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Introduction

Le diabéte de type 2 est une pathologie métaboliguigose un grand probléme de
santé publique engendrant, chaque année, presatie auillions de décés dans le monde. A
'échelle nationale, I'Algérie compte, actuellemeptus de 2.7 millions de diabétique et
risque d’en comptabiliser 4.2 millions, d’ici 202&, rien n’est fait pouenrayer I'épidémie
[1,2].

Les complications du diabéte de type 2 ont desémprences humaines. En effet, cette
pathologie constitue la premiere cause de céciéise, d’insuffisance rénale terminale, de
neuropathie, d’artériopathie des membres inféri@r@s a 35 % des accidents vasculaire

cérébrale et d’infarctus de myocai8¢

Le traitement pharmacologique du diabéte de typa Bngtemps été limité a la
prescription d’'un sulfamide hypoglycémiant (sulfamge) et/ou de metformine. De nouvelles
approches qui arrivent en plein lumiére sont, depuielques mois, sur le marché. Elles se
basent sur le concept des incrétines et utilisemtnge cible la GLP1glucagon-like peptide-
1). Il s’agit d’'une hormone digestive aidant 'orgeme a normaliser la glycémie seulement
lorsque celle-ci s’éleve, ce qui écarte tout risdimypoglycémie. Cependant, la demi-vie de
cette hormone est trés courte en raison de sadigma par une enzyme : la dipeptidyl-
peptidase-IV (DPP4) rendant ainsi son potentietaan qu’agent thérapeutique tres réduit.
Pour contourner cet obstacle, deux stratégies fibatmues ont été adoptées : d’'une part, le
développement d’analogues exogenes injectablesLéilésistant a I'action de la DPP4 et
d’autre part, l'utilisation de meédicaments orawoduant sélectivement la DPP4 afin
d’allonger la demi-vie de GLP-1 endoggdeb].

C’est a cette nouvelle approche du traitement dbeade de type 2 par inhibition de la
DPP4 que nous nous intéressons dans le préseatl.tlaes inhibiteurs de la DPP4 sont de
petites molécules de synthese appartenant a ptasiGamilles chimiques, inhibant
sélectivement la DPP4 en contribuant significatigatma normaliser la glycémie avec tres
peu d'effets indésirables. A titre d‘exemple, lemthines, sont des inhibiteurs compétitifs
hautement sélectifs et tres puissants constituast la plus récente classe des inhibiteurs de
la DPP4[6].

Le présent travail a pour but de mieux comprené® rhmécanismes d’action des

xanthines afin de contribuer au développement devesux inhibiteurs de cette classe en
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faisant appel aux approchessilico de modélisation des interactions enzyme-inhibifsar

docking moléculaire.

Dans notre travail de recherche, il nous a semlai&ipux, dans un premier temps, de
tester la fiabilité du programme de docking molagel AutoDock utilisé dans cette étude.
Pour cela, deux tests ont été réalisés. Le pretagtrconsiste a calculer le coefficient de
corrélation entre les énergies d’interaction obésnpar docking des molécules retenues dans
cette étude et les valeurs expérimentales de IE€&&. Le deuxiéme test consiste a calculer la
déviation en angstroms ou RMSD, entre la géomdtrieggand congue par le logiciel et celle

déterminée expérimentalement.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes attachégeux comprendre les
mécanismes d’interaction mis en jeu entre la DPP#s xanthines. Dans la mesure ou
aucune étude préalable de modélisation par doakiokgculaire de ces composés n'a été
réalisée, il nous a paru important d’évaluer letnsrgies d’interaction avec la DPP4 tout en
analysant visuellement les interactions qui prégidela stabilité des différents complexes
DPP4-xanthines formés.

Dans une derniére partie, en nous appuyant suésestats precédents, nous avons tenté

de modeéliser de nouveaux inhibiteurs xanthiniques/pnt inhiber plus fortement la DPP4.
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Chapitre 1 : les incrétines et le diabéte de Bpe

1. La glucorégulation

1.1 Généralités

Le glucose est la principale source d’énergie dadgorité des cellules. Cette molécule
appartient a la catégorie des glucides qu’'on regodans notre alimentation sous forme
d’amidon, de glycogéne, de saccharose...etc. mgtiarrive aux cellules par I'intermédiaire

du sang aprés son absorption au niveau de I'intesti

Bien que les apports de glucose sont tres variaaas le temps, la glycémie (le taux
du glucose dans le sang) reste relativement seldscille autour de 1gdhez les personnes

normales. Pour maintenir son homéostasie glycémitjamanisme fait appelle a deux

systemes antagonistes ou les hormones jouent @immpbrtant

- le systeme hypoglycémiant hiérarchisé par I'ingulin

- le systéme hyperglycémiant assuré par l'action ldsigurs hormones dont le

glucagon, ’hormone de croissance, I'adrénalinie ebrtisol[7].
1.2 Role du foie et du pancréas dans la régulatiate 'homéostasie glycémique

La régulation de la glycémie met en jeu le systorenonal, ainsi que plusieurs organes;
principalement le foie et le pancréas. Cette réguldait partie des processus de maintien de
I'homéostasie au sein de I'organisme. Elle estr@iéet pour maintenir un apport énergétique

constant a tous les organes notamment le cervdauétine.

Les études réalisées par Oskar Minkowski et Vonrikigren 1889, ont montré que le
pancréas est le principal organe responsable igldation hormonale du taux de sucre dans
le sang8-9]. Effectivement,Les ilots de Langerhans, amas de cellules dispdesgstout le
pancréas, sécretent des hormones ayant la faemtéagissant ensemble, de normaliser la
glycémie. Il s’agit surtout de I'insuline qui esbpuite par les cellules béta, du glucagon et de

la somatostatine produites respectivement pardidsies alpha et deltd0].

Il est admis qu’une partie du glucose sanguin dind digestive pénétre directement
dans les cellules de tout I'organisme ou il edliséti Le reste du glucose ingéré est stocké

sous forme d’'une macromolécule de glucose appdigEgenequ’on retrouvedans les
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cellules du foieessentiellement mais aussi dans les cellules maisesil Le glucose peut étre,

dans une moindre mesure, transformé en lipiddytégides) par le foie puis stocké dans les
cellules du tissu adipeux grace a l'insuline. Llilise est une hormone de nature peptidique
facilitant I'entrée du glucose dans les cellulédes en augmentant la perméabilité de leur

membrane au moyen de récepteurs au glucose apealés 4 [11].

La nuit, lorsqu’il 'y a plus d’apport nutritif dglucose, ce sont les cellules du foie qui
libérent le glucose dans la circulation sanguine degradation du glycogene hépatique au

cours de la glycogénolyse. Cette réaction estubfienessentiellement par le glucagon.

Il est a noter que le glycogéne des cellules mased peut aussi produire du glucose
par glycogénolyse, mais ce glucose n’est pas lidéns le sang, car la cellule musculaire ne
posséde pas les transporteurs nécessaires poacu&v En revanche, il est utilisé localement
et directement par les cellules musculaires auscdiun effort sportif par exemple. (Elles

stockent jusqu'a 1% de leur masse)

Les adipocytes ne sont pas capables de transféeshétiglycérides en glucose et de le
libéré dans le sang. Seul, le foie est capable ildérer du glucose sanguin en cas

d’hypoglycémig12].

Si I'un des deux systemes de régulation de I'homaés glycémique, voire méme les
deux a la fois sont altérés, I'organisme ne patyus a controler la glycémie. On parle alors
d’hypoglycémie lorsqu’elle est inférieure a 0.8gtl d’hyperglycémie lorsqu’elle dépasse
1.269/l, entrainant, dans les deux cas de troubsboliques et physiologiques tres graves
[13]. L’hyperglycémie est provoquée par une maladie idgpdiabete qui existe sous deux
formes : le diabéte de type 1 et le diabéte de Byp@'est ce dernier qui nous intéresse dans

cette étude.

2. Le diabete de type 2

Le diabéte sucrést une affection du métabolisme général des hgglide carbone, des
graisses et des protéines caractérisée par uneeatejfion anormale du taux de sucre dans le
sang (hyperglycémie). Cette affection est due défaut de la sécrétion de l'insuline, de son
action, ou des deux cas conjugués.

Selon 'OMS, le diabéte est défini par une glycésupérieure a 1,26 g/l (7 mmoll/l)

apres un jedne de 8 heures et vérifiée a deuxsespril est aussi caractérisé par la présence de
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symptémes tels que polyurie, polydipsie, amaigns=g. Ces signes sont associés aussi a une
glycémie post prandiale supérieure ou égale a 2L/l mmol/l) 2 heures aprés une charge
orale de 75 g de glucof#4].

On dénombre deux grands types de diabéte :

Le diabete de type 1 est une affection auto-immuoaggctérisée par la destruction des
cellules B du pancréas. Le manque d’insuline quilécoule rend I'administration de cette
hormone indispensable. Cette affection apparaiémgdament pendant la jeunesse et le
diagnostic est souvent posé suite a la présensgnagtomes séveres.

Le diabete de type 2 ou diabéte non insulinodépendppelé aussi diabéte gras est une
maladie assez mal définie qui survient typiquemerés la cinquantaine, tout
particulierement chez les personnes en surpoidguownt des antécédents familiaux de la
méme maladiell évolue de facon insidieuse et reste longteaggnptomatique c'est-a-dire

sans signes clinques. De ce fait, de nombreux tiples ignorent leur ét@i5].
2.1 Epidémiologie

Le diabete est désormais en passe de devenir itabléifléau qui ronge de plus en plus
la santé des adultes et les jeunes aux quatre daimsonde. L'organisation mondiale de la
santé (OMS) a annoncé cette année que plus de Biihsnde personnes sont atteintes de
diabéte dans le monde dont 90% sont diabétiqudgpde2. Longtemps considérée comme
une maladie des pays riches, le diabéte de typeit2sa prévalence augmenter de facon
dramatique dans certains pays du tiers-monde. Qi@ méme organisation, le nombre de

diabétiques dépassera 366 millions d’ici 2030e31 n’est fait pour enrayer I'épidéeniiEs].

En France, le diabéte constitue I'une des dépemsesanté les plus importantes parmi
les maladies chroniques de longue dutéee étude récente réalisée fBringer et al, en
2008, menée sur prés dex mille personnes indique que 5,08% des hommekldi% des

femmes francais sont diabétiques de ty|pg.2

Dans les pays du Maghreb, les derniéres étudesasngaé I'OMS évaluent l'incidence
du diabete a 12% de la population. Dans cette optigles chiffres alarmants ont été
communiqués, lors de la célébration de la journéadiale du diabéete en 2010, indiquent la
présence de prés d’'un million de diabétiques ensieien 2010. Ce chiffre doublera d'ici
2020[16].
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Selon les déclarations du ministére de la Santéladeopulation et de la Réforme
hospitaliere a I'occasion de la journée mondialedbéte, I'Algérie compte, en 2010, plus
de 2,7 millions de diabétiques et risque d’en caibitiser prés de 4,2 millions, en 2025, si
des mesures de prévention ne sont pas dri3és Le diabete de type 2 occupe la quatrieme
place parmi les maladies non transmissibles eré&aajence ne cesse pas d’augmenter. Elle
est beaucoup plus élevée par rapport a celle mien(ic8% contre 3-5%j2]. Ces chiffres
alarmants expliquent en partie les raisons ayarttvénmotre choix d’étudier le diabéte de

type 2 dans le cadre de la réalisation de notvailrde magistére.
2.2 Facteurs de risques

L’étude de populations diabétiques, incluant parfdes jumeaux monozygotes, a

permis de mettre en évidence de nombreux fact@&sa Icette pathologie :
2.2.1 L’obésité et les facteurs environnementaux

En un siécle, nos styles de vie ont radicalemeangé pour le meilleur mais également
pour le pire. L'industrialisation s'est accompagdéeson lot de stress, de fast-food et de
sédentarité, qui sont autant de facteurs de ridgue le développement du diabéte de type 2.
Dans ce contexte, les personnes ayant un Indiddadse Corporelle (IMC) supérieur a 30
(donc qualifiées d’obéses) ont environ 10 fois pliesrisque de devenir diabétique. Cette
obésité est notamment due au mode de vie actesl apports énergétiques dépassent trop
souvent les dépenses. Ce n'est pas tant la qudetit@imentation qui a changé, mais surtout
sa qualitéDe plus, les modes de vie actuels se caractéqsenine sédentarigt un manque
d'exercice physique croissant. Les conditions de eti de travail sont de plus en plus
confortables, et les loisirs plus sédentaires. IRlais, 'obésité est corrélée au nombre de
voitures par foyer ou aux nombres d’heures pasd&eant la télévision. L'association de ces
facteurs construit peu a peu le terrain du diablets. experts parlent méme de "diabésité"

pour qualifier cette épidémie de cas de diabéteadiabesitg18.19].
2.2.2 L'hérédité

Aux facteurs environnementaux viennent s’ajouterflecteurs génétiques. Le diabéte
de type 2 est une maladie a prédisposition farailigh effet, I'existence d'un pére ou d'une
mere diabétique multiplie le risque de survenudadmaladie par deux. De méme, un quart

des freres et sceurs d'un diabétique de type 2ospséront atteints. A savoir, chez les vrais
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jumeaux, si lI'un souffre de diabéte, l'autre présem risque de presque de 100% d'étre

touché.
2.2.3 L'age

Le risque de diabéte de type 2 augmente avec lRgaellement, la tranche d’age la

plus touchée par le diabéte est celle des 40-5f8hs
2.3 Physiopathologie

Le diabete de type apparait généralement suite a un double probldbaas un
premier temps, un état d'insulinorésistance viénstsller, empéchantorganisme d’utiliser
efficacement l'insuline qu’il produit. En fait, fsulinorésistance peut mener a une
aggravation du diabéte. Chez les personnes inséfiisbantes, le glucose sanguin pénétre
plus difficilement dans les cellules musculairedipauses et hépatiques, ou il doit étre
normalement stocké, ce qui cause une hyperglycdb@as ces circonstances, I'organisme
doit produire une quantité de plus en plus impaetadinsuline afin de maintenir une
glycémie constanteOn estime que 90 % des personnes atteintes teteide type 2 sont
insulinorésistanteR21]. Apres plusieurs années (10 a 20 parfois), le gascne produit plus

suffisamment d’insuline : c’est l'insulino-déficiem

Il est admis que la pathologie du diabéte de type 2aractérise principalement par une
glycémie élevée alors que l'insulinémie est nornaalelevée. Cette hyperglycémie exerce un
effet toxique sur les cellules B pancréatiqueshigsatocytes dont la production glucosée est
perturbée et les tissus périphériques (consommagjlutosée anormale). Pour bien
comprendre la gravité du diabete, il faut avoirspré a I'esprit que le glucose, tres abondant
dans I'organisme, n’est pas un produit neutre cjloxicité). Trop abondant, il va exercer des
effets déléteres :

- Physiques, en accroissant la viscosité du sanglicendommage les vaisseaux.

- Physiologiques en modifiant les sécrétions panicéas (c’est la I'origine de la
plupart des effets de cette pathologie).

- Chimiques, en formant des liaisons avec les acaesés des protéines d'ou la

formation de ’hémoglobine glyquéeg?2].
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2.4 Complications du diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 apparait enfin comme un emjes important pour la santé
publique. Son co(t est en grande partie imputalkecamplications. En Europe, les codts du
traitement du diabéte et de ses complicationsestithés a 5.8 % du budget total des soins de
santé[23]. Effectivement, cette forme du diabéte, par frégeerest responsable de la trés
grande majorité des complications liées a I'enserdbk diabétes. Ainsi ce diabete longtemps
qualifier de « petit diabéte » est en réalité udotgable et silencieux « pourvoyeur de
complications »Les organes ainsi touchés sont :

2.4.1 Le systeme cardiovasculaire

Le diabéte contribue a I'émergence des maladiediovasculaires. Elles sont
de 2 a 4 fois plus fréquentes chez les diabétiguesdans la population générale. Un taux
élevé de glucose dans le sang contribue a la cattmuldu sang. Avec le temps, le risque
d'obstruction de vaisseaux sanguins prés du caogardius) ou au cerveau (AVC) augmente.
L'age, I'hérédité, I'hypertension, I'embonpoinedabagisme accroissent aussi les risques. Les
diabétiques de type 2 ont souvent un profil quirkesd au départ plus a risque de ce genre de
maladie. En moyenne, les personnes diabétiquggpdetmourront de 5 a 10 ans plus t6t que
celles qui n'ont pas le diabéte. Cela est surtdinibaable aux maladies cardiovasculaires
[24].

2.4.2 Les yeux

Le diabete sucré provoque des occlusions des paigseaux capillaires de la rétine,
une ischémie (absence d'irrigation) de zones détilae et des hémorragies. Cette éventuelle
atteinte de la rétine implique de faire réaliserexamen ophtalmologique annuel, méme en
absence de troubles visuels, afin de détectesuivenue de telles complications. La
rétinopathie diabétique est aujourd’hui la premieaase de cécité avant 'age de 50 ans.
Globalement, on peut estimer qu’aprés 15 annéafiathete, 2% des diabétiques perdent la

vue et 10% souffrent de malvoyance.
2.4.3 Les nerfs

La neuropathie est le nom donné aux affectionstaughent les nerfs et qui peuvent
étre passablement douloureuses, quelle gu'en aoitalise. Elle se forme dans les
10 premieres années du diabéete chez 40 % a 50 Y%edssnnes diabétiques de type 1 ou 2.
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La neuropathie découle d'une mauvaigeulation sanguine (donc d'un apport en oxygene
insuffisant pour les nerfs) et du taux élevé degsbe qui altére la structure des nerfs. Le plus
souvent, le sujet ressent des picotements, desspitsensibilité et des douleurs qui se
manifestent d'abord au bout des orteils ou desslgagiis remontent progressivement le long
des membres atteints. La neuropathie peut aussheoules nerfs qui contrélent la digestion,

la pression sanguine, le rythme cardiaque, lesn@gaexuels et la vessie.
2.4.4 Les reins

La capacité de filtration du rewst altérée et entraine uglemeérulopathie. On assiste a
une accumulation de déchets danssbng ainsi qu’a une éliminatianormale de certaines
substanceslans les urines (albumine paxemple).Cette glomérulopathie évolue au fil des
années epeut aboutir au stade d’insuffisance rénale chromyuis terminaleLa dialyse ou
la transplantation rénale sont a ce stade les deubes alternatives pour permettre au sang
d’étre filtré. La néphropathie diabétique se déppchez environ 8% des personnes atteintes

de diabéte de type 2.

Rappelons que la néphropathie diabétique est teipele cause d'insuffisance rénale
dans les pays développés. A I'heure actuelle, 30% des personnes qui atteignent le stade
d'insuffisance rénale terminale dans les pays eataélix sont atteintes de diabéte et plus
généralement de diabete de type 2. De plus, ld@tiipes représentent 20 a 50% de toutes

les personnes sous dial\j28].

Ces complications aggravent le diabéte et diminliespérance de vie des personnes
atteintes de cette maladie. En fait, Les diabéioqugent leur risque de mourir prématurément
multiplié par deux on comparaison des non diabésgleur espérance de vie serait réduit de
12 a 13 ans. Néanmoins, la majorité de ces contiplicapeuvent étre évitées, diminuées ou

retardées si le diabéte est dépisté et traité pedgent et correctemejas].

3. Traitement du diabéte de type 2

Le facteur le plus important du traitement du dialde type 2 est l'aspect nutritionnel.
Méme si certaines personnes qui présentent cedgpiabete sont minces, la majorité (de
80 % a 90 %) sont obéses. Le fait de perdre dusgoid@me de 2 kg a 5 kg) peut contribuer a
abaisser le taux de sucre sanguin. Pour bien des gee alimentation saine et un programme

d'exercices peuvent suffire a équilibrer la glyenans d'autres cas, le régime alimentaire et
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I'exercice ne suffisent pas a eux seuls; la presenddicaments devient alors nécessaire pour

maintenir constant le taux de sucre san@@().

Les antidiabétiques oraux (ADO), eégalement appehdpoglycémiants oraux,
permettent d'abaisser le taux de sucre dans le €®mgjagents agissent sur la cellule B du
pancréas, la production hépatique du glucose, dgstion des glucides ou encore sur

lisulinosensibilité. On distingue :

3.1 Leshbiguanides

Ce groupe de produits agit contre l'insulinorésista La metformine qui fait partie de
ce groupe est connue sous le nom commercial deofhage ou Glumetza. Elle freine la
production hépatique de glucose par inhibition @en¢éoglucogenese, augmente le captage
musculaire du glucose par translocation des trateyrs du glucose GLUT-4 et la synthése
musculaire de glycogéne et inhibe la lipolyse ateai du tissu adipeux et la production de
VLDL (lipoprotéines de tres faible densité) parfteée, ce qui réduit considérablement la

résistance a l'insuling27].

La metformine n’entraine aucune stimulation dedlerétion d’insuline. C’est pourquoi
aucune hypoglycémie n’a jamais été constatée erothérapie ou en association aux autres
antidiabétiques oraux. De plus, elle freine lagulsl poids. La durabilité de son effet ainsi
gue son efficacité sur le contréle glycémique datgtobalement en faveur de la metformine
comme monothérapie de premiere intention. Seuistlérance digestive (diarrhée) et un
treés faible risque d’acidose lactique (sujets &@86s, insuffisants cardiaques ou rénaux, états
d’hypoxies tissulaires) limitent modérément I'us§2f].

3.2 Les sulfamides hypoglycémiants

Premiers antidiabétiques oraux disponibles, ilséétceux les plus prescrits en France
jusqu'a il y a peu de temps. lls agissent exclusmet en stimulant I'insulinosécrétion
prandiale et plus modérément a distance des repaspouvoir hypoglycémiant est puissant
et démontré. lls sont neutres sur le plan métabelid.eur association avec tous les autres
ADO non insulinosécréteurs est possible. Leur ussgdogique en premiere intention chez
des diabétiques de type 2 sans surpoids ni ob&itaulant la sécrétion d’insuline, ils sont
responsables d'une discrete prise de poids et péeuwenstituer un obstacle a

'amaigrissement. Leur effet sur la sécrétion diliree s’exercant quel que soit le niveau

10



Chapitre 1 : les incrétines et le diabéte de type 2

glycémique ce qui fait que leur principal risqué Bsypoglycémie, dont la fréquence, la

durée et la profondeur doivent étre bien conij@p
3.3 Lesglinides

Ce sont des insulinosécréteurs plus recemmenduntsosur le marché. lls agissent plus
rapidement et plus brievement sur la sécrétionsdline et ciblent plus spécifiguement la
phase d’hyperglycémie postprandiale. Leur actiorusplcourte réduit le risque
hypoglycémique mais oblige a plusieurs prises gimtnes (une avant chaque repas). En
France, seul le répaglinide est disponible : sdgations recouvrent celles des sulfamides
hypoglycémiants avec moins de limitation d'usagezcles sujets ageés et insuffisants rénaux
[29].

3.4 Les inhibiteurs des alphaglucosidases

Leurs effets s’exercent uniquement sur le tracigedtif. lls entravent la décomposition
des oligo- et polysaccharides dans l'intestin gedlenhibent de cette maniere I'absorption du
glucose. lls ne sont pas beaucoup utilisés candlsont pas trés puissants et provoquent
souvent des troubles gastro-intestinaux en raises ghz qui apparaissent lors de la
dégradation bactérienne des saccharides partigitedigiérés dans le colon. L’association a la
metformine est efficace mais souvent mal toléréefaiti du renforcement des effets

secondaires digestifs respectifs des deux moléa0gs
3.5 Les thiazolidinediones (TZD)

Cette classe est représentée, aujourd’hui par tigues de molécules : la rosiglitazone
et la pioglitazone connues commercialement sousdess respectifs davandia et Actos. Il
s’agit de molécules insulinosensibilisatrices, mgquiérent la présence d’insuline dont elles
potentialisent les effets sur le tissu musculairé @n moindre degré sur le foie. Il s'agit
d’agonistes des récepteurs PPAR-gamma qui jouemblenmajeur dans le métabolisme au
niveau du tissu adipeux et qui, indirectement, iidant le métabolisme glucidique. Chez les
diabétiques de type 2, l'action s’exerce principaat en abaissant les taux anormalement
élevés dacides gras libres (AGL) circulants. AnVérse de la metformine, les TZD
accroissent principalement ['utilisation du glucqss le muscle et, a moindre degré, elles
réduisent la production hépatique de glucose. Gbitenution des AGL semble expliquer

'accumulation de tissu adipeux sous-cutané quresgionsable en partie de la prise de poids

11
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constamment enregistrée avec les deux TZD. Les W&btrainent pas d’hypoglycémie en

monothérapie ni en association avec la metforjdtg
3.6 Le passage a l'insulinothérapie

Au fur et a mesure que le diabete de type 2 pregrea carence insulinosécretoire
s’aggrave inéluctablement, ce qui peut conduirerené a la nécessité de recouvrir a une
insulinothérapie. En effet, des injections d'ineali peuvent s'imposer lorsque les
médicaments ne suffisent plus, car la sécrétiamsuline diminue avec le temps chez les

diabétiques de type 2. Cela peut aider a prévesicomplications du diab€efg?].

Malgré I'apparition de nouvelles classes thérapgieis d’ADO, nombre de patients ne
parviennent pas a équilibrer leur glycémie de fagommstante. C’est pourquoi il était utile de
développer a chaque fois de nouveaux traitements efficients. Récemment, I'arsenal
médicamenteux du traitement du diabéte de typeeBtwl’étre enrichi par une nouvelle
catégorie thérapeutique basé sur le concept inetéfitant donné que tous les ADO
susmentionnés ont environ un effet hypoglycémiamximal identique, les incrétines,
hormones digestives nouvellement découvertes, capdbles de diminuer la glycémie mais
sans risque d’hypoglycémie. Il s’agit d’'une preraigte tres grande importance dans le
traitement du diabéte de type 2 [5,33].

4. L'effet incrétine

Depuis plusieurs décennies, il a été remarqué 'gdeninistration du glucose par voie
orale provoque une sécrétion d’insuline beaucows pinportante que par voie veineuse.
Deux peptides découverts plus tardglecose-dependent insulinotropic peptid&IP) et le
glucagon-like-peptide-1GLP-1), se sont avérés étre a l'origine du phémmmappelé effet
incrétine. Ces deux hormones sont sécrétées pgabéedigestif lors de la prise d'un repas
pour stimuler la sécrétion d'insuline par les def3 du pancréas, uniguement lorsque le taux
de glucose dans le sang est élevé. Autrementlidis e diminuent lglycémie que quand
celle-ci est élevée, ce qui écarte tout risquepiglycémie. Ce phénomene est a la base de la
régulation de laglycémie étant donné que 50 a 60% de l'insuline secrétas ldasang en

réaction a un repas standard est diffusée uniguesneavers I'effet de ces hormorgs34].
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4.1 Synthese sécrétion et dégradation du GLP-1

Le GLP-1 fait partie de la superfamille des hornwreix quelles appartient le
glucagon. C’est un produit du géne du proglucatgmalisé sur le bras long du chromosome
2. Ce gene s’exprime aussi dans le pancréas desiferes, dans le cerveau et I'intestin. Le
principal produit génique du proglucagon dans lacp@as est le glucagon alors que dans
l'intestin c'est le GLP-135]. Ce dernier est un peptide de 30 acides aminésstjgéerété
principalement sous la forme d’'un fragment [7-36§z les étres humains. Il est sécrété par

les celluled. ou les cellules entéro-endocriniennes de l'iléetrdu cblon.

Les concentrations plasmatiques de GLP-1 sont regmréent faibles a jedne et
augmentent rapidement en réponse a la prise akinenCe peptide est, par la suite, trés
rapidement dégradé par une enzyme appelée la dipepeptidase IV (DPP4 ou EC
3.4.14.5) qui clive les deux premiers acides amiidsrminal du GLP-1, générant un peptide
inactif, ayant méme une action antagoniste. La deendu GLP-1 est de I'ordre d’'une a deux
minutes[36,37].

4.2 Effet physiologique du GLP-1

Le GLP-1 posséde des récepteurs spécifiques tramisraraires couplés aux protéines-
G, qu’on retrouve dans le pancréas, I'estomacodere les poumons, les reins, le foie, les
muscles, les tissus adipeux et le systeme nervenixat. Des études précliniques et cliniques
ont démontré que le GLP-1 exerce un certain nondaetions biologiques dont la
stimulation de la sécrétion d’insuline de faconcgllépendante qui disparait dés que la
glycémie est normalisée. A coté de ces effets ‘ssulinosécrétion, il a été clairement
montré que le GLP-1 active la transcription du gded’insuline et toutes les étapes de la

biosynthése de l'insuling8].

Fait important, Le GLP-1 inhibe la sécrétion ducgigon par une action directe sur la
cellule alpha pancréatiqufs. Cet effet est aussi glucodépendant et représanteéganisme
important dans le contréle de la glycémie par lePAL Par ailleurs, le GLP1 ralentit la
vidange gastrique et diminue la prise alimentairezc’homme. De plus, Il a été montré en
conditions expérimentales chez I'animal qu’il pakségalement des capacités trophiques sur

la masse des celluldes ilots de Langerhans (voir figue Nf39].
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Figure N°1 : Action physiologique du GLP1.

SNC : systeme nerveux central ; PHG: productioratigpe de glucose 7Y : stimulation,
augmentation ;J( : inhibition, diminution ; &=—> ) s directs du GLP-1 ) effets
indirects du GLP-15].

4.3 Stratégies thérapeutiques basées sur le GLP-1

Au cours du diabéte de type 2, I'effet incrétinegebalement réduit (voir figure N°2).
La majorité des données disponibles montrent que&daétion du GLP-1 est diminuée alors
gue celle du GIP est maintenue, et que l'actionlinstrope du GLP-1 est préservée alors que
celle du GIP est altérée. Ainsi, des deux hormotesGLP-1 pourrait étre la réponse
thérapeutique a bon nombre de problemes rencqudrdses personnes atteintes de diabéte de
type 2 [40].
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I Sujets sains (n=8) 5 8 Diabétiques de type 2 (n=14)
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Figure N°2: Diminution de I'effet incrétine chez les diabégude type 2.

L’administration sous-cutanée continue de GLP1 &fawvires efficace pour corriger
nombre d’anomalies chez les diabétiques de typen2particulier I'hyperglycémie, les
anomalies de la sécrétion d’insuline et du glucadgéh]. Toutefois, cette approche
thérapeutique qui a validé le concept n’est passageable car les injections peuvent étre
douloureuses, voire tres mal supportées par lesnpsit Et de méme, ce peptide a une demi-
vie circulante trés courte en raison de sa dégmdedpide par la DPP4. Par conséquent, son
potentiel en tant qu’agent thérapeutique est rétag tentatives actuelles pour contourner cet
obstacle sont orientées dans deux directions: pgelo la durée d’action des composés
exogenes qui simulent I'activité du GLP-1(les mimpées de l'incrétine) ou bloquer l'activité
de la DPP4 afin d’améliorer I'activité du GLP-1 egénd4].

4.3.1 Les mimétiques de l'incrétine

Le développement d’analogues du GLP-1 résistalsiciidn de la DPP4 consiste soit
a remplacer I'alanine située en avant-dernieretiposN-terminale (site d’action de la DPP4)
du GLP-1 natif par un autre acide aminé (exempd@énatide), soit en I'adjonction d’'une

chaine latérale sur le GLP- 1 (exemple : liragkeiX[8].
4.3.1.1 L’exénatide

C’est le tout premier analogue du GLP-1 disponibiés sur le marché américain en

avril 2005 sous le nom de Byetta. Il est la versignthétique de I'exendine-4, peptide naturel
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isolé du venin d'un lézard appeldeloderma suspectumil présente 53% d’homologie
structurelle avec le GLP-1 humain. Dans sa stractialanine en avant derniére position N-
terminale est remplacée par la glycine, lui confésa résistance a la DPP]. Des lors, ce
peptide de 39 acides aminés est doté des actité&LP-1 citées ci-dessus, et présente
'avantage d’'une demi-vie d’environ 4 heures, cé autorise son administration par voie

sous-cutanée en deux injections par jdai.

Les avantages par rapport a 'insuline consistantree absence de prise de poids (au
contraire, un amaigrissement est généralement \afset en la non-nécessité de recourir a
une titration posologique basée sur une autoslaxe# glycémique réguliere. Le risque
hypoglycémique avec I'exénatide est également fti@ble. Néanmoins, Les effets
indésirables principaux sont d’ordre digestif, emtijgulier des nausées et des vomissements
survenant chez 10 a 30% des patients en débuitEnien{32].

4.3.1.2 Le liraglutide

Le liraglutide est un autre analogue du GLP-1 @lendurée d’action en raison d’'une
résistance partielle vis-a-vis de I'enzyme DR#4]. Il présente 97% d’homologie structurelle
avec le GLP-1 natif et porte une chaine latérabride gras de 16 carbones sur la lysine
située en position 26 pour former une liaison novatente avec I'albumini vivo, réduisant
ainsi l'accés a la DPP4 et I'élimination rénale. demi-vie du liraglutide est de 15 heures
permettant a cet analogue d’étre utilisé en unéegatise par jour. Des effets favorables,
comparables a ceux rapportés avec I'exénatide, éét décrits en ce qui concerne
'amélioration du controle glycémique et la pertengérale. CependantLes effets

indésirables digestifs ont été plus fréquents tagsoupe liraglutidg42].
4.3.2 Les inhibiteurs de la DPP4

4.3.2.1 Les gliptines

Les gliptines sont des inhibiteurs compétitifs paigs et sélectifs de la DPP4 utilisés
dans le traitement du diabete de type 2. Les phmsies sont la sitagliptine (Januvia) et la
vildagliptine (Galvus).ll est important de souligner que ces inhibitesosit des petites
molécules stables qui peuvent étre prises par ok, sous la forme de comprimés. En

inhibant la DPP4¢es molécules entrainent une augmentation imper@dmta concentration
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de GLP-1 et de GIP cqui provoque une augmentation de la sécrétion uliimes et une

diminution de la sécrétion de glucagon (voire fegti°3)[45].
CELLULES L ACTIONS
DE L’'ILEON :> GLP-1 :> METABOLIQUES

/\ ANTAGONISTES sitagliptine
DDP-IV | | 4 o LA pppyy  Vildagliptine

REPAS PRODUIT DE

DEGRADATION
INACTIF

Figure N°3: lllustration des effets inhibiteurs de la DPP4lssrtaux de GLP-1.

La stimulation de I'insulinosécrétion dite glucopegédante, c’est-a-dire présente en cas
d’hyperglycémie et disparaissant en cas dhypogiyeé représente un avantage
incontestable par rapport aux sulfamides. En effette caractéristique devrait fortement
limiter, voire supprimer, le risque hypoglycémiqyeincipal probleme rencontré avec les
insulinosécrétagogues actuellement utilisés eigclé{34]. Une autosurveillance glycémique
réguliere n'est donc pas indispensable avec leiitebrs de la DPP4. Dans les essais
cliniques contrdlés, I'incidence des hypoglycénaesc la sitagliptine s’est avérée similaire a
celle rapportée avec le placebo et, en combinags@t la metformine, inférieure a celle

observée avec le glipizide (sulfamidép].

La sitagliptine, comme la vildagliptine, ont un edffrelativement neutre en ce qui
concerne le poids, contrastant avec la prise pafalégénéralement observée avec les
sulfamides. Les inhibiteurs de la DPP4 ne s’'accgneat cependant pas d'une perte
pondérale notable, contrairement a ce qui est vbserec I'exénatide ou avec le liraglutide
[43.44]. Ces derniers incrétinomimétiques permettent sausedd’obtenir un effet de type
GLP-1 plus marqué que les antagonistes DPP4, mgisbade la nécessité de recourir & une

injection sous-cutanée.
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Les antagonistes de la DPP4 sont sans doute um@ieis puissants, par contre, ils ont
'avantage d’une utilisation trés simple, avec pnise orale unique par jour, ainsi que d’'une

excellente tolérance subjective et objeciB4.

5. Place des incrétines dans les traitements du Oiete de type 2

Les nouveaux ADO basés sur le concept incrétineemtivsans aucun doute et avec tres
peu d’effets indésirables, des perspectives thétapees qui touchent a des dimensions de la
pathogénie que les autres agents ne prenaientnpesnepte jusqu’alors. A court et moyen
terme, leur efficacité sur le contrdle glycémiqumparait Iégérement inférieure a celle de la
metformine, des sulfamides et des TZD, mais lefat giondéral, I'absence d’hypoglycémies
et, plus encore, I'espoir d’'une préservation déolaction insulaire pourraient leur conférer
des avantages a long terme par rapport aux préisddénCeci explique notre intérét pour
I'effet incrétine et I'inhibition de la DPP4 en piaulier. Le but de notre travail est de
contribuer au développement de nouveaux inhibitdar& DPP4 par une approche théorique

de modélisation par docking moléculaire.
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Chapitre 2 : les structures mises en jeu

1. Le récepteur : La dipeptidyl-peptidase 4 (DPP4)

Les liaisons peptidiques formées avant ou apréesidu de prolinesont relativement
résistant a I'hydrolyse de la plupart des protéasemues, en raison de sa structure unique
parmi la panoplie des acides aminés existant.edtrmpas étonnant donc que des enzymes

spécifiques participent au clivage de telles liasgdd 7].

La dipeptidyl-peptidase 1V, aussi appealdenosine deaminase complexing proiaest
une protéase de surface cellulaire appartenantfanidle S9b (aussi appelée famille des
dipeptidyl-peptidases) parmi lesquelles on retroégalement la DPP8, la DPP9 et FAR
sont des prolyl oligopeptidases qui éliminent d8lement les dipeptides N-terminal des
peptides contenant une proline ou une alapmeleuxiéme positioM8]. Grace a cette rare
capacité de clivage spécifique de telles liaismas, protéases proline-spécifiques, dont les
dipeptidyl-peptidases, jouent un réle important sdda régulation du métabolisme des

peptides biologiquement actifs.

Il est important de signaler que cette famille dyames, codée par un gene localisé dans
le chromosome 2 en position g24.2, exclue la DREC 3. 4. 14. 1) et DPP Il ('EC 3. 4. 14.
2) situées dans les lysosomes et la DPP 1l (I'EEC 34. 4) dans le cytosp19].

La DPP4 est exprimé de maniére ubiquitaire dangdimsme, notamment dans la
moelle osseuse, la bordure en brosse des enté&atydans I'endothélium vasculaire; appelée
CD26 au niveau des lymphocytes-T, elle en constime marqueur de [l'activation,

signalisation et de prolifératidb0].
1.1 ROle physiologique

La DPP4 est impliguée dans plusieurs processusighbggiues [51.52] dont les
mécanismes d’action (voir figure N°4) peuvent ésumés en trois points essentiels :

% La dégradation protéolytique des molécules biologment actives.
+ L'adhérence aux protéines extracellulaires.

+ Le role co-stimulatoire dans l'activation des lyropytes T.
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Bioclogically
active substrate

Soluble
DF’P | RV

T DPP-IV - modified
. substrate

Fibronectin

Figure N° 4 : Représentation schématique des différents mécasidméonctionnement
de la DPP4.

Concernant le premier role de la DPP4 qui nougesse ici, les substrats spécifiques,
notamment le GLP1 et GIP, sont connus et incluertles, plusieurs facteurs de croissance,
neuropeptides et chemokin@sir tableau N°) [50].

Tableau N°1 : Substrats de la DPP 4 et signification biologigpega le clivage du dipeptide

en N-termina[48].

Substrat signification Merminal

Peptides de régulation

GIP Inactivation Tyr-Ala-Asp-
GRP Inactivation Val-Pro-Leu-
GLP1 Inactivation His-Ala-Glu-
GLP2 Inactivation His-Ala-Asp-
GHRF Inactivation Tyr-Ala-Glu-
PACAP-(1-38) dtigation HigiSAsp-
Peptide YY(1-36) Ak&on du récepteur Tyr-Pro-lle-
Neuropeptides

Neuropeptide-Y (NPY) Altéiati du récepteur Tyr-Pro-Ser-
Substance P Inactivation rgAPro-Lys-
Chemokines

Eotaxin (CCL11) Atdion du récepteur Gly-Pro-Gly-
IP10 (CXCL10) Aladion du récepteur Val-Pro-Leu-
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ITAC (CXCL11) Altéran du récepteur Phe-Pro Met-
(MDC, CCL22) Alagron du récepteur Gly-Pro-Tyr-
Monokine induced by IFN-g Réductionl'detivité Thr-Pro-Val-
RANTES (CCL5) Altérami du récepteur Ser-Pro-Tyr-
(SDF-1, CXCL12) Altéiat du récepteur Lys-Pro-Val

1.2 Description structurale
La DPP4 est une glycoprotéine de 110 kDa. On laveau niveau de la surface de la
cellule mais elle existe aussi sous forme libresdansang. Elle a été identifiée en 1966 par
Hopsu-Havu et Glenner, puis purifier du foie du eatdu rein de porc, respectivement en
1967 et 1968[53-55]. A cette époque, elle a été connue sous plusieums wlont «Dipeptidyl
aminopeptidase IV », « Postprolinedipeptidyl amemase IV », « X-Pro dipeptidyl
aminopeptidase » ou « Gly-Pro naphthylamidagt}

En pratique, le fragment soluble de la DPP4 egrdéhé en utilisant la technique SDS-
PAGE. En effet, quand on lance I'électrophorésajsddes conditions dénaturantes, le
fragment glycoprotéique correspondant a la formdulbé® de la DPP4 migre
approximativement & 90 kDa. Quant a la DPP4 tptalmmme le montre la figure N° 5, migre
& 110 kDg56].

25.0

18.4

14.4

Figure N°5Migration de la DPP4 sur SDS-PAGE.

En raison de sa sensibilité au diisopropylfluorcggtmte, la DPP4 a été définie comme
une peptidase a sérine. Plus tard, ceci a étéromnfpar de nombreuses analyses des
séquences de sa structure primaire ainsi que sdwicADla triade catalytique reportée par ces

études (Ser/Asp/His) est caractéristiqgue de qusltpmilles des peptidases a seffig 58].
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Il est important de souligner que la DPP4 doit 8tres forme homodimérique pour agir
en tant que protéase a serine. En effet, chaqus snité est ancrée a la membrane
cytoplasmique par une simple hélice hydrophobiqtecides aminés (23 résidus sont
transmembranaires) avec une région N-terminal aeth@aire (cytoplasmique) constituées
par 6 acides amingS9]. Quant aux 727 résidus restant, ils forment le domaktracellulaire
de la protéine et qui se caractérise par:

* une région glycosylée a coté de la membrane offidat protéine un grand pouvoir
d’adhésion face a d’autres protéines. Sur le pllarctsiral, on constate la présence de
9 liaisons de type N entre les résidus N-acétytggamine de la partie glucidique et
les résidus Asparagine 85, 92, 150, 219, 229, 281, 520 et 685 de I'enzyme.

e une région centrale riche en cystéine qui estodéigihe des 5 ponts disulfures
constatés au niveau de l'enzyme. Ces ponts fornmée des résidus cystéine
328-339, 385-394, 444-447, 454-472 et 649-762 q@peint au maintien de la
conformation tridimensionnelle du domaine extradalle active de la DPPA4.

* un domaine C-terminal qui contient «la triad&er630, Asp708et His740

caractéristique de la famille des peptidases aedoien entend[b6].

1.3 Le site actif de I'enzyme

Des études récentes menées sur la DPP4 utilisanistallographie au rayon X et la
microscopie électronique de cryo-transmission omtrfi des informations précieuses sur la
structure tridimensionnelle de la partie extradaile de I'enzyme ainsi que son mode
d'action. Cette région est constituée de deux dwesai«lpha/beta hydrolase »et « beta

propeller ».

Le site actif de 'enzyme représenté notammentlgsarrésidus Ser630, Asp708 et
His740,appartient, en fait, au domaine « alpha/beta hgdeob. Il se situe, plus précisément,
au niveau d’'une grande cavité formé par un pli pesche de I'extrimité C-terminal de
'enzyme[60,61] Les résidus Gly628, Trp629, Tyr631, Gly632 saapdsé autour du résidu
Ser630 en formant une poche app&&¢62].

Quant a l'autre domaine, d’aprés une étude réaliéeEngel etl, il participe aux
interactions protéine-protéine indispensables fmiem accrocher le substrat dans le site actif
de I'enzyme[60]. A ce niveau |, on distingue la présence d’uée tourte hélice contenant 2
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résidus Glu (Glu 205 et 206) qui font partie avemttes résidus comme Argl25 de la poche
S2 jouant un réle trés remarquable dans la stilitcomplexe (voir figure N°6 et [§2].

<

Phe357

LSS

J —E——  [¢domaine « beta

propeller »

i Le deomaine
b g —— . alpha/beta

hydrolase »

EZ205 E206 S630 D708 H740
DPIV/CD26 7 29 133 ¥ 506
(766 aa) mml | 11 ]

Figure N°7 : Démonstrations des différents domaines de la B84
L'extrémité N-terminal- eldomaine transmembranaire
La région N-terminal du domaine alpha/beta hydﬂ). Domaine beta proppeler

- L’extrémité C-terminal
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2. Les inhibiteurs de la DPP4

Les inhibiteurs de la DPP4 sont de petites molécdke synthese appartenant a trois
familles chimiques différentes. lls inhibent séleeament la DPP4, enzyme responsable de la
dégradation du GLP-1, et prolongent ainsi la demidu GLP-1 endogéne, ce qui contribue

significativement a normaliser la glycémie chezdesbétiques de type 2 (figure NIBJ).

His Ala GLP-1 active * Augmentation de la

\ sécrétion du GLP-1
/ Inactivation «Inhibition de la séccrétion
I‘dl*l('le. du glucagon
*Ralentissement du vidange

Demi-vie=2 min
His Ala DPPIV - gastrique
sPréservation des cellules
Béta pancréatiques

GLP-1 inactive

Figure N°8 : Effet de la DPP4 sur la GLP-1.

La synthése des inhibiteurs de la DPP4 a débuel8&7. A cette époque, ces
molécules étaient destinées aux traitements dediealautres que le diabéte. Citons a titre
d’exemple les travaux de Doreena¢i(1996) concernant la synthese du 4-cyanothiazigidi

pour répondre a quelques problemes inflammatotresraunitaireq63].

Ce n'est que récemment, apres la validation du eqancles incrétines, que les
recherches sur les traitements du diabéte de type $ont orientées vers l'inhibition de la
DPP4. Actuellement, plus de 30 compagnies pharntigces et biotechnologiques

participent au développement de ces molécules.

Afin de rationaliser au mieux la conception de remwx inhibiteurs de la DPP4
biologiguement plus actifs, les produits natured’dnzyme (dipeptides qui se terminent par
alanine ou proline) ont été modifiés chimiquementirpobtenir deux classes d’inhibiteurs :
les inhibiteurs réversibles et les inhibiteurs vesibles. Plus récemment, grace aux
techniques de criblage, la panoplie des inhibitelerda DPP4 s’est enrichie avec la mise a
disposition d’'une 4" classe de molécules non peptidiquéd][ Une connaissance plus
approfondie de la structure tridimensionnelle @émiyme, publiée en 2008,rendu possible

la conception d’inhibiteurs non peptidiques plusspants, comme c’est le cas des xanthines
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et des aminopyrimidines qui présentent une actiwitéitrice 5 fois plus forte que celle des

deux premiers class@5,66].

En plus de ces 3 classes d’inhibiteurs, beaucoaptms molécules sont en cours de
développement, ce qui témoigne de I'engouementimduttrie pharmaceutique pour cette

nouvelle approche thérapeutique.
2.1 Premiére classe: les analogues de produits coatitifs

Il s’agit de la classe la plus importante car lagitmajorité des inhibiteurs connus sont
des inhibiteurs compétitifs. Ce sont des dérivéxides aminés ressemblant aux dipeptides
libérés lors de I'hydrolyse par la DPP4. Autreméitt ce sont des analogues des dipeptides
X-Ala ou bien X-Proqui se lient de maniére réversible au niveau gmthe hydrophobe S1
du site actif de I'enzyme, en bloguant l'acces wstsat. Dans ce cadre, on distingue : les
pyrrolidines et les thiazolidines (figure N° [&)7].

3
Fe/
IF
F (ﬂm"’%
! AP
i e ol el
F_,A - NHy ©
|;

Figure N°9 : Structure de la Sitagliptine.

A titre d’exemple, la sitagliptine est le premiahibiteur de DPP4 disponible sur le
marché. Il bloque la voie de dégradation du GLPafd la DPP4. A I'échelle moléculaire, la
sitagliptine est un inhibiteur compétitif formanedliaisons non covalentes avec I'enzyme.
Son groupement phényle occupe la poche hydrop8alu site actif ou réside la sérine 630
[68]. Ceci se traduit par une augmentation prolongéetaies de GLP-1 stimulant ainsi la

production d’insuline en présence de glucose touhleibant la sécrétion de glucagon.
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2.2 Deuxieme classe : les analogues de produréwersible.

Parmi les inhibiteurs les plus puissants de la DBBAt ceux appartenant a la classe des
cyanopyrrolidines. lls se lient de maniére covalepar leur groupement nitrite au résidu
Ser630 du site actif de lI'enzyme, ce qui confereceés molécules une demi-vie

considérablement élevée par rapport aux autresesg@®].

Parmi la panoplie d’inhibiteurs a base cyanopyiiok on retrouve la vildagliptine
(figure N°10).C’est le 2™ inhibiteur mis sur le marché pour le traitementiéabéte de type

2. Contrairement aux autres inhibiteurs, il se ci#@rése par une longue durée d’action.
Dj/ NQ
HMN Ilk1 III'L
M

OH

Figure N°10 : Structure de la vildagliptine.

2.3 Troisieme classe : les inhibiteurs réversiblasn peptidiques

Contrairement aux inhibiteurs décrits précédemmeetie classe comprend des
molécules autres que le produit naturel de I'enzybeeir synthése a été inspirée suite a des
études menées sur la structure tridimensionnella @PP4 et en particulier son site actif. Il
s’agit de molécules hétérocycliques incluant, ams ples xanthines faisant I'objet de notre
étude (figure N°11), d’autres molécules a basenpururacile, imidazole, pyrimidine et

pyridines|[6].
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Figure N°11 : Structure de linagliptine (classe des xanthines).

Les xanthines constituent la plus récente classdibiteurs de la DPP4. Avec les plus
basses valeurs de I'ig; ces molécules se présentent comme les meillabikiteurs de la
DPP4 connus jusque la. Leur fort pouvoir inhibitest dd a leur carbonyle qui établi une

liaison hydrogéne avec la Ser630 du site actibdePP4[6].

Dans notre travail, nous nous sommes servis dethiras, en tant que meilleurs
inhibiteurs de la DPP4, comme point de départ mwelopper de nouveaux inhibiteurs
encore plus puissants, en faisant appel aux appsode modélisation par docking

moléculaire.
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1. Introduction

Le développement d'un nouveau médicament est wegsas long et codteux, allant de
l'identification d'une cible biologique d'intéré&térapeutique jusqu'au patient, dans lequel les
essais cliniques succedent au développement miétad[70]. Entre 12 et 15 ans et pres d’'un
milliard de dollars sont nécessaires a la misdéesararché d’'un médicamefitl].

Dans le passé, la méthode expérimentale établie [ouecherche des ligands
interagissant avec une protéine donnée est leagebh haut débit (« HTS » en anglais).
L’activité (ou plutét I'affinité) d’'un trés grandambre de composés est systématiquement
testée (figure N°12)72]. L'obtention de résultats positifs et leur confirinat conduisent a
I'identification de touchegou "hits") ou encore composés promoteurs. Il s’agit de cad@po
interagissant significativement plus que la moyedas autres composés testés sur la cible
visée. Ces composés promoteurs sont par la suit@is@s en vue d’obtenir des candidat
médicaments, ayant des caractéristiques prochesllés d’'un médicament (« drug-like », en
anglais)[73].

Figure N°12 : Apercu d'une plateforme de criblage haut-débibta® et d’une plaque a 96

puits.

Les difficultés intrinséques aux techniques a likdlit ainsi que celles rencontrées lors
des étapes d’optimisation des molécules chimigoes,encouragé le développement de
nouvelles approches, telles que les techniquesitdlage virtuel par docking moléculaire, aux
quelles font recours actuellement les compagniearnphiceutiques. En effet, avec le
développement de la cristallographie par rayong Xoatil informatique, les méthodes de
modélisation par docking moléculaire sont deverdess étapes cruciales dans de nombreux
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programmes de découverte de médicaments. L'inttaducdu criblage virtuel a offert une

nouvelle voie d’identification de ligands. Le calgke virtuel basé sur la structure 3D de la
protéine consiste a amarrer et a prédire I'affiditth grand nombre de molécules (collectées
en chimiotheques) pour le site actif ciblé. Les éuoales les plus prometteuses sont

sélectionnées, achetées ou synthétisées puistestgérimentalemeift2].

Le criblage virtuel permet d’accéder a un espacadiécules beaucoup plus grand que
celui qui serait exploré par I'utilisation de teaures expérimentales (en raison du codt, du
temps et de l'infrastructure nécessaire a ces @@si(figure N°12)). Il permet une pré-
sélection qui augmente la probabilité d’identifien ligand (par exemple : 34.8% contre
0.021% de molécules activesur le criblage virtuel et HTS respectivement). es, les
informations sur le mode d’amarrage d’un ligandnpettent de comprendre structuralement

son mode d’action et d’envisager son amélioratamndgrivation74].

Le criblage virtuel a été appliqué avec succes wgurcertain nombre de cibles
thérapeutiques (protéines) dont la structure 3Damplexe avec le ligand a été parallelement
déterminée. Actuellement, un bon nombre de médingsmnmis sur le marché proviennent

d’'une conception rationnelle basée sur des stegélg criblage virtuel comme par exemple :

e Des inhibiteurs de l'adose réductase: par rechedares des bases de données de
COMpOoses

e Un inhibiteur d’'un élément de réponse de la trastsation de la HIV-1 RNA: par
docking rigide et recherche dans des bases de dsmnieécomposés

e Un inhibiteur de la thrombine et celui de la glyadéhyde-3-phosphate
dehydrogenase : par docking sur des chimiothequebioatoireg71].

2. Les outils du docking moléculaire

Docking (ancrage, amarrage ou arrimage molécutairfancais) est le nom donné aux
simulations moléculaires dans lesquelles différemgproches sont combinées pour étudier
les modes d’interaction entre deux molécules. Damdupart des cas, il s’agit d'un récepteur
macromoléculaire le plus souvent une protéine €gibt d’une petite molécule (ligand). Le
terme dockingseul est couramment employer pour désigner urckinig protéine-ligand ».
[75].
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2.1 Le récepteur

Les structures 3D que nous utilisons provienneriad®DB (« Protein Data Bank »,
en anglais), la plus grande archive de donnéeststales de macromolécules biologiques,
comme les protéines et les acides nucléiques (ARAD&). Cette banque de données a été
établie en 1971 et contenait a I'époque sept stres{72]. En avril 2011, plus de 72300
structures 3D, dont environ 67000 structures deépres sont disponibles et accessibles
gratuitement. Elles ont été résolues pour la grandgrité par cristallographie aux rayons X
(un peu plus de 63000 structures) du fait que tettenique présente de nombreux avantages,
notamment celui de ne pas étre limitée par lactaié la protéine. L'étape limitant de cette
méthode se situe principalement au niveau de Ihdloie de monocristaux diffractant a une
résolution suffisante. La RMN fournit, quant a eldus de 8800 structures contre seulement

360 dans le cas de la microscopie électronjdag

De nombreuses informations associées a chaquetusgusont accessibles a
l'ensemble de la communauté scientifique via la PRAr un serveur internet
(http://www.rcsb.org/pdb/). On peut y trouver lajgénce correspondante, ses coordonnées
atomiques, les conditions expérimentales (par elenhg@ résolution), des images 3D...etc.
Cette base de données est fiable car elle estiégrtt maintenue par différents centres
(RCSB, PDBj, MSD-EBI).

Les coordonnées atomiques des structures se trodaans un format de référence,
appelé pdb, lu par difféerents logiciels de visualisation, deodélisation, de criblage
virtuel...etc. Donc il suffit de consulter la PDB @inscrire le nom de la structure pour
télécharger le fichier du récepteur au formab indispensable a I'opération de docking

moléculaire.

Le fichier pdb contient diverses informations sur la macromokédelle que le nom
du récepteur, I'équipe qui a résolu la structuee,méthode expérimentale, ...etc. On y
retrouve aussi des informations sur la structunmaire, les hétéro-atomes (ligand, métaux,
résidus modifiés, ...etc.), la structure seconddirescoordonnées atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome daasconformation donnée. Enfin, la
derniére section du fichier fournit des informatasur les connections chimiques entre les

atomes (voir annexe N°1j2].
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Il est important de signaler que certaines progimesont pas encore disponible dans
cette banque de donnée et si cette derniére contie® protéine avec des séquences
similaires, il devient alors possible de constrl&estructure 3D la de la cible souhaitée, en

utilisant la modélisation par homologie4].
2.2 Le(s) ligand(s)

En docking moléculaire, le choix du ligand est étegpe trés importante. Ce choix doit
étre pertinent en raison de la spécificité du adif de la cible évitant de tester inutilement

des moléculefr7].

A présent, il existe deux moyens pour obtenir facstre chimique d'un ligand
donné : La premiére souvent d'aspect commercialcesstituée de bases de données de
structures chimiques appelés chimiothéques ou espeltimique[78]. Le second moyen
consiste a utiliser des ligands de la PDB ou ddtéature qu’'on peut dessiner, optimiser et
enregistrer dans différents formapslh, mol, mol2..etc.) grace a des logiciels de construction

moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ghySpour ne citer que ces exemples.
2.3 Un programme de docking moléculaire

Le docking moléculaire a pour objectif essentiedeprédire la conformation (position
et orientation relative) la plus favorable du ligaau sein de son récepteur. Initié au début des
années 1980, ce domaine s’est développé pour dedennos jours, un outil incontournable
dans la recherche de produits biologiquement d@¥s80].

A I'heure actuelle, plus de 30 programmes de darkmoléculaires (commerciaux ou
non) sont disponibleg0]. Les plus fréequemment cités sont respectivementoBock[81],
GOLD [82], FlexX [83], DOCK [84] et ICM[85] (voir figure N°13).
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Figure N°13 : Comparaison des programmes de docking les plus[8&¢

Bien que ces programmes reposent le plus souventesualgorithmes spécifiques, leur
protocole est composé de 2 étapes essentiellepremnaiere, dite de « docking permet aux
petites molécules testées d'explorer I'espace cordtionnel autour de la protéine. La
molécule adopte plusieurs conformations et plusigositions au niveau de son récepteur. La
deuxieme étape, dite de « scorigermet d’évaluer les poses obtenues lors deelmipre

étape pour ne retenir que la meilleure. Cette &lapee lieu a un scof87].

3. Le docking : du docking rigide vers l'introduction de la flexibilité

Les premiers logiciels de docking développés awiddbs années 80 considéraient le
récepteur et le ligand rigides en se basant sunddele « clé-serrure ». C’est sans aucun
doute la catégorie la plus simple et rapide de imgckMis en marche plus tard, le docking
semi-flexible a permis d’obtenir des résultats phuécis. Le récepteur est considéré comme
corps rigide mais tient compte de la flexibilité kilyand [88]. Aujourd’hui, la puissance de
calcul des ordinateurs permet, pour certains lelsiaile docking, de traiter la flexibilité du

ligand et de facon patrtielle le récepteur.
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La quasi-totalité des programmes de docking uslis€tuellement proposent une
approche qui prend en compte la flexibilité dudigatout en considérant le récepteur rigide.
L'utilisation de tels programmes ménent a de baultéts, principalement quand la protéine
a une flexibilité limitée. En effet, dans de telsgcla structure cristallographique peut étre
considérée comme plus représentative de I'étad gedteine dans son environnement naturel,
ce qui augmente les chances de simuler correctelmaenbde d’interaction protéine-ligand
[75].

3.1 Le choix de l'algorithme de recherches

Bien entendu, les algorithmes de docking ont étécu® pour rechercher de fagcon
objective, rapide et efficace les modes d’assamatécepteur-ligand les plus favorab]és).
Ce pendant, la recherche de la « pose optimaleligahd au niveau de son récepteur est une
des difficultés majeures en simulatimnsilico étant donné que le nombre de possibilités croit
de maniére exponentielle en fonction de la taikks domposants. A titre d’exemple, pour
reproduire la structure expérimentale d'un complex®otéine-ligand composés
respectivement de 1562 et 449 atomes, en constdggarderniers rigides, il faut un nombre
d’essais de I'ordre de 10En intégrant la flexibilit¢ des molécules, le lgame devient

encore plus importafit8].

L'utilisation des programmes de docking a conduitiéa nombreux succes dans le
domaine de ladécouverte de nouvelles molécules bioactiy89]; néanmoins, leurs
algorithmes sont toujours en maturatidwtuellement, il existe une panoplie d’algorithmes

de docking qu’on peut répartir en deux grandesgmates selon la méthode utilisée :

* L’'ajustement de fragments.
» Simulation par trajectoire.

3.1.1 L’ajustement de fragments (matching)

Cette méthode commence par construire un modelengeatif» du site actif dit
protomoldans le cas du programme Surflex. Ce modéle estitwé par le volume accessible
du site et les points d’interaction tels que léessie liaison hydrogéne, les charges ou les

sites lipophiles.

Ces algorithmes sont dits aussi de fragmentati@tdnstruction car, dans un premier

temps, la molécule est découpée en parties riggtlen liaisons flexibles. Par la suite, les
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parties rigides sont positionnées en premier égéand est reconstruit de proche en proche,
explorant diverses conformations lors de la misepkace des liaisons flexiblg87]. Des
logiciels tels que DOCHK84], Surflex[90] et FlexX[91] utilisent cette approche qui permet

notamment un criblage rapide de vastes libraireesanposés (voir figure N°1{92].
3.1.1 Simulation par trajectoire

La seconde approche, par trajectoire, est plusgaréca partir d’'une position initiale
aléatoire, a I'extérieur du site actif, le liganohsidéré dans son entier explore le site étudié
par la répétition successive de mouvements et iatrans de l'interaction ligand-récepteur.
Les mouvements sont effectués par des opérationdraheslation, de rotation et de
changement de conformation et bien entendu, I'dlyoe s’arréte lorsqu’il trouve la position
idéale du ligand dans le récepte@2]. Ces techniques sont plus lentes que celles par
matchingmais prennent mieux en compte la flexibilité dwaiid et permettent I'exploration
de régions plus vastes. Dans cette catégorie nousops citer GLIDE, GOLD[82] et
AutoDock[81] (voir figure N°14).Dans notre travail, nous avons utilisé AutoDock egti un
algorithme génétique, dont le principe de fonctement sera détaillé plus bas.

La contrepartie de ces techniques est généralamenbausse des temps de calcul. Par
conséquent, il est nécessaire de se focaliserodjedtif du projet. Si le but est de cribler une
chimiothéque d’'une dizaine de composés, l'utilmatile ces méthodes lentes et précises est
recommandée. A l'inverse, un projet impliquant iblage virtuel de millions de produits ne
pourra pas étre accompli avec ce type d’algoritimags plutét des codes plus simples, dans

lesquels les approximations engendrent un gaierdes de calcyl71].
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Figure N°14 : Méthodes automatisées de docking les plus coretuesemples d’algorithmes
(en vert) frequemment cités dans la littérafiifs.

3.2 Algorithme Génétique Lamarkien (AGL)

Les algorithmes génétiques (AG) reprennent des migroas et la terminologie de la
génétique naturelle et de I'évolution biologiquéryanisation d’'un ligand en complexe avec

un récepteur peut étre définie par un jeu de parasmdécrivant la position, I'orientation et la
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conformation du ligand par rapport au récepteus @a@ametres sont les «variables d’état» et
dans un AG, chaque variable d'état correspond ageme. La valeur de ces variables
correspond au génotype et les coordonnées atomagsesiées correspondent au phénotype.
Chaque état défini du ligand correspond a un icldi{92].

Pour I'implémentation de 'AG dans AutoDock, le chrosome est composé d'une

chaine de valeur-génes réel qui décrit :
-I'emplacement ligand(trois coordonnées).

-l'orientation : trois coordonnées pour définir 'axe principal derbtation, et une valeur
pour I'angle de rotation du ligand autour de I'ptencipal. Ces 4 coordonnées constituent le

« gquatérion » d’orientation.
-la conformation (une valeur pour chaque torsion).

L’algorithme génétique commence par créer une @jom aléatoire d’individus, dont
la taille c'est a dire le nombre d’individus, eéfidie par l'utilisateur. Les différents genes de
chaque individu recoivent des valeurs aléatoiremprses dans les limites de I'espace a
explorer (lui méme défini par l'utilisateur): le®ardonnées de position sont localisées a
l'intérieur de ce volume, les coordonnées du qiaigoermettent toute orientation du ligand
dans ce volume et les pivots peuvent prendre n’itepguelle valeur d’angle entre -180° et
+180°. Apres la création aléatoire de la premiéneupation, le cycle de génération est répété
jusqu'a ce gque soit atteint le nombre maximum deéggtions ou le nombre maximum
d’évaluations de I'énergie. Le cycle de généraerdécompose en cing étapes : transcription
du génotype en phénotypendpping avec évaluation de I'énergie d’interaction ligand
récepteur, sélection, croisement, mutation et géleclitiste. Chaque étape s’applique a
'ensemble des individus de la populatie2].

La plupart des algorithmes génétiques reproduiterdomportement de |'évolution
darwinienne en appliquant le principe de la génétide Mendel c'est-a-dire le transfert a sens
unigue des informations du génotype vers le phémotZe comportement est illustré par la
partie droite de la figure N°15. Par contre, da@scads ou il existe un mécanisme de
transcription inverse, un génotype peut étre ingartun phénotype. Il est alors possible, pour

un individu, d’acquérir de nouveaux caracteres tignés en fonction de son environnement
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et c’est dans ce sens des algorithmes génétiques de Lamarckian (AGL)&étdéveloppés
[81.92].

Dans le cadre de l'interaction ligand-recepteurpeunt ainsi effectuer une optimisation
locale du ligand par rapport au récepteur et reerdes informations du phénotype optimisé
vers le génotype de I'individu. C’est ce qui ektstré par la partie gauche de la figure N°15.
L’AGL implanté dans la version 4.2.3 d'AutoDockilis€ dans notre travail, est une méthode
hybride basée sur un algorithme génétique couplgeaméthode de recherche locale reposant
sur un algorithme optimalisé par Solis et W&3]. L'avantage de cette méthode est qu'elle
permet d'ajouter a l'algorithme génétique, la kg de modifier le phénotype suivant la

fonction de score qui a son tour modifie le géne{@d].
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Figure N°15 : Principe de I'algorithme génétique de Lamarckest).

4. Scoring

La procédure de docking permet de générer une disteomplexes représentant les
modes d’association favorables entre le ligand estrdcepteur macromoléculaire. Les
meéthodes de “scoring” permettent, par la suiteyaliger I'énergie de liaison du complexe
formé et de donner un score aux poses obtenuedddis phase de docking, afin de trouver
celui ou ceux les plus susceptibles de reproduirensieux le mode d’association r¢éb].

L'association non covalente et réversible d'unpiee (R) et d'un ligand (L) pour
former un complexe récepteur-ligand (RL), dans ulilemaqueux contenant des électrolytes

peut étre décrite par I'Equation 1
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A I'équilibre, cette réaction est déterminée pacaonstant d’équilibre Keq (équation 2)

et aussi par I'énergie libre de liaish@° (équation 3).
Keq = [RL]/[R[L].....(2)
AG° =-R TIn Keq.......... (3)

OuR est la constante des gaz parfait¥ est la température (en kelyifr0.88].

Théoriguement, le complexe est favorable si laat@m d’énergie libre globale de
complexation est négatifaG’°de complexation < 0). En pratique, I'évaluatda I'énergie
libre des complexes est une tache souvent couteugei limite son utilisation en routine. De
ce fait, des méthodes approximatives ont été dppéles pour distinguer (évaluer et classer)
les meilleurs complexes parmi ceux géenérés pampuredure de dockingles fonctions de
score. Dans les programmes de docking, on trouve différéypies de fonction de score :
celles utilisant un champ de force de mécaniqueeoutdire (CHARMM, AMBER, GAFF,
GROMOS, OPLS, MMFF, ...etc.), celles reposant sas Iconnaissances actuelles
(Knowledge-basgdet les méthodes empiriques (Bohm's Score, CheraSEcesno, F-Score,
SCORE, X-Score, ...etc.). Les fonctions de scoe pdus couramment utilisées sont

présentées schématiquement dans la figure NH]6

-AutoDock Score Fonction

Utilisant un champ de -GoldScore
—> force de mécanique =~ —— > -G-Score
moléculiare -D-Score
-DrugScore
— Knowledge-based —> -ITScore
-PMF
-LigScore
—— SCORE, X-Score
- Empiriques —_ » F-Score et ChemScore

Figure N°16: Différents types de fonctions de score les plusaen (en vert) et les exemples

(en bleu) les plus fréquemment cités dans ladittée[75].
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Suivant la structure du ligand et son emplaceme&itiwis du récepteur, AutoDock
évalue leur affinité en utilisant une fonction dmre basée sur une forme empirique de
I'énergie libre d'interaction entre le ligand etréxepteur[94]. L'énergie est donnée par

'équation 4 :
Equation 4: 4G = AGvdw + AGhbond + AGelec+ AGtor + AGsol

Les trois premiers termes sont des termes classagienécanique moléculaire ; il s’agit
respectivement des énergies : dispersion / répuldies atomes, liaisons hydrogéne et
interactions électrostatiquegGtor est un terme qui traduit 'augmentation d’énergie d
systeme due a la restriction des rotors libresigant et a la restriction des rotations et
translations du ligand lors de la complexationéaepteur. Cette perte de degrés de liberté est
une perte d'entropiedGsol est un autre terme lié a I'entropie qui décrit lesiations

d’énergie du systéme lors de la désolvatation ganli au moment de la complexation au
récepteur. C’est une modélisation partielle de we lgpn appelle I'effet hydrophobe di aux

variations de I'entropie du solvant aux interfaselvant — solut¢92].
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Dans cette étude, nous avons utilisé le programoteDock 4.2.3 dans sa version la
plus récente. Il est installé sous environnemamixli Ubuntu 10.10 dans un ordinateur
puissant ayant une mémoire vive de 4 Go et un psece 2.13 GHZ Intel core 2 duo.
AutoDock est un ensemble de trois sous-programrmesnés pour prédire la conformation la
plus favorable d’un ligand au sein de son réceplaaicontrole des parametres définissant les
propriétés du ligand est réalisé avec le sous-progre AutoTors. Le sous-programme
AutoGrid effectue, de son coté, le calcul des diffées grilles de potentiel. Enfin, le sous-
programme AutoDock réalise les calculs d'amarragécnlaire proprement dits. Nous avons
également utilisé l'interface graphique "ADT" (ADick Tools) version 1.5.4 pour visualiser

la localisation précise de l'espace a l'intérieur éligont se faire les calcul81].

La procédure de simulation par le programme AutdéDé@.3 se décompose en 5

étapes :
1. Préparation du récepteur

Le fichier du récepteur utilisé par AutoDock doiteésous formatnol2 ou pdb. En
consultant la banque PDB, il est possible de t@légdr le fichier du récepteur, I'enzyme
DPP4 dans notre cas, dans le formdb. Parmi les nombreux complexes proposés par la
PDB, nous avons choisi le codRGU, car il s’agit d'une structure correctement défiavec
une résolution de 2.60 [5].

Avant son utilisation par AutoDock, le complexe 2R@st séparé de son ligand afin
d’obtenir un récepteur avec un site actif libre.réeepteur est ensuite préparé en définissant
les charges partielles de ses atomes par linteam&diu sous-programme AutoTors qui
attribue des charges de type "Kollman" calculéecd® champ de forces empirique Amber
[96]. Il est aussi nécessaire de rajouter a ce récelgeinydrogenes dits polaires c’est a dire
« essentiels ». Le fichier de la protéine ainspprée est converti par AutoDock au format
pdbg qui correspond aux données des charges. Enfin, Midgre dans ce fichier les
parametres de solvatation des atomes avant deedjistirer dans le formagidbgt (format
propre a AutoDock).
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2. Préparation des ligands

Les ligands utilisés dans ce travail sont dessavés le logiciel Titan, en tenant compte
de I'état d’hybridation de chaque atome et du tgipdiaison simple, double ou triple. Une
étape d’optimisation de la géométrie devient at@sessaire. Pour cela, nous avons appliqué
la méthode semi-empirique Austin Model 1 (AM®Y]. Les molécules ainsi obtenues sont

enregistrées au formptbou mol2

La phase finale de préparation du ligand est alpar le sous-programme AutoTors4.
Ce dernier a pour role de contréler les mouvemedntdigand, en définissant les atomes
aromatiques, les liaisons flexibles et les angkesodsion. La molécule finale est enregistrée

dans le formatpdbgtavant son utilisation par AutoDock 4.2.3.
3. Calcul des grilles de potentiel

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de I'énediiesysteme, le récepteur DPP4
(2RGU) est plongé dans une grille tridimensionnelglobant largement le site actif de la
protéine étudiée et permettant la libre rotatiorligand dans ce site. Le centre de cette boite
est déterminé par les coordonnées X =51.30149.3£51 et Z = 36.186 avec les dimensions
60*60*60 A® (voir figure N°17). L'espacement ou la maille @egdrille est fixé par défaut a
0.375 A (correspondant au quart de la longueurelsimple liaison C-C). La boite est alors
centrée sur le ligand et ses dimensions sont ptiopaelles a la taille de touts les ligands
étudiés. L'ensemble de ces instructions sont saudégs dans un fichier texte de
paramétrage avec I'extensigpf (Grid Parameters File) (Annexe N°2).

L’étape suivante du programme AutoDock 4.2.3 cadess exécuter les instructions
contenues dans le fichiggpf grace au sous-programme AutoGrid4. Il s’agit deutar
I'affinité entre les différents types d’atomes deprotéine (C, H, O, N et S) et le ligand. Les
résultats sont générés dans un fichier texte asetehsionglg.
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Figure N°17: Position de la boite d’'amarrage dans le site detitt DPP4.
4. La recherche des solutions d’amarrage

Le mode de fonctionnement d’Autodock4 consister& fearier les différentes positions
du ligand (axes de translation, de rotation etesgdiedres) a l'intérieur de la boite. Il utilise
les grilles de potentiels pour calculer I'énerdiatdraction entre le ligand en une position
donnée et la macromolécule. Cette méthode permetatbeiler trés rapidement I'énergie
d'interaction ligand - récepteur car les potentselat pré-calculés, bien entendu, par le sous
programme AutoGrid4.

L’étape de docking moléculaire est réalisée gracesaus-programme AutoDock4. I
recherche les solutions d‘amarrage en fonctionpdeameétres suivants qu'il retrouve dans le
fichier dpf (Dock Parameters File) : (voir annexe N°3).

* les noms des fichiers contenant le ligand et lélegide potentiels a utiliser.
» Iétat initial du ligand (position, orientation ebnformation aléatoire ou précisée).

» La méthode de recherche a utiliser avec les paramassociés.
Dans notre étude, nous avons utilisé 'AGL aveg@sameétres suivants :

* Lataille de la population (150).
* Le nombre maximum d’évaluations d’énergie (2500000)

e Le nombre maximum de générations (27000).
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* Le niveau de sélection élitiste: le nombre des Imai individus qui survivent
automatiquement a la génération suivante. La val@mdard est 1.

* Le taux de croisement (0.8).

* Le taux de mutation (0.02).

* Le nombre de cycles a exécuter, c'est-a-dire Iébneme solutions souhaitées (10).

5. Analyse des résultats

Les résultats de docking effectués par le sousrpnogne AutoDock4 sont générés dans
un fichier texte avec I'extensiodlg (format propre a AutoDock). Ce fichier fournit les
coordonnées atomiques des 10 meilleurs positionkgelnd dans le site actif de I'enzyme
étudié, leur énergie d’interaction ainsi que les ddirespondants et enfin les différentes

valeurs de I'écart quadratique moy&obt Mean Square Deviatiamu le RMSD).
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2. Tests de fiabilité du programme de docking

Pour vérifier si le protocole que nous venons deslibpper est correct, nous avons jugé

utile d’évaluer d’abord la performance du progranmAngoDock par trois tests différents :

» Le coefficient de corrélation (r).
e ['écart quadratique moyen ou le RMSD (root mearasgaeviation).

* L’analyse visuelle.
1.1 Le coefficient de corrélation (r)

Ce test consiste a évaluer le degré de corrélagion existe entre les énergies
d’interaction de 31 inhibiteurs simulées par dogkimoléculaire avec AutoDock et les valeurs
de leurs 1Gy déterminées expérimentalement dans la littératarel@s essais vitro.

Parmi les 31 inhibiteurs de la DPP4 retenus datis éaude, 21 proviennent de la PDB
(de 1 a21) et 10 sont fourni par la littératute 22 a 31) (voir figure N°18). Les résultats des
énergies d’interaction des inhibiteurs étudiés iaquge leur 1Go sont représentés dans le
tableau N°2.

Tableau N°2:Corrélation entre les énergies d’interaction desrBilbiteurs de la DPP4 et

leur activité biologique (Log I§3).

Composé Code PDB IC 50 (NM) Log ICso Score AutoDock
(Kcal/mol)

1 2AJ8 2800 3.14 -6.98

2 2QJR 6.4 0.8 -9.55
3 2RGU 1 0 -11.16
4 3G0B 4 0.6 -9.39
5 3GO0D 2 0.3 -10.8

6 3HAB 4 0.6 -9.43
7 3KWF 6.4 0.8 -10.21
8 3HAC 8 0.9 -9.05
9 2P8S 2 0.3 -9.42
10 3F8S 12.9 1.11 -10.09
11 20NC 13 1.11 -8.69
12 INIM 3000 3.47 -7.82
13 1X70 18 1.25 -8.6
14 2BUC 23 1.36 -9.21
15 2FJP 4.3 0.63 -9.71
16 21V 6.6 0.81 -9.39
17 20LE 70 1.84 -8.43
18 2Q0E 25 1.39 -8.79
19 20QTB 4.8 0.68 -9.69
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20 3C43 19 1.27 -9.01
21 3D4L 32 15 =2
2 - 100 2 -7.41
28 == 340 2.53 -7.87
24 - 350 2.54 -7.11
25 === 1400 3.14 -8.2
26 0 - 2500 3.39 -7.28
20 e 500 2.69 -7.81
28 0 - 230 2.36 -8.11
29 === 7.2 0.85 -9.16
30  --—-- 27 1.43 -9.01
s, == 21 1.32 -9.31

Hyf

N

Composé 3

Composé 4 Composé 5 composeé 6
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Composé 30 Composé 31

Figure N°18: Structures des inhibiteurs de la DPP4 utilisésdi@tude de la régression
linéaire[6, 95, 98-114].

L’analyse par régression linéaire réalisée ensefeergies d’interaction et lessitLog
ICs0) donne un nuage de points (voir figure N°19) aurccoefficient de corrélation égal a
0.86.Une telle valeur indique que les 2 variables $onément corrélées et témoigne ainsi de
la haute performance du programme AutoDdd5,116].

y =0,896x- 10,26
4 R?=0,718

Energie d'interaction (Kcal/mol)

—
o

-12

LogIC50

Figure N° 19: Corrélation entre 'activité biologique (Logd4€ de 31 ligands et leur

énergie d’'interaction avec la DPPA4.
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1.2 Le RMSD

Souvent, les performances d’'un programme de dockiaoliculaire sont évaluées en
termes de capacité a reproduire le mieux possidecomplexes expérimentaux. Autrement
dit, il faut que I'évaluation quantitative de lafdémation spatiale entre la pose du ligand
calculée par AutoDock et la conformation dans Imglexe expérimental soit la plus petite
possible. Pour cela, on utilise une grandeur sealdiécart quadratigue moyen ou RMSD qui
représente la moyenne des différences de posiienstomes appartenant a 2 conformations

différentes.

Le test RMSD a été réalisé sur sept complexes @& R4 disponibles dans la P&
95, 99, 104] Il s’agit plus précisément, de complexes formésree 'enzyme DPP4 et
différents inhibiteurs de la famille des xanthimgs nous intéresse ici. Les codes PDB des
complexes et de leurs inhibiteurs ainsi que leewal de leurs RMSD obtenus avec

AutoDock sont mentionnés dans le tableau N°3.

Tableau N°3:Valeurs de RMSD des sept complexes DPP4-xantigituekes.

Code PDB  Code desligands ~ RMSD (A)

2RGU 356 0.51
213Z LIR 0.44
3G0B T22 0.53
3G0C RUF 0.73
3G0D XIH 0.67
3G0G RUM 0.70
20NC SY1 0.68

Le tableau montre que les différentes valeurs diBRMont conformes aux résultats de
Chikhi et Bensegueni (2008), et Gabb Jak{1997) [117, 118]qui démontrenigue tout
programmede docking n’est performant que lorsque le RMSDOrdétieur ou égale a 2 A.
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2.3 L’analyse visuelle

L’analyse visuelle faisant suite au test RMSD estsaune étape essentielle pour juger
la performance du programme AutoDock. La visudlsatdes résultats du docking
moléculaire réalisée avec les sept inhibiteurs ahletu N°3 montre que les modéles des
ligands simulés par AutoDock sont correctement gdagans le site actif de la DPP4. lls
présentent des conformations spatiales parfaitersaperposables a celles déterminées
expérimentalement par cristallographie qu’on reteodans la PDB (voir figures N° 20-26).

Figure N° 20: Ancrage du ligand 356 dans le site actif de laDPomparaison des
conformations obtenues par cristallographie (copaetype d’atomes) et par docking avec

AutoDock (coloré en vert).
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y/
¥

Figure N°21: Superposition des géométries de l'inhibiteur Idéhnée par rayons X
(coloré par type d’atomes) et par docking avec BRoikk (coloré en vert).

I\ {\ /

Figure N°22: Comparaison entre la conformation du ligand T22ué de la diffraction par

rayons X (colorées par type d’atomes) et celle gergar AutoDock.
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Figure N°23: Superposition spatiale entre la pose du ligand Raléulée par AutoDock
(coloré en vert) et la conformation dans le comglexpérimentale 3GOC (coloré par type

d’atome).

Figure N°24: Superposition du modéle du ligand XIH simulé pataDock (coloré en vert)
vis-a-vis de la conformation déterminée expérirakment (coloré par type d’atome).
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.

Figure N°25: Alignement des conformations expérimentale (casngar type d’atome) et
calculée par AutoDock (colorée en vert) de I'intébr RUM.

. / )

Figure N°26: Comparaison de la conformation expérimentale déibiteur SY1 (colorée
par type d’atome) et sa conformation optimale séaydar AutoDock (colorée en vert).

54



Chapitre 5 : Résultats et discussions

1.4 Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus avec le coefiicile corrélation linéaire, le RMSD et
'analyse visuelle, nous pouvons conclure que leg@mmme AutoDock est hautement
performant qu’on peut l'utiliser sans trop risquermurs, pour générer par simulation
silico, d’autres inhibiteurs dérivés des xanthines pr@sgerune meilleure activité inhibitrice

vis-a-vis de la DPP4.
2. Etude des interactions Xanthines-DPP4

Les xanthines constituent la plus récente clasisdititeurs de la DPP4. Ce sont des
inhibiteurs compétitifs tres puissants dont la bBgse a été réalisée grace a une bonne
connaissance de la structure 3D de la DPP4. llitstegcomposés hétérocycliques dont la

structure de base est représentée dans la fig@2[B[°

1
N N
IS
o) |\|| N

Figure N°27: Structure de base du noyau xanthine.

Dans le but de contribuer au développement de raxvenhibiteurs dérivés des
xanthines, il nous a semblé judicieux d’étudier,peemier lieu, le mécanisme d’inhibition
mis en place par les inhibiteurs xanthiniques qui&nouve sous forme de complexes avec la
DPP4 au niveau de la PDB. Il s’agit des mémes cexagl utilisés préecédemment dans les
tests de performance par RMSD et I'analyse visudllappelons que ces complexes, au
nombre de sept, portent les codes suivants : 2RERY, 3G0B, 3G0OC, 3G0D, 3G0G et
20NC (voir figure N° 28)[6, 95, 99, 104].
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RUF XIH

LIR

Figure N°28 : Structure des inhibiteurs xanthiniques étudiés.
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A l'aide du programme AutoDocl81], nous avons pu simuler la formation de ces
complexes et évaluer leurs énergies d’interactldmterface graphique AutoDock Tools
1.5.4 (ADT)nous a aidé a visualiser le nombre et le typeaisdins mises en jeu lors de ces

interactions.
2.1 Complexe 213Z

La modélisation de I'énergie d’interaction entreclamposé LIR et le site actif de la
DPP4 donne lieu a un score de l'ordre de -9.26 /K@il La détermination théorique de
I'IC 50(13.06 nM) et du Ki (162.76 nM) nous indique quectivité inhibitrice de ce composé
est relativement faible. Comme le montre la fighf@9, ce composé est bien placé dans la
cavité hydrophobique ou il est entouré par lesdiésiTyr547, Trp629, Tyr631, Val656,
Tyr662 et Val711. De plus, ce composé forme uniediahydrogéne distante de 1.787 A
entre la fonction carbonyle de son noyau xanthin& donction amine du résidu Ser630
(XIH-C=0....HN-Ser630).

Figure N°29: Interactions entre l'inhibiteur LIR et le site dale la DPP4.
2.2 Le complexe 3G0OB

Le composé T22, appelé aussi alogliptine, est umbiteur puissant en cours de

développement clinique (phase[B8). Avec tres peu de données publiées dans ce cenikext
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nous a semblé intéressant de déterminer théoriqueroertains parametres décrivant son

activité inhibitrice le Ki et I'énergie d’interaction notamment.

La simulation réalisée par AutoDock nous a permévaluer I'énergie d’interaction
entre linhibiteur T22 et la DPP4. Cette énergievaluée a -9.39 Kcal/Mole est
significativement corrélée a l'activité inhibitricde T22 dont I'lGy est égale a 4nM.
L’analyse visuelle (voir figure N°30) montre queftanction amine du noyau pipéridine du
composé T22 forme deux liaisons hydrogéne avecfdestions carboxyles des chaines
latérales des résidus Glu205 (T22-NH....O0C-Glu2a5-1.904 A) et Glu206 (T22-
NH....OOC-GIu206 ; d=2.068 A). Ce complexe est égaint stabilisé par des interactions
hydrophobiques entre le T22 et les résidus Tyr6&656, Tyr662, Tyr666, Asn710 et
Val711.

Figure N°30: Interactions de I'inhibiteur T22 avec le site &de la DPPA4.

2.3 Complexe 3G0OC

Le composé RUF est I'un des inhibiteurs de la DB&glréecemment mis au poi99].
A I'heure actuelle, aucune référence bibliograpkime fait état sur son mode d’interaction
avec la DPP4, ni de sondgLe programme AutoDock nous a permis de prédires&smrgie
d’interaction avec la DPP4 qui s’évalue a -9.54|Kdale. Cette énergie se caractérise par la
présence d’'une liaison hydrogéne entre 'atomeal&adu noyau pipérazine du composé RUF
et la fonction carboxyle du résidu Glu206 situésdém poche S2 de la DPP4 (d=2.638 A)
(voir figure N°31). Le composé RUF établit égaletn@es interactions hydrophobiques avec
les résidus Tyr547, 631, 662, 666, Val71l, Ser@3n710 et His740Il est important de

souligner que ces 3 derniers résidus constituenialde catalytique de la DPP4.
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(=1 Uzos

Figure N°31: Représentation des interactions RUF- DPP4.

A cette énergie d’interaction correspond une canstd’inhibition théorique (Ki) de
I'ordre de 101 nM. Quant a la valeur de Elcelle-ci est déterminée théoriquement a partir
de la courbe de régression linéaire représentéelddigure N°32. Par simple projection de la
valeur de I'énergie d’interaction obtenue plus habir cette droite, nous obtenons, par

correspondance, une valeur théorique de;§'tf& I'ordre de 6.4 nM.

0,5

y=0,896x-10,26

B

-10

-12 Y

Energie d'interaction en
.cal/Mol

LogIC50

Figure N°32: Régression linéaire entredg®t les valeurs du docking : le complexe 3GOC est
présenté en rouge.

59



Chapitre 5 : Résultats et discussions

2.4 Le complexe 3GOD

Avec de trés faibles valeurs de Is§2nM) et du Ki (2nM), le composé XIH présente
un meilleur effet inhibiteur que les composés LTR2 et RUH99]. Le docking du composé
XIH dans le site actif de la DPP4 donne I'une deslleuresénergies d’interaction obtenue
jusque la soit -10.80 Kcal/Mole. Le complexe forest stabilisé par deux liaisons hydrogéne.
La premiére est formée entre la fonction amine alyan pipéridine de l'inhibiteur XIH et la
fonction carboxyle du résidu Glu206 (XIH-NH......Qa51u206), séparées par une distance
de 2.037 A. La deuxiéme existe entre I'un des omggédu noyau xanthinet la fonction
amine du résidu Ser630, séparés par une distan2€8@ A (XIH=0....HN-Ser630). Enfin,
le noyau benzonitrile du composé XIH est stab#igéein de la poche S1 de la DPP4 par des
interactions hydrophobiques par les résidus Trp628r630, Tyr631, Val658, Tyr662,
Asn710 et Val711 (voir figure N°33).

Figure N°33: Interactions du composé XIH avec le site actifal®PP4.
2.5 Le complexe 3G0G

Le composé RUM est le dernier inhibiteur mis aunpaians la classe des xanthines
[99]. Comme pour le composé RUF (complexe 3GOC), léréitire ne donne aucun résultat
sur son mode d’action avec la DPP4, ni sur sa@g, i¥ encore sur sa constance d’inhibition
Ki. Grace a AutoDock, ces trois aspects ont étéerdéhés de la méme maniére que
précédemment.
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La modélisation de linteraction RUM-DPP4 simulér pdocking moléculaire avec
AutoDock nous a permis d’obtenir I'un des complees plus stables avec une énergie
d’interaction égale a -9.87 Kcal/Mole. Cette énengisulte de la mise en place d’une liaison
hydrogene entre la fonction amine du noyau pipgeidie RUM et la fonction carboxyle du
résidu Glu205 (d=2.886 A) d’une part et de nombestisteractions hydrophobiques avec les
résidus Tyr547, Ser630, Tyr631, Val656, Tyr662,6B4, Asn710 et Val711, d’'autre part
(voir figure N°34).

Figure N°34: Représentation des interactions entre le compodé &Ue site actif de la
DPP4.

Les valeurs théoriques de Igg€et du Ki correspondent respectivement a 2.72 nM et
57.94 nM. De tels résultats sont significatifs deomposé biologiquement tres actif pouvant
inhiber tres fortement la DPP4.

2.6 Le complexe 20NC

Le composé SY1 est I'un des premiers inhibiteursadePP4 de type xanthine mis au
point[104]. Comme le montre le tableau N°2, le composé SYcasactérise par la plus faible
activité biologique (IG = 13nM). Le programme AutoDock confirme parfaitemee
résultat en fournissant une énergie d’interactigalea -8.69 Kcal/Mole soit la valeur la plus

élevée de la classe des xanthines (voir figure N°35
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La visualisation des résultats du docking montre lgucomposé SY1 forme avec le site
actif de la DPP4 plusieurs interactions hydrophahes: les résidus Val656, Val711, Tyr631,
Tyr662, Tyr666, Glu205, Glu206 et Tyr647-f). Le complexe est stabilisé par une liaison
hydrogene entre I'oxygéne du ligand et la fonctonine du résidu Ser630, séparés par une
distance de 2.14 A (voir figure N°35).

Figure N°35: Représentation des interactions SY1-DPP4.

2.7 Le complexe 2RGU

Le composé 356 ou linagliptine, avec la plus faidkur de I'lGo (1nM), est considéré
comme le meilleur inhibiteur xanthinique de la DH®9]. Une bonne corrélation existe entre
cette valeur expérimentale et les résultats du idgckoléculaire qui donnent le meilleur
score d’énergie soit -11.13 Kcal/Mole. En effetcamplexe linagliptine-DPP4 est considéré
comme celui le plus stable obtenu dans ce travail.

En faisant appel au programme AutoDock Tools nousns pu visualiser les
interactions formés entre la linagliptine et lesitctif de la DPP4. Le complexe est stabilisé
par plusieurs interactions hydrophobiques avecrdsgdus Trp629a(n), His740, Ser630,
Val711, Tyr631, Val656, Tyr547, Tyr662 et Tyr666 ldepoche S1, et les résidus Glu205,
Glu206 et Phe357 de la poche S2 du site actif deR&4. Une seule liaison hydrogene
apparait entre I'un des oxygénes du noyau xantbina fonction amine du résidu Ser630
(356=0......HN-Ser630), séparés par une distandedsd A (voir figure N°36).
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Figure N°36: Représentation des interactions linagliptine-DPP4.
2.8 Conclusion

L’étude par docking moléculaire avec AutoDock nauspermis de vérifier et de
compléter les données expérimentales des inhibiteanthiniques de la DPP4 présents dans
la PDB. Parmi les sept molécules étudiées, le cam@6 (linagliptine), avec la plus basse
valeur de son 1§ (1 nM) et d’énergie d’interaction la plus faible (-11.1%d/Mole), se
présente comme linhibiteur xanthinique le plussgant de la DPP4 connu jusque la. Une
étudein silico plus approfondie de ces résultats pourrait coeduia conception théorique de
nouveaux inhibiteurs encore plus affins de la DPPA4.

3. proposition de nouveaux inhibiteurs de la DPP4

En faisant appel aux approches par criblage vigtiphr modification de la structure de
départ du ligand, nous avons pu améliorer I'adiinhibitrice de la linagliptine.

3.1 Criblage virtuel d’'une collection de similairesde la linagliptine

Afin d’améliorer l'activité inhibitrice de la lindgptine, nous avons utilisé, dans un
premier temps, la méthode du criblage virtuel d'gnélection de molécules chimiques. La
banque de donnée PubChénttp://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) nous propose li@Tlaires
de la linagliptine avec un taux de similarité allarsqu’a 90%. Par docking moléculaire avec
AutoDock de cette collection chimique, seuls, traisnilaires présentant une énergie
d’interaction inférieure a celle de la linagliptitd1.13 Kcal/Mole) ont été observés.

La structure et les résultats de la simulatiam AutoDock de ces similaires sont

représentés dans le tableau N°4.
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Tableau N°4: Structure et énergie d'interaction vis-a-vis laHaRdles meilleurs similaires de

la linagliptine.
N° de la )
i Numero Score
Structure molécule dans )
) d’accession (Kcal/Mole)
la collection

138 11364775 -11.31

Etant donné la marge d'erreur de 2 Kcal/MmlErée par le programme AutoDock
[81], les résultats du criblage virtuel réalisé s’amér@on satisfaisants car aucune
amélioration significative de I'énergie d'interamti n'a été observée. C’est la raison pour
laquelle nous avons fait recours a une deuxiemeoapp basée sur la modification de la

structure moléculaire du composé de départ.
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3.2 Modification structurale de la linagliptine
3.2.1 Topologie du site actif de la DPP4 en interan avec la linagliptine
La linagliptine présentée dans la figure N contient qu'un seul groupement
donneur de liaison hydrogene et deux groupemermespéeurs de liaisons hydrogene, ce qui
explique en partie la formation d’une seule liaisglrogene lors de son interaction avec le

site actif de la DPP 4 (voir page 63).

23
CHj 18
N 12
27
Q10 6 NH,
> 28 N2* 50 2 4
TOIO0 e
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3 N /[38 3 7N 17 2
3 29 Org N
3% M3 14

Figure N°37: Numérotation des atomes constituant la linaglgtia radical R1 est représenté
en bleu, R2 en rouge, R3 en vert et R4 en [bk8).

Afin de rationaliser au mieux le développement daveaux inhibiteurs de la DPP4,
une étude plus approfondie fut menée sur le modéedaction de la linagliptine avec le site
actif de la DPP4 (voir figure N°38). Cette étudaum@ permis de cibler les radicaux de la
linagliptine gu’il faut modifier dans le but de eréde nouvelles liaisons hydrogéne avec les
résidus Tyr547, Tyr662 (poche S1), Glu205 et Glugidche S2) bien que tres proches de

I'inhibiteur, n’ont établi aucune liaison jusque la

Au niveau de la poche S1 de la DPP4, I'hydroxylerésidu Tyr547 est séparé du
radical méthyle de I'inhibiteur par une distancedde A. Afin de réduire cette distance, nous
proposons de remplacer le groupement méthyle deilfiteur par un groupement accepteur
d’hydrogéne tel que C=0, NH2, -F....etc. (voir &l N°5).
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Concernant la poche S2, pour faciliter la formatd® liaisons hydrogene avec les

résidus Glu205, Glu206 et Tyr662, nous proposonsrajeuter une fonction amine

supplémentaire sur le radical R1 de la linagliptine

S1

52

His740 \val56
Tyr666

Ty631

C

Ser630—NH
Tp629 o)
45 N
Or )
P
=0
CHs CHs
. 47
Tyr547— OH

Figure N°38: Représentation de la topologie du site actif deR#4 en interaction avec la
linagliptine: la seule liaison hydrogene est reprdéé en ligne vert, les distances entre les

atomes susceptibles d’établir des liaisons hydreg&ont représentés en lignes pointillées.
3.2.2 Mono-substitution

Le changement de structure de la linagliptine ciasidans un premier temps, a
introduire de nouvelles substitutions sur les quaadicaux R1, R2, R3 et R4 liés au noyau
xanthine de la linagliptine (voir figure N°37). Bnte, le composé monosubstitué présentant
le meilleur score subira une bi, voire méme uneuhstitution afin d’améliorer davantage

son score d’énergie.

En se basant sur les observations décrites précadetsur le site actif, nous avons
réalisé différents substitutions de type amine, hoég, méthyle carbonyle...etc sur les
radicaux R1, R2, R3 et R4 de la structure de départa linagliptine. Les résultats de la
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simulation par AutoDock des ligands monosubstituésombre de dix-neuf sont représentés
dans le tableau N°5.

Tableau N°5: Structure et résultats des interactions de laglipgne modifiée sur les
radicaux R1, R2, R3 et R4.

Score Nombre de ICsgthéorique o
Ref R1 o Ki théorique (pM)
(Kcal/Mole) liaisons H (pM)

A2 -12.72 4 1.79 472.26

OCH;

A4 -12.77 4 1.58 436.74

CHs;

R2
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C2 CO-NH;" -12.73 4 1.75 464.28

C4 CH,CH,NH;" -12.74 4 1.7 442.58
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R4
D1 CH-C=C-CK; -11.65 4 20 2900
D2 CH-C=C-C=N -12.21 4 6.6 1130
D3 CH-C=C-CH=0 -12.04 4 10.3 1500
D4 CH-C=C-CH-CHO -11.93 2 13.6 1810

Tenant compte de la marge d’erreurs de 2 Kcal/NMakxé par AutoDock, il ressort de
ce tableau que seule, l'introduction d’une nouvédiection amine a entrainé une diminution
significative de I'énergie d’interaction. Dans lascdes composés Al et A3, elle passe de
-11.13 Kcal/mole a -14.37 et -14.12 Kcal/Mole retpement. Il faut également souligner
une baisse des valeurs de leurg K Ki qui étaient de 1 nM et 6.94 nM respectivetndans
la molécule de départ, témoignant ainsi d’une aoradiion de leur activité inhibitrice vis-a-vis
de la DPP4.

Pour ne prendre que lI'exemple du composé Al, Remalvisuelle montre que la
nouvelle fonction amine liée au C26 établit 2 lisis hydrogene dont I'une avec le carbonyle
de Glu206 et l'autre avec le carbonyle de Glu20&cales distances respectives de 1.97 A et
1.69 A (voir figure N°39). Le groupement amine gopar le carbone 21 du composé Al
établit, quant a lui, trois liaisons hydrogene alex atomes d’oxygene des résidus Tyr662
(d=2.19 A), Glu205 (d=2 A) et Glu206 (d=1.71 A) pestivement. Enfin, I'un des oxygénes
du noyau xanthine établit une sixieme liaison hgére avec la fonction alpha-aminée du
résidu Ser630 (d=2.03 A).
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Figure N°39:illustrations des interactions A1-DPPA4.
3.2.3 Poly-substitution
Dans un deuxieme temps, nous avons procedé a Uymupstitution de la linagliptine
en tenant compte les résultats de la monosubstitudbtenus précédemment. Nous avons

combiné le radical R1 du composé Al et le radicald® composé Bl et les différents

radicaux R3 utilisés dans les composés C1 a Cb taloieau N°6).

Tableau N°6: Structure et énergie d’interaction des ligandppses : poly-substitution.

ICso Ki
Score Nombre de ) )
Ref R2 R3 o théoriqgue  théorique
(Kcal/Mole) liaisons H
(PM) (PM)

CH3 Nﬁ
E1l \©/\Cl/>"‘ CH,NH;" -14.40 4 0.2 27.03
H3
CH3 N
@) :
E2 N CO-NH; -14.70 4 0.01 16.69
H3
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CH3 N S
E3 \©|/\Cl/>N CH,CO-NH;" -14.60 4 0.01 20.9
H3
CH3 N
Ol .
E4 N CH,CH,;NH; -15.13 5 0.003 8.13
H3
CH3 N
@)
E5 Y CH,PH; -14.75 4 0.009 15.44
H3

Les résultats du tableau N°6 montrent que les cedp&4 et E5, avec des énergies
d’interaction respectives égales a -15.13 Kcal/Mele-14.75 Kcal/Mole, constituent les
inhibiteurs les plus sélectifs et le plus puissatdsia DPP4. Le mode d’interaction de ces
composés avec la DPP4 a été étudié avec AutoDamk e prendre que I'exemple du
composé E4, I'analyse visuelle montre gu’il esnbiacé dans le site actif de la DPP4 (voir
figure N°40). Il établit, grace au radical -gEH,NH3" une liaison hydrogéne avec la fonction
hydroxyle du résidu Tyr547 (d=2.01 A) (voir figukg41). Trois autres ponts hydrogéne sont
obtenus entre les fonctions amines liées aux cahdh et 26 et les fonctions carboxyles des
résidus Glu205 et Glu 206 séparés par des distaespsctives de 1.94 A, 1.68 A et 1.84 A.
Une cinquieme liaison hydrogéne est formée entne tles oxygenes du noyau xanthine de
I'inhibiteur et la fonction amine du résidu Ser@8@ec une distance égale a 1.78 A.

- —

7 Baad

Figure N°40: lllustration du positionnement de I'inhibiteur B4ns le site actif de la DPP4.
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Figure N° 41: Mode d’interaction du composé E4 dans le sitd detia DPP4.

En utilisant la courbe de régressiondire tracée précédemment (voir figure N°19),
nous avons pu dégager la valeur théorique deod@composé E4 qui est de I'ordre de 0.003
pM. Sa constante d’inhibition Ki calculée théoriqment par le logiciel est de I'ordre de 8.13
pM soit la meilleure valeur obtenue jusque la. Els tésultats sont significatifs d'un composé

biologiquement tres actif pouvant inhiber tresdarent la DPP4.
4. Le filtrage ADME/tox

Il était indispensable de compléter notre traval papplication de la méthode de
« filtre ADME/tox » qui est basée sur la regle doBnulée par Christopher Lipinskl20].
Cette regle décrit un ensemble de critéres, au rmonde 5, permettant d’estimer la
biodisponibilité d’'un composé par voie orale a ipaté sa structure bidimensionnelle (2D).

Les cing critéres sont :

* Le poids moléculaire du composé ne doit pas épérgur a 500 daltons (Da).

» Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne deitirdérieur a 5.

* Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene datigférieur a 10.

* Le nombre de liaisons rotables inférieur a 15.

* Le logarithme décimal du coefficient de partage katbctanol, noté LogP, doit étre
compris entre -2 et 5. Cette valeur permet d’apgmdbr le caractére hydrophile ou

hydrophobe (lipophile) d’'une molécule. S'il est pibet tres élevé, cela exprime le
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fait que la molécule considérée est bien plus $eldans 'octanol que dans I'eau, ce

qui reflete son caractere lipophile, et inversement

Ces parametres ont été calculés en utilisant keseRPBS jussie{l21]. Les résultats
sont montrés dans le tableau N°7.

Tableau N°7: Propriétés moléculaires des inhibiteurs de laDp®posés.

E4 ES
PM
DH 3 2
AH
LF 5 6
Log P

PM = Poids Moléculaire, DH = Donneur d’'HydrogéneH(@t NH), AH = Accepteur
d’'Hydrogéne (O et N), LF = Liaison Flexible, LogReeefficient de partition Eau/octanol.

Selon Lipinski, tous les composés ne validant pasiains trois de ces conditions sont
susceptibles de poser des problemes d’absorptiomgia orale[71]. A I'exception de leurs
poids moléculaire un peu plus élevé, les compodést E5 répondent parfaitement aux autres
criteres de la regle de Lipinski. En se référamtipaierement a leur coefficient de partition
eau / octanol, parfaitement dans les normes, ilagip que ces inhibiteurs peuvent se
dissoudre trés facilement dans les phases aqudes&Esganisme et traverser les membranes
lipidiques pour parvenir jusqu’a leur lieu d’agtio
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Conclusion et perspectives

Notre travail de recherche avait pour but essemfi@tquérir des compétences en
simulation informatique, en particulier le dockimgoléculaire par AutoDock afin de
contribuer au développemantsilico de nouveaux inhibiteurs de la DPP4, cible enzyouoati

récente jouant un réle prometteur dans le traitérde diabete de type 2.

Au préalable, nous avons testé la performance dgr@mme AutoDock utilisé dans
cette étude, en déterminant le coefficient de tatich linéaire qui existe entre les valeurs
expérimentales de I'l§g des molécules étudiées et leur énergie d’intemacsimulée par
docking moléculaire. Un deuxieme test par calculRMSD (Root mean Square deviation)
nous a permis de juger la déviation de la géoméuidigand simulée par AutoDock avec
celle déterminée expérimentalement qu’on retrowaresda PDB. A ce titre, nous avons utilisé
les ligands de sept complexes de la PDB portantdees suivants : 213Z, 3G0B, 3GO0C,
3GO0D, 3G0G, 20NC et 2RGU. Enfin, un troisieme tesis a permis de vérifier visuellement
les résultats du RMSD. Avec un coefficient de datién égal a 0.86, des valeurs de RMSD
inférieures a 1A et une bonne superposition demtlg simulés et expérimentaux, ces tests
nous apportent la preuve que le programme Autol@stihautement performant et peut étre
utilisé en toute fiabilité pour simuler les intetians d’autres inhibiteurs comme les xanthines,

objet de notre présent travail.

Dans la perspective de développer de nouveauxiiabib plus affins et plus sélectifs
de la DPP4, nous nous sommes servis des sept caadidPP4-xanthine de la PDB cités
plus haut. La reconstruction de ces complexes AudaDock nous a permis de calculer leur
énergie d’interaction et de faire ressortir la djiigtine (composé 356), présente dans le
complexe 2RGU, comme meilleur inhibiteur de la DPBdn énergie d’interaction égale a
-11.13 Kcal/Mole correspond a la plus basse valeugroupe étudié.

Dans une troisieme partie, nous avons tenté delajgyer de nouveaux inhibiteurs en
prenant comme structure de départ la linagliptinectivité inhibitrice de cette derniére a pu
étre améliorée grace a deux approches tres usliséms le domaine de la conception
rationnelle des médicaments : le criblage virtuehd collection de similaires chimiques et la

modification structurale par polysubstitution.

Le criblage virtuel n'a donné aucun résultat prdpanontrairement a la
polysubstitution. En effet, le composé E4 résultinta polysubstitution de la linagliptine par

I'introduction d’'un groupement méthyle sur le radi®R2 (carbone 34) et d'un groupement
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amine sur le radical R1 (carbone 26) ainsi questeplacement du groupement méthyle en
position 14 par un groupement éthylamine -CH,NH3" présente une nette amélioration de
son énergie d'interaction qui passe de -11.13 KtaE a -15.13 Kcal/Mole. La valeur

théorique de son Kg diminue également de 1 nM a 0.003 pM.

Enfin, I'application de la regle de 5 de Lipinskius renseigne de maniere positive sur
les propriétés ADME du composé E4 qui se présenmtane I'inhibiteur le plus actif vis-a-vis
la DPPA4.

Comme perspectives d’avenir, des testsitro et/ouin vivo de I'activité biologique
de l'inhibiteur E4 sont recommandés pour compléésr résultats théoriques et veérifier

I'efficacité de I'approchén silico.
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Annexe 2 : Formatgpf.
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Annexe 3 : Formatdpf.
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numgrid points in xyz

grid data file

spaci ng( A)

receptor atom types

Iigand at om types
macr onol ecul e

Xyz-coordi nates or auto
store mnimum energy win rad(A)
atom specific affinity map
atom specific affinity map
atom specific affinity map
atomspecific affinity map
atomspecific affinity map

el ectrostatic potential map
desol vation potential nap

<0, AD4 distance-dep. diel; >0,

used by autodock to validate

di agnostic output |evel
calculate internal electrostatics
seeds for random generat or
atoms types in ligand
grid_data_file

atom specific affinity map
atomspecific affinity map
atomspecific affinity map
atomspecific affinity map

atom specific affinity map

el ectrostatics map

desol vation map

smal | nol ecul e

smal | nol ecul e center

initial coordinates/A or random
initial orientation

initial dihedrals (relative) or

transl ation step/A

quat er ni on st ep/ deg

torsi on step/deg

torsi onal degrees of freedom
cluster _tolerancel/ A

external grid energy

max initial energy; nmax nunber of

nunber of individuals in population

maxi mum nunber of energy eval uations
maxi mum nunber of generations

nunber of top individuals to survive

rate of gene nutation
rate of crossover

Al pha paraneter of Cauchy

Bet a paraneter Cauchy distribution



set _ga

LGA

sw nmax_its 300
search

sSw_max_succ 4
changi ng rho

sw nmax_fail 4

rho

swrho 1.0

swlb rho 0.01

I s_search freq 0.06
search on individua
set _pswl
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unbound_nodel bound
ga_run 10
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set the above paraneters for GA or
iterations of Solis & Wets | oca
consecutive successes before
consecutive failures before changing
size of local search space to sanple
| ower bound on rho

probability of performing |oca

set the above pseudo-Solis & Wets
state of unbound I|igand

do this many hybrid GA-LS runs
perform a ranked cluster analysis
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Résumé

Résumé

Le diabete de type 2 est une maladie trés répatiaoe le monde dont le nombre de
personnes atteintes est en progression constegtte. iGaladie demeure un probleme de santé

publigue mondial engendrant, chaque année, prgaatee millions de déces dans le monde.

Dans notre travail, nous nous sommes focalisétesmaitement du diabete de type 2
basé sur l'inhibition de la dipeptidyl-peptidase(@PP4). Cet enzyme sert a dégrader les
hormones incrétines qui aident I'organisme a noisaala glycémie en cas d’hyperglycémie.
Dans ce travail, le programme AutoDock a été @ipsur développen silico de nouveaux

inhibiteurs potentiellement plus affins et pluseséfs de la DPP4.

Par polysubstitution de l'inhibiteur 356, appel@aljliptine, en complexe avec la
DPP4 sous le code PDB 2RGU, I'énergie d’interactad pu étre améliorée de -11.13
Kcal/Mole a -15.13 Kcal/Mole par l'introduction diugroupement amine sur le carbone 26,
d’'un groupement méthyle sur le carbone 34 et leptacement du méthyle 14 par le
groupement éthylamine  GBH,NH3". Enfin, I'application de la régle de Lipinski nous
renseigne de maniere positive sur les proprietédMBDdu composé E4 issu de la
polysubstitution qui se présente comme un inhibiteéorique plus affin et plus sélectif de la
DPP4.

L’approche in silico par AutoDock s’avére donc une méthode fiable potiva
contribuer de maniere efficace au développemenhale/eaux inhibiteurs d'une enzyme

donnée.

Mots clés: AutoDock, Dipeptidyl-peptidase 4, Docking mol&ite, Inhibiteur, Energie

d’interaction.



Abstract

Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a severe andeasingly prevalent disease that is
considered as a major global public health. It edges about four millions death in the

world.

In our research, we focus on type 2 diabetes teranbased on inhibition of
Dipeptidyl-peptidase 4 (DPP4). This enzyme cleatles incritin hormones which help
organism to regulate glycemia only in the case ygfeinglycemiaThe molecular modeling

program: AutoDock, is used to develiopsilico new potent DPP4 inhibitors.

By poly-substitution of the inhibitor 356 in comglavith DPP4 (PDB accession code:
2RGU), the binding energy was increased from -1KciBMol to -15.13 Kcal/Mol, by the
introduction of NH on carbon 26, methyl on carbon 34 and finally,rdgdacement of methyl
14 by CHCH,NHs". The application of Lipinski rule informs us inpmsitive way about
ADME/Tox properties of this compound that is coesetl as a potent DPP4 inhibitor.

Key words: AutoDock, Binding energy, Dipeptidyl-peptidase 4,olcular docking,
inhibitor.
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