, 1H, NH), 4.11 (d, 2H, J=6.2 HZ), 4.01(5, 3H, Clg), 3.98
(S, 3H, Czo), 3.94 (S, 3H, Czl), 3.86 (S, 3H, sz).

3C NMR (101 MHz, DMSO) § 172.27(C;), 163.70 (Cs), 132.37 (Cys), 161.91 (Cs), 155.50
(C10), 154.49 (Cy), 149.74 (Cs), 146.64 (Cy1), 133.52 (Cy5), 131.24 (Cye), 115.33 (C17),)
114.56 (Cy3), 109.16(C;), 105.39(C13), 104.50 (Cg), 100.12 (Cg), 91.96 (C,), 56.95 (C19) ,
56.58 (Czo), 56.28 (C21), 55.60 (C22), 45.42 (Cya).

e 1-((1,3,6,7-Tetramethoxyxanthone-4-yl)-sulfonyl)-3-carbethoxy-piperidine (8)

Le composé (8) est obtenu sous forme de poudre blanche (105.6 mg, 54.7%). PF,
305°C.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.58 (s, 1H, C1y), 6.95 (s, 1H, Cq), 6.38 (s, 1H, Cy), 4.21 (m, J
=11.3 Hz, 2H, Cy), 4.11 (d, J = 6.8 Hz, 1H, Cu4@), 4.07 (s, 3H, Cs), 4.05 (s, 3H, Cs), 4.00 (s,
3H, Ci), 3.96 (s, 3H, C11), 3.85 (d, J = 11.9 Hz, 1H, Cip), 2.9 (M, J = 11.4 Hz, 1H, Cys),
2.64 (M, 2H, C1g), 2.09 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Cig), 1.79 (d, J = 12.8 Hz, 1H, Cye(), 1.65 (M,
J=12.2 Hz, 1H, Ci7s)), 1.46 (m, J = 21.6, 11.6 Hz, 1H, Cig(), 1.21 (t, = 7.0 Hz, 3H, Cyy).

3C NMR (101 MHz, CDCls) § 174.12 (Cy), 172.98 (Cig), 164.97 (Cs), 162.97 (Cs), 157.48
(C10), 155.04 (C17), 150.50 (Cg), 147.20 (Cy1), 115.51 (C1s), 107.86 (C), 106.88 (Ce), 105.18
(C12), 99.53 (Ca), 90.68 (Cg), 60.69 (Cz0), 56.78 (Cz2), 56 .71 (Cas), 56.60, 56.32 (Cz4), 47.91
(Cas), 45.87 (C1s), 27.03 (Cye), 24.67 (Cig), 14.17(Cas).
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e N-(dibenzyl)-(1,3,6,7-Tetramethoxyxanthone-4-yl)-sulfonamide (9):

18 19

Le composé (9) est obtenu sous forme de poudre blanche (98 mg, 46%). PF, 312°C.

'HNMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 7.60 (s, 1H, C1y), 7.41-7.25 (m, 8H, Cis.17), 7.08-6.98 (m,
9H, Cig), 6.87 (s, 1H, Ca), 6.63 (5, 1H, Ca), 4.16 (5, 4H, Cis), 4.06 (s, 3H, Cao), 4.03 (s, 3H,
C20), 3.86 (s, 6H, C2122)

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 172.24 (C1), 164.14 (C3), 162.14 (Cs), 156.36 (C1o),
154.57 (C7), 149.62 (Cg), 146.72 (C11), 130.01 (Cis), 128.75- 128.16 (10C, Cig1718), 114.70
(C13), 108.92 (Cy), 105.74 (C1,), 104.68 (Cg), 99.28 (C4), 92.15 (Cy), 57.15 (C1o), 56.68 (Ca0),
56.18 (Cy1), 55.73 (Cy2), 49.88 (Cua).

¢ N-(2-naphthyl)-methyl-(1,3,6,7- Tetramethoxyxanthone-4-yl)-sulfonamide(10):

CH
o o~ 25 °
o 12
~
HL.C
3G,
0/10
| 9
CH
273 |
NH
14
15
18 16
2 17
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Le composé (10) est obtenu sous forme de poudre blanche (102.4 mg, 53%). PF,
289°C.

'HNMR (300 MHz, DMSO-ds, TMS): & 8.07 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Cy1), 8.02 (t, 1H, NH), 7.69
(d, 1H, J = 8.0 Hz, Cp), 7.56 (d, 1H, J = 8.1 Hz, C1s), 7.32 (M, 4H, C1» ,C1s ,Co3 ,Cas), 7.20 (s,
1H, Cg), 7.05 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Cy7), 6.17 (s, 1H, Cy), 4.58 (d, 2H, J = 4.8 Hz, Cy4), 3.91 (s,
3H, Cas), 3.85 (s, 9H, Czs ,Ca7 ,Cas).

3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 172.07 (C,), 163.35 (Cs), 161.56 (Cs), 154.96 (Cio),
154.33 (Cy), 149.61 (Cs), 146.50 (C11), 133.18 (Css), 132.94 (Cy), 132.03 (C1g), 128.98 (C17),
128.61 (Cyp), 127.22 (Cz1), 126.70 (Cig), 126.19 (Cyo), 125.32 (Cas), 123.45 (Cys), 114.58
(C13), 109.08 (C»), 105.00 (Cs), 104.41 (Cyp), 100.18 (Co) , 91.34 (C4), 56.62 (Cys), 56.34
(C26), 55.71 (Cy7), 44.36 (Cua).
» Protocole genérale pour la synthése des dérivés de tetrahydroxy-xanthone
sulfonamide:
A une solution du composé tetramethoxy-xanthone sulfonamide approprié (6-10) (1 eq)
dans le DCM, on ajoute le BBr3; (8 eq d'une solution de 1.0 M dans le DCM) a -78°C (bain
Acetone/carboglace) puis le mélange réactionnel revient a la température ambiante avec
une bonne agitation pendant 72h. A la fin de cette réaction suivie par CCM, le mélange est
refroidi (0°C), avant addition de I'eau pour arréter la réaction.
Le DCM restant dans le milieu réactionnel est evaporé sous pression réduite. La phase
organique est extraite avec (2 x 50 ml) d'EtOAc, lavée a l'aide d'une solution aqueuse de
NaCl saturee, séchée avec MgSO, anhydre, filtrée, concentrée sous pression réduite et
purifiée par chromatographie sur gel de silice (éluant : EtOAc/Hexane ) pour donner les

xanthones sulfonamide tetra-hydroxylés (11-15).
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¢ 1,3,6,7-Tetrahydroxy-9-ox0-9H-xanthene-4-sulfonicacid 4-chloro-benzylamide (11)

16 16
17 17
18
11 Cl

Le composé (11) est obtenu sous forme de poudre jaunatre (44.3 mg, 45%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 13.78 (s, 1H, OHCj;), 11.06 (s, 1H, OHCs), 10.86 (s,
1H,0HCyg), 10.01 (s, 1H, OHCy4), 8.58 (t, J = 6.5 Hz, 1H, NH), 7.37 (s, 1H, Cy, ), 7.20 (s,
1H, Cy ), 7.11 (m, J = 8.3 Hz, 2H, Cy7), 7.03 (m, J = 8.3 Hz, 2H, Cy), 6.21 (s, 1H, Cy), 4.14
(d, J=6.3 Hz, 2H, Cy,).

¥C NMR (100 MHz, DMSO) & 17854 (Ci), 170.31(Cs), 165.12(Cs), 162.28(C1o),
154.44(C7), 150.67(Cg), 144.54(Cy), 135.85(Cis), 131.69(Cig), 129.27(Cie), 127.60(C17),
111.50(Cy3), 107.32(C1,), 104.07(Co), 103.67(Cs), 101.61(C5), 98.06(Cy), 45.36(C1a).

¢ 1,3,6,7-Tetrahydroxy-9-oxo-9H-xanthene-4-sulfonicacid 4-fluoro-benzylamide (12)
@) OH

16 16
17 17
18
12 F
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Le composé (12) est obtenu sous forme de poudre jaunatre (54.6 mg, 51%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 13.76 (s, 1H, OHC3), 11.06 (s, 1H, OHCs), 10.87 (s, 1H,
OHCyp), 10.01 (s, 1H, OHCyy), 8.57 (t, J = 6.5 Hz, 1H, NH), 7.38 (s, 1H, C12), 7.22 (s, 1H,
Co), 7.16 (dd, J = 8.6, 5.6 Hz, 2H, C1¢), 6.83 (t, J = 8.9 Hz, 2H, C17), 6.22 (s, 1H, Cy), 4.16 (d,
J = 6.4 Hz, 2H, Cy).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 178.55 (C1), 165.04 (Cs), 162.27 (Cis), 159.96 (Cio),
154.46 (C7), 150.70 (Cg), 144.56 (Cy11), 133.07 (Cis), 129.41 (C1),114.52 (C17), 111.47 (C13),
107.30 (C12), 104.10 (Cs), 103.69 (Cg), 101.61 (Cy), 97.57 (Ca), 45.34 (C14).

e 1-((1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthone-4-yl)-sulfonyl)-3-carbethoxy-piperidine (13)

13 CHs

Le composé (13) est obtenu sous forme de poudre jaunatre (37.4 mg, 38%).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 13.75 (s, 1H, CsOH), 11.15 (s, 1H, CsOH), 10.9 (s, 1H,
C100H), 10.02 (s, 1H, C11OH), 7.39 (s, 1H, Cyy), 6.89 (s, 1H, Co), 6.31 (s, 1H, Cy), 4.02 (m, J
= 6.6 Hz, 1H, Cu4(), 4.24 (M, J =10.8 Hz, 2H, Cy), 4.35 (d, J = 6.3 Hz, 1H, Cuag), 3.01 (M,
J=11.1 Hz, 1H, Cys), 2.98 (M, 2H, Cig), 1.71 (d, J = 10.5 Hz, 1H, Cig(), 1.61 (d, J = 11.7
Hz, 1H, Cis), 1.47 (M, J = 12.1 Hz, 2H, Cy7), 1.21 (t, J = 6.8 Hz, 3H, Cz).

3C NMR (101 MHz, CDCl;) & 183.98 (Cy), 179.02(Cis), 170.65(Cs), 168.50 (Cs),
160.61(Cs), 159.95(C7), 155.73 (C1o), 149.86 (Ci1), 116.81 (Cys), 112.78 (Cy2), 107.85(C),
107.29 (Cs), 103.47 (Cs), 100.01(C,), 61.17 (Ca0), 52.28 (C14), 50.64 (C1g), 45.51 (C1s), 29.04
(C16), 23.64 (C17), 19.12 (Ca2).
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e N-(dibenzyl)-(1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthone-4-yl)-sulfonamide (14):

17 17
18

Le composé (14) est obtenu sous forme de poudre jaunatre (39 mg, 43%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 13.70 (s, 1H, CsOH), 11.11 (s, 1H, CsOH), 10.83 (s, 1H,
C100H), 9.93 (s, 1H, C1;0H), 7.48-7.17 (m, 10H, Ci61718), 7.17 (s, 1H, C12), 6.90 (s, 1H, Cy),
6.23 (s, 1H, C4), 4.46 (s, 4H, C14).

3C NMR (101 MHz, DMSO) & 177.60 (Cy), 163.43 (Cs), 160.32 (Cs), 158.22 (C10), 153.37
(Cy), 149.69 (Cs), 143.47 (Cy1), 137.54 (Cy5), 128.93, 128.81, 128.53, 128.52, 127.56 ( Cas,
C17.C1s), 110.35 (Cy3), 106.25 (C12), 106.16 (Cs), 102.67 (Co), 100.60 (C,), 96.96 (C,), 51.62
(C14).

¢ N-(2-naphthyl)-methyl-(1,3,6,7- Tetrahydroxyxanthone-4-yl)-sulfonamide(15):

@) OH
12

14
15
18 16
27 17
24 21
15

23
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Le composé (15) est obtenu sous forme de poudre jaunatre (54.6 mg, 51%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13.76 (s, 1H, CsOH), 11.06 (s, 1H, CsOH), 10.87 (s, 1H,
C100H), 10.01 (s, 1H, C1;OH), 8.67 (s, 1H,NH), 7.84 (m, 3H, J = 8.5 Hz, C17H, Cz1H, CxH),
7.57 (s, 1H, C12), 7.34 (m, 3H, J = 8.1 Hz, Cy6H, Ca3H, Ca4H), 7.04 (m, 2H, CoH, CisH), 4.64
(s, 2H, C14H)

3C NMR (101 MHz, DMSO) & 178.73 (C1), 164.56 (Cs), 161.46 (Cs), 154.50 (Cyo), 154.31
(C7), 150.82 (Csg), 144.60 (C11), 133.03 (Cys), 132.67 (Czo), 131.51 (C1o), 128.09 (Cy7), 127.86
(C22), 127.33 (Cz1), 125.67 (Cis), 125.28 (Cig), 124.49 (Cos), 123.51 (Cys), 111.48 (Cus),
107.37 (Cy), 107.30 (Cs), 103.80 (C12), 101.72 (Cg), 98.09 (Ca), 44.39 (Cya).

2. Evaluation de I'activité inhibitrice :

2.1.Généralités :

La détermination des valeurs d'absorbance et I'étude cinétique ont été effectuées a A=405 nm
avec Spectrophotometre UV-visible a lecteur de microplague a 96 puits (Kontron type
940).Les courbes d'ICs et les graphes de type Michaelis menten et Lineweaver-Burke (double

inverse) ont été obtenus par avec le logiciel GraphPad Prism 6.

2.2. Protocole du test in vitro et évaluation des valeurs ICsxq:

Avant la mise en ceuvre du test in vitro, il est nécessaire de préparer plusieurs solutions :

v Une solution tampon de phosphate de potassium 0.1M et PH=6.

I'enzyme a une concentration de 10U/ml (1mg/6ml)
Le substrat a une concentration de 2mM

Une solution de carbonate de sodium 0.5M

NI

Des solution des composés a tester a différentes concentration dans le DMSO

Protocole du test:

Dans une plaque a 96 puits, on dépose dans chaque puits 5ul d'une solution du compose a
tester dans le DMSO (a la concentration finale donnée), puis on ajoute 45 pl de la solution
tampon et 20 ul de substrat a une concentration finale de 125 uM. Le mélange est ensuite mis
a pré-incubation a 37°C pendant 5min. Apres cette pré-incubation, la réaction est initialisée en
ajoutant 10 pl la solution enzyme a une concentration finale de 0.078U/ml pour une

incubation de 15 min a 37°C. A la fin de cette incubation, la solution 50 pul de carbonate de
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sodium est ajoutée afin d'arréter la réaction enzymatique et favoriser la formation du p-nitro-

phénolate qui sera dosé par le spectrophotometre en mesurant I'absorbance a 405 nm.

Il est également nécessaire de mesurer l'absorbance des solutions des produits a tester a
différentes concentrations (le blanc de chaque produit) pour éviter toute interférence entre
I'absorbance du composé et I'absorbance du mélange réactionnel.

Le pourcentage d'inhibition est calculé selon I'équation suivante

Ac-Atest
%inhibition=\ — ] x100

Ac
Avec :
- A. : absorbance mesurée pour la solution contréle (sans inhibiteur)
- Asest - absorbance en présence du compose a tester.

2.3. Etude cinétique:

La determination du type d'inhibition a été réalisée par une etude cinétique en presence du
composeé 11 dont deux concentrations de l'inhibiteur autour de la valeur ICso (25uM et 40uM)
ont été choisies. Pour chaque concentration, l'activité de l'a-glucosidase a été testée en variant
les concentrations du substrat [S] pNP-glycoside ( 0.1, 0.125, 0.2, 0.25, 0.5, 1 M) en

conservant les mémes volumes et concentration utilisées lors du test pour les autres réactifs.

Les vitesses des réactions enzymatiques ont été determinées sous les mémes conditions du
protocole du test en effectuant une lecture toute les 60s par spectrophotométrie a 405 nm. Ces
vitesses ont été utilisées pour tracer les graphes de type Michaelis menten et Lineweaver-

Burke (double inverse) et ainsi determiner les valeurs de Kp, Vimax €t Ki.
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Chimiotheque de dérivés de xanthone étudiée
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