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Introduction générale

La maladie d'Alzheimer (MA) est la forme la plus courante de trouble neurodégenératif
accompagneé de démence, représentant environ 70 % de tous les cas. Ce nombre devrait doubler,
ce qui entrainera un fardeau socio-économique important malgré des recherches intensives, les
mécanismes exacts qui déclenchent la maladie d’Alzheimer ne sont toujours pas connus et il

n’existe actuellement aucun traitement contre cette maladie. (Lauretti et al., 2020).

Elle représente un enjeu de santé publique touchant environ 47 millions de personnes dans
le monde (Wolters et al., 2020).

Selon les approches traditionnelles, la mise sur le marché d’un nouveau médicament est un
processus extrémement complexe et risqué exigeant beaucoup de temps et de ressources
financieres. Ces dernieres années, de nombreuses voies de signalisation associées a la
neuropathologie de la MA ont été explorées comme cibles potentielles pour le traitement de cette
maladie, notamment la glycogene synthase kinase-3p (GSK3-B). Il s’agit d’une enzyme
ubiquitaire, qui est hyperactive chez les patients atteints de la MA (Simone et al., 2020). Ainsi,
cette enzyme est a 1’origine de I’hyper phosphorylation de la protéine tau, qui sous sa forme
phosphorylée, s’accumule au niveau cytoplasmique dans les neurones et provoque la perte de
I'intégrité neuronale (Lauretti et al., 2020). Par conséquent, I’inhibition de cette enzyme réduit
I'nyper-phosphorylation de la protéine tau et limite les troubles neurologiques rencontrés lors de
la MA (Llorens-MarA-tin et al., 2014).

Par conséquent, des tentatives ont été faites pour mener des recherches et réaliser de
nouveaux progrés sur de nouveaux analogues capables d'inhiber la protéine GSK-3 B, qui sont

actuellement en cours d'essais cliniques.

La raison pour laquelle, notre objectif était de contribuer a la mise en évidence de nouveaux

inhibiteurs naturels de la GSK-3f en utilisant une approche in silico, le docking moléculaire.

Pour comprendre le mécanisme d'action des inhibiteurs vis-a-vis de I’enzyme. D’autre part,
le docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées ou synthétisees, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre,

moins cher et plus rapide que l'utilisation d'une des méthodes expérimentales.



Introduction générale

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

davantage en vérifiant leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques.
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Chapitre 01 La maladie d’Alzheimer et la cible enzymatique

|. La maladie d’Alzheimer

I.1. Définition
La maladie d'Alzheimer (MA) est une affection neurodégénérative qui touche
principalement la mémoire en nuisant aux cellules cérébrales, mais aussi d'autres fonctions

cognitives telles que le langage, le raisonnement et I'apprentissage.

En général, cette maladie conduit a une diminution de I'indépendance. Le processus de
vieillissement normal n'inclut pas la maladie d'Alzheimer et elle est irréversible. A I'heure

actuelle, aucun traitement n'est disponible pour la traiter. (Thies et Bleiler, 2013).

UN CERVEAU SAIN I.IN CERVEAU A UN STADE
AVANCE DE LA MALADIE
D’ALZHEIMER

P>

Dans un cerveau atteint
’ d’Alzheimer :
_ Le cortex se recroqueville
et endommage les régions

associées a la pensée, a la
' " - planification et a la mémoire.

Le rétrécissement est
particuliérement marqué dans
"hippocampe, une région du
cortex qui joue un role
essentiel dans la formaion

de nouveaux souvenirs.

Les ventricules (des espaces
remplis de fluide a Iintérieur
du cerveau) grossissent.

Figure 1. Différence entre un cerveau sain et un cerveau d’une personne atteinte de la
maladie d’Alzheimer (Bigot-Corbel et Carrer, 2017).

La maladie est le résultat d'une dégradation lente des neurones. L'hippocampe est le

premier a étre touché, puis la maladie s'étend progressivement a I'ensemble du cerveau.

L’accumulation des peptides amyloides pathologiques, en particulier béta 42 (Ap42) est
responsable de cette dégénérescence. Ce peptide, qui est naturellement présent dans le cerveau,
s'accumule de maniére anormale et forme des plaques (connues sous le nom de plaques
amyloides ou plaques « séniles »). Chez les patients atteints, cette accumulation est nocive pour

les cellules nerveuses (Tublin et al., 2019).
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I.2. Les facteurs de risque
Les principaux facteurs de risques connus sont les suivants :

1.2.1. L’age et sexe
* Le risque de démence est principalement li¢ a l'dge, mais la démence n'est pas une

consequence inévitable du vieillissement.

* De plus, la démence ne se limite pas aux personnes agées : la démence d'apparition précoce
(la manifestation des symptomes avant I'age de 65 ans) représente jusqu'a 9 % des cas.
(Riedel et al., 2016). En raison que les femmes vivent plus que les hommes (Heidaribeni et
al., 2018).

1.2.2. La génétique
De nombreux génes pourraient étre associés a une plus grande sensibilité & la maladie
(génes du métabolisme du peptide amyloide, génes impliqués dans l'inflammation, genes jouant

un role dans la communication neurologique...).

En revanche, il semblerait que certains genes préservent contre la maladie. (Silva et al.,
2019).

1.2.3. Les facteurs environnementaux
Ils sont encore mal connus, mais font 1’objet de nombreuses recherches. Ils sont

particulierement intéressants en matiére de prévention car ils sont modifiables.
En absence de traitement a ce jour, la connaissance de ces facteurs modifiables permet.
D’adopter des comportements préventifs reconnus comme efficaces pour retarder

I’apparition de la maladie (Norton et al., 2014).

1.3. Les lésions responsables de la maladie
A ce jour les causes de la maladie d’Alzheimer restent encore mal connues.

En revanche, il est établi qu’avant méme ’apparition des premiers symptomes, les neurones
sont affectés par deux types de Iésions : les plaques amyloides que I’on retrouve a entre les

neurones et la dégénérescence neurofibrillaire que 1’on retrouve a I’intérieur des neurones.

Ces deux lésions correspondent a des amas de protéines qui se forment lors du processus

normal du vieillissement.
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Cependant, dans la maladie de type Alzheimer, ces protéines s’accumulent en beaucoup

plus grande quantité.

1.3.1. Les plaques amyloides
La formation des plaques amyloides, également appelées plaques séniles, résulte de
l'accumulation anormale d'une protéine appelée (B-amyloides). Les cellules nerveuses dans la
substance grise du cortex cérébral se retrouvent entre ces plaques, ce qui entraine un

dysfonctionnement des connexions entre les neurones. (Semah et al., 2016).

Atteint d’Alzheimer
~ Plaques 7 %71
- nheuritiques ™y,

g

Figure 2. Comparaison d’un neurone sain et malade (Lagautriére,
2009).

1.3.2. Les dégénérescences neurofibrillaires
La dégénérescence neurofibrillaire est une accumulation de filaments anormale a I'intérieur

du neurone, une protéine est dénommée tau la protéine qui est responsable de ce
dysfonctionnement. progressivement, la dégénérescence neurofibrillaire provoque une

désorganisation cellulaire, conduisant a la mort neuronale.

La dégénérescence des neurones se produit principalement dans I'hippocampe, une des
régions clés de la meémoire, et dans le cortex associatif qui lie entre elles diverses fonctions. La
perte de neurones entrainera une atrophie de certaines parties du cerveau, c'est-a-dire une

réduction du volume du cerveau.
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La maladie entraine une diminution des neurones et des synapses, ce qui entraine une
atrophie cérébrale, une dilatation du systéme ventriculaire, une augmentation des espaces

périvasculaires et une expansion des cavités corticales. (Krolak-Salmon, 2020).

1.4 Le traitement

Il n’existe, a I’heure actuelle, aucun traitement capable de guérir la maladie d’ Alzheimer ou
de ralentir son évolution dans le cerveau. Néanmoins, quatre médicaments sont actuellement mis
sur le marché : Donépézil (Aricept), Rivastigmine (Exelon), Galantamine (Reminyl)et

Mémantine (Ebixa).

Ces traitements ont pour but de traiter les symptémes cognitifs de la personne malade. Ils
n’empéchent cependant pas la propagation de la maladie dans le cerveau mais restent efficaces

d’un point de vue purement clinique. (Howard et al., 2015).
Comment fonctionnent ces traitements ?

Le Donépézil (Aricept), la Rivastigmine (Exelon) et la Galantamine (Reminyl) sont des
inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase. L’acétylcholinestérase est ’enzyme qui dégrade le
neurotransmetteur acétylcholine. Or, ce neurotransmetteur est tres important pour le bon
fonctionnement des neurones. En effet, la maladie d’Alzheimer engendre une perte continue

d’acétylcholine, « comme du sable qui s’écoulerait d’un sablier ».

Ainsi, ces traitements, inhibiteurs de I’acétylcholinestérase, empéchent la dégradation du
neurotransmetteur. Ils permettent d’augmenter sa quantité au niveau du point de jonction entre

deux neurones : la synapse.

Autrement dit, avec ces médicaments pris au plus tot dans la maladie, on remet de
I’acétylcholine en permanence pour venir combler le déficit. Malheureusement, ce dernier ne
cesse de s’accroitre et a moment donné, les médicaments ne suffisent plus. La maladie

d’Alzheimer continue sa progression.

La Mémantine (Ebixa) agit, quant a elle, de facon similaire sur le Glutamate. La
Mémantine bloque les récepteurs NMDA. Elle protége ces récepteurs contre 1’excitotoxicité qui
se manifeste dans la maladie d’Alzheimer. L’excitotoxicité est le processus pathologique de
neurotoxicité et de destruction du neurone par hyperactivation du neurotransmetteur Glutamate

qui excite le récepteur NMDA. Tout au long du traitement, ces médicaments ont une réelle
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efficacité¢ sur la mémoire, méme si I’étendue de cette efficacité varie largement d’un patient a

[’autre.

Un effet avéré de ces quatre médicaments a été scientifiquement démontré sur la cognition

a court terme (Howard et al., 2015).

Il. La glycogéne synthase kinase-3 (GSK-3)
I1.1. Introduction

La glycogéne synthase kinase-3 (GSK-3) est une protéine sérine/thréonine kinase
hautement conservée qui a été isolée pour la premiere fois du muscle squelettique en 1980
comme l'une des cing enzymes capables de phosphoryler la glycogéne synthase, et connu pour sa
nomenclature EC 2.7.1.37 (Aoki et al. 2004). Chez les mammiféres, GSK-3 est codée par deux

génes étroitement liés codant respectivement pour GSK-3a et GSK-3f (Lauretti et al., 2020).

Dans le systeme nerveux central (SNC), GSK-3p régule de nombreux processus cellulaires
importants, agissant comme un interrupteur principal contrélant de nombreuses voies de
signalisation, Le déreglement de cette kinase se traduit par le développement du cancer, du

diabete et bien évidemment de la maladie d'Alzheimer (Lauretti et al., 2020).

Ainsi, compte tenu de son importance dans les processus physiopathologiques, la GSK-3f3

est largement considérée comme une cible thérapeutique intéressante.

11.2. La structure de la GSK3

Chez les mammiféres, GSK-3 est codée par deux genes appelés GSK-3a et GSK-3p codant
pour les protéines GSK-3a (483 aa chez 1'homme) et GSK-3p (433 aa) avec des masses
moléculaires apparentes de 51 et 47 kDa, respectivement. Les deux isoformes sont presque
identiques (98 %) au sein de leur poche de liaison & I'ATP mais différent au niveau de leurs
domaines N- et C-terminaux (Medina et Wandosell, 2011).

La structure tridimensionnelle de GSK-3B, sa forme générale est partagée par toutes les
kinases, avec un petit lobe N-terminal constitué principalement de feuillets B et un grand lobe C-
terminal essentiellement formé d'hélices a, le site de fixation de I’ATP lie une molécule d'ADP
aux résidus situés dans la zone de séparation entre les deux domaines principaux a et f (Medina

et Wandosell, 2011).



Chapitre 01 La maladie d’Alzheimer et la cible enzymatique

Figure 3. La structure globale de GSK3p (Yong Lu et al., 2011).

11.3. Role physiologique de la GSK3 B

La GSK (glycogen synthase kinase) -3 initialement découverte pour son r6le majeur dans
la signalisation intracellulaire induite par l'insuline, dans le métabolisme du glycogene, ou elle
phosphoryle la glycogene-synthase (Grimes et Jope, 2001).

GSK-3 est une protéine centrale dans plusieurs maladies et désordres neurologiques
comme la maladie d'Alzheimer ou la maladie de parkinson. Plusieurs études ont pu confirmer le
role de GSK-3 dans ces maladies et ainsi ouvrir la porte a de futurs traitements. (Llorens-Martin
etal., 2014).

GSK-3 a aussi un role important jouer dans les désordres neurologiques. En effet, la
perturbation de la voie de signalisation AktGSK-3 a été associée a plusieurs pathologies telles
que la dépression et les troubles bipolaires (Gould et al., 2005 ; Kitagishi et al., 2012).

De plus, certaines forment de polymorphismes de GSK-3, de méme que le
dysfonctionnement de la voie Akt-GSK-3, ont été reliées a la dépression (Karege et al., 2007 ;
Inkster et al., 2009).
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I1.4. Implication de la GSK3p dans la maladie d’Alzheimer

Au cours des dernieres années, de nombreuses voies de signalisation associées a la
neuropathologie de la MA ont été explorées, notamment celles de la GSK3-p (Lauretti et al.,

2020) devient un acteur clé de la physiopathologie de cette maladie.

L'activation de GSK3-B contribue a la neurodégénérescence en favorisant directement
I'nyperphosphorylation de tau. La protéine tau hyperphosphorylée se dissocie des microtubules,
entrainant une altération du transport axonal, la formation de NFT et un dysfonctionnement
neuronal et synaptique. GSK3- favorise la production et I'accumulation d'amyloide, conduisant a
I'apoptose et des lésions neuronales dans la maladie d'Alzheimer et présente également des
fonctions pro-inflammatoires. Elle régule la réponse biologique des microglies, cellules
immunitaires primaires du systéme nerveux central, favorise la production de molécules
inflammatoires, et enfin, GSK3-B est également impliquée dans la plasticité synaptique et la

mémoire.

L'hyperactivité de cette kinase a été associée a l'inhibition de la potentialisation a long
terme de I'nippocampe, un mécanisme essentiel a la formation de la mémoire et connu pour étre
affecté dans la MA.
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I. Introduction

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. La connaissance de la structure des complexes permet aux chercheurs de
mieux comprendre le mode de fonctionnement mis en jeux lors d’une interaction entre protéine-
ligand, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur I'affinité entre

deux molécules.

De méme, la découverte des nouveaux ligands activant ou inhibant I'activité biologique

d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective.

Les progrés en matiere de cristallographie et I’introduction de structures obtenues par RMN
a conduit & la création d’une ressource basée sur les technologies modernes qui faciliterait 1’usage
et ’analyse de données structurales. Dans, le domaine de la biologie, la « Protein Data Bank »

(PDB) est la base de données par excellence. (Stahl et Rarey, 2001)

Cependant, les outils informatiques ont pris place pour traiter le flot de données produites et
optimiser ses avancées. L’amarrage moléculaire (plus souvent connu sous le terme anglosaxon
"Docking") est I’une des méthodes in silico les plus récentes. La problématique du « Docking », a
été de prédire et reproduire des complexes protéine-ligand par étude 1’ensemble des mécanismes

et interactions intervenant lors de la formation de complexes moléculaires.

I1. Le Docking moléculaire

Le docking moléculaire est le nom des simulations moléculaires dans lesquelles différentes
approches sont combinées pour étudier les modes d’interactions pharmacologiques entre deux
molécules un récepteur macromoléculaire (une protéine cible) et une petite molécule ligand
(Soudani et al., 2022) ; en ce sens, il s’agit d’une méthode courante dans la recherche en chimie
médicinale. Il est devenu essentiel de développer divers protocoles pour la conception rationnelle
de médicaments, y compris le criblage phénotypique structurel pour identifier de nouveaux
candidats et comprendre les motifs chimiques les plus importants dirigeant les interactions

ligand-protéine dans des cibles biologiques pertinentes (Ramirez et Caballero, 2018).

Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation définie par la

position et I’orientation relative la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Au niveau
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du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du ligand avec
I’architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe peuvent étre de
nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes, présentées par des
liaisons non covalentes ; essentiellement de nature hydrogénes, van der waals, et liaisons

électrostatiques (Ramirez et Caballero, 2018).

I11. Principe de docking moléculaire

Le docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site
actif d’une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D) (Boucherit et al., 2013) ; les
méthodes du docking moléculaire combinent 1’utilisation de deux algorithmes en deux étapes

successives (Figure 04).

La premiére étape est celle du docking proprement dit. Elle est considérée comme une
étape de sélection dans laquelle un algorithme de recherche est utilisé permettant de générer des

modes de liaison (ou « poses ») du ligand au sein du site actif du récepteur.

La deuxieme étape est dite du « scoring ». C’est une étape de classement pendant laquelle
une fonction de score est employée pour classer les différentes poses selon un score prédit

d’affinité. Ce score permettra de ne retenir que la meilleure pose parmi toutes celles proposées

(Boucherit, 2012 ; Lagarde, 2014).

Molecular docking

Complex

i “ Favorate
iganc
v v complex

Docking Scoring

Receptor U —1 a [—11 “
Ted

Figure 4. Principe général d’un programme de docking (Li et al., 2019).
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V. Types de Docking
L'étude d'amarrage peut étre de trois types, a savoir lI'amarrage rigide, I'amarrage rigide
flexible et I'amarrage flexible ; basé sur la flexibilité des molécules, du récepteur et du ligand en

interaction.

IV.1. Le docking rigide
Docking rigide le premier logiciel de docking utilisés considere le ligand et le site de

liaison du récepteur comme deux entités rigides. Ce type, basé sur le concept « Clé-serrure ».

Le resultat est moins précis et peu fiable et est donc moins frequemment utilisé dans les

études d'amarrage actuelles. (M. Mohanty et P. Mohanty, 2023).

IV.2. Le docking semi-flexible

Dans le docking semi-flexible, le ligand est flexible et la protéine est rigide, habituellement,
la forme du récepteur reste fixe et la conformation du ligand varie. Cette méthode donne des
résultats plus precis et plus fiables que la méthode d'amarrage rigide et est donc fréquemment

utilisée.

IV.3. Le docking flexible

Il s'agit d'une méthode d'amarrage entierement flexible, dans laquelle le ligand et le
récepteur sont considérés comme des corps flexibles, c'est-a-dire qu'une énumération des
rotations des molécules (récepteur et ligand) est effectuée pour rechercher une conformation et
une orientation optimisées des molécules intéragir ensemble. La forme de la molécule peut varier

en modifiant les angles de torsion et les liaisons rotatives.

Cette methode permet de prédire la conformation ancrée avec une grande précision qui
ressemble tres probablement aux résultats expérimentaux, mais peut nécessiter des calculs et du

temps de calcul importants.
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Docking moléculaire

Au cours de notre étude, nous avons évalues par docking moléculaire I'affinité des 74
molécules vis a vis du site actif de la glycogene synthase kinase-3 (PDB : 1Q5K) a l'aide du
programme AutoDock Vina. Les propriétés pharmacocinétiques et physico-chimiques de ces 74
inhibiteurs ont ensuite été analysées par les serveurs, SuisseADME et ADMETIab,

respectivement.

I. Matériel
1.1. Micro-ordinateurs

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé un micro-ordinateur :

» PC ACER DESKTOP-67NKGA3 doté d’un processeur Intel(R) Core (TM) i3-3217U
CPU @ 1.80GHz 1.80 GHz et une mémoire RAM de 8.00 GO

1.2. Les bases de données
a. La base de données PDB

La banque de données Protein Data Bank (PDB) est une collection mondiale de données sur
la structure tridimensionnelle (ou structure 3D) de macromolécules biologiques : les protéines,
I'ADN, I'ARN, etc.., qui revétent un intérét pharmaceutique. Ces données expérimentales sont
déposées dans la PDB par des biologistes et des biochimistes du monde entier et appartiennent au

domaine public.

En 2024, la PDB contient un total de 218500 structures, chaque macromolécule est
répertoriée dans la PDB par un nom de code arbitraire et est accessible via une interface
graphique simple et performante. Ces codes sont composés d'un chiffre suivi de trois caractéres
alphanumériques. Par exemple : le code 1Q5K correspond aux structures de la glycogene
synthase kinase 3 (GSK3).
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RCSB PDB  Deposit v+ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam v About v Documentation v Careers COVID-19 MyPDB ~ Contact us

B 218,500 Structures from the PDB

) P@ ~ 3D Structures @ IE’}[(" search term(s), Entry ID(s), or sequence Include CSM @ .
PROTEIN DATA BANK a 1,068,577 Computed Structure
Models (CSM)

Advanced Search | Browse Annotations Help

IERCE 2PDEB 2nnukson ;QNAKB ’3:&“:,5’32 @ PDB-Dev m
% & Access ed Structure Models (CSMs) of available model org Leam more
FET @ s campu s =3

RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in April Molecule of the Month
science and education by providing access and tools for exploration,

visualization, and analysis of

Ip Deposit Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data
Bank (PDB) archive

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

L4l Visualize These data can be explored in context of external annotations providing

a structural view of biology.

i Analyze

‘i"
iPDB Q (el
& Download Explore

N
* ss PDB-101
et @ sss  Training
pdb101.resb.org! g-event Features i E % Resources

NEW

Figure 5. Interface de la banque de données PDB.

b. PubChem

Pubchem est une base de données créée par le National Center for Biotechnology
Information (NCBI) qui contient des informations sur les structures chimiques, identifiants,
propriétés physiques et chimiques, activités biologiques, tests biologiques, brevets, toxicité, etc.,
de petites molécules composées tels que les médicaments, nucléotides, peptides, mais aussi de

macromolécules.

PUb©hem About  Docs  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Ty covid-19  aspiin  EGFR  C9H8O4 57-27-2  CI1=CC=C{C=CI)C=0  InChi=1S/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

O use Entrez

2 L E=

D

Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Figure 6. Interface de Pubchem.
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1.3. Logiciels utilisés
a. Suisse ADME

SwissADME donne acces gratuitement & un certain nombre de paramétres et de modeles
prédictifs afin de calculer la physicochimie et d'estimer la pharmacocinétique, la pharmaco

semblance et la chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules.

| Fiease. take awr —uriey to Bnd out how you Use Cur toois and how we could ITErowe therm. It only tokes S min

Enter a list of SMILES here-

[k "% O3 ¢ (L1 £ -

Tl wath an examples | [(Cle=r Run |

Figure 7. Interface de SuisseADME.
b. ADMETIab 2.0

ADMETIab 2.0 est une plateforme accéssible en ligne qui fournit une interface Web
conviviale et disponible gratuitement pour une évaluation ADMET systématique des composés
chimiques, elle est basée sur une base de données comprenant 288967 entrées. Quatre modules de
fonction permettent aux utilisateurs d'effectuer une analyse de druglikness, 31 prédiction des
points finaux ADMET, évaluation systématique et recherche de similarité, ce qui donne une
compréhension globale d'un lot de composés et peut réaliser le processus de criblage rapide.
(Dong et al., 2018).
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i® ADMENab 2.0 # Home @ Services EResources B Explanation |8 Publications B Contact

ADMETIab 2.0

Metabohsm Undesirable pharmacokinetics and toxicity of candidate
compounds are the main reasons for the failure of drug
development, and it has been widely recognized that absorption,

Distribution . ' Excretion distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADMET) of
ee

chemicals should be evaluated as early as possible. ADMETlab 2.0

SRE) HE
g '?'.j is an enhanced version of the widely used ADMETIab for

O ® e systematical evaluation of ADMET properties, as well as some

G% (WD) % physicochemical properties and medicinal chemistry friendliness.

with significant updates to functional modules, predictive models,
explanations, and the user interface, ADMETIab 2.0 has greater
capacity to assist medicinal chemists in accelerating the drug
research and development process.

Absorption Drugs Toxlcity

Physicochemical Medl:lnal

e e L

Figure 8. Interface de ADMETIab 2.0.

c. PkCSM

PkCSM est un outil en ligne rapide pour prédire les propriétés ADMET essentielles au

développement de médicaments a l'aide de signatures graphiques

( http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm ). (Pires et al.,2015).

Step 1: Please provide a set of molecules (SMILES format)

Bsconption

Tovien i o,

MOSA
’ Uplozd your SMILES file: OR Provide 2 SMILES string:

Choisir un fichier | Aucun fichier 'a été sd

Example:
Fllen are expected to have headers. RS T

dentitying tns conmns [EETTTE)

Disclaimer

A Step 2: Please choose the prediction mode

Bsconption

Prediction of pharmacokinetic properties

Absorption | Distrbution

ST THE UNIVERSITY OF | UNIVERSITY OF
. MELEGURNE CAMBRIDGE e i o o 1200128 s e

Instituto
René Rachou
FIOCRUZ MINAS

Figure 9. Interface de pkCSM. 16
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d. ChemFaces

ChemFaces est une entreprise de recherche et développement de produits naturels de haute
qualité, engagée a fournir une variété de produits naturels aux institutions et entreprises de
recherche scientifigue du monde entier pour les normes de référence, la recherche

pharmacologique et les inhibiteurs.

Les composés naturels ont une bonne activité biologique, les scientifiques et les chercheurs
scientifiques qui utilisent les produits ChemFaces ont constaté que la plupart des produits ont une

tres bonne valeur de recherche et ont obtenu de tres bons résultats de recherche scientifique.

ChemFaces met a jour son inventaire de produits chaque mois, principalement avec de

nouveaux ajouts et de nouveaux lots. Parce que nos produits sont uniques depuis longtemps.

Site officiel de ChemFaces (www.chemfaces.com).

I.4. Les programmes utilisés

Dans notre travail, nous avons utilisé les logiciels suivants :

a. BIOVIA Discovery Studio

Discovery Studio Visualiser (DS) est un logiciel de visualisation gratuit permettant de
simuler des systemes de petites molécules et de macromolécules et I'analyse des données de
maniere crédible. 1l couvre les domaines suivants: stimulations, conception de ligands,

modélisation de pharmacophore, conception basée sur la structure, QSAR et ADMET.

Dans notre travail, nous l'utiliserons pour prédire la conformation la plus favorable d'un
ligand au site actif du récepteur dans le but de I'inhiber, et déterminer les interactions entre le

ligand et le récepteur.

b. AutoDock Vina

AutoDock Vina est un programme open source, utilisé pour 1’amarrage moléculaire et la

prédiction considérablement précise du mode de liaison de ligands au site actif de la protéine.

c. AutoDock Tools

AutoDock Tools ou ADT version 1.5.6, est linterface graphique pour AutoDock,

développée par le méme laboratoire qui développe AutoDock (le laboratoire de graphisme
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moléculaire de I'institut de recherche scripps aux états- unis). Il sert a préparer et a visualiser les

molécules étudiées, ainsi qu’exécuter et analyser les résultats de docking AutoDock.

d. Pymol

Pymol est un logiciel libre de visualisation de structures chimiques en 3D de haute qualité
de petites molécules et de macromolécules biologiques telles que des protéines créées par Warren
DelLano. (Dafydd, 2021).

1. Méthode

11.1. Préparation du récepteur

La protéine cible étudiée dans ce travail est la glycogene synthase kinase-3beta (GSK-3p),
dont la structure tridimensionnelle a été obtenue a partir de la base données PDB. Parmi les
structures proposees par la PDB, nous avons choisis la structure avec un identifiant 1Q5K, Cette
derniére a eté déterminée expérimentalement par cristallographie aux rayons X dont la résolution
est 1,94 A,

Figure 10. Structure 3D de GSK3 f téléchargée a partir de PDB (ID :1Q5K).
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Pour I’étude des interactions entre la GSK3fB et ses inhibiteurs a I’aide de docking
moléculaire, le logiciel ADT a été utilisé pour préparer les fichiers nécessaires a AutoDock Vina,

en effectuant les procédures suivantes :

v' Elimination des molécules d’eaux et des cofacteurs.

v L’ajout des hydrogénes aux groupements polaires.

v" L’ajout de charges de Kollman et Iattribution des atomes a I’AD4.
v’ Conversion de la protéine du format PDB en format PDBQT.

Figure 11. Structure 3D de GSK3 apres la modification.

Tableau 1. Caractéristiques de la glycogéne synthase kinase-3beta.

Code PDB | Résolution | Classification | Nombre des | Nombre des | Organisme
A chaines AA
1Q5K 1,94 EC:2.7.1.37 2 chaines 414 Homo
AetB sapiens

11.2. Préparation des ligands

Les inhibiteurs spécifiques de I'enzyme GSK 3B étudiés dans ce présent travail, ont été

téléchargés a partir de la bibliotheque ChemFaces dans un fichier Excel contenant 74 inhibiteurs.
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Les structures 3D des ligands ont été téléchargées a partir de la base des données Pubchem
sous forme SDF puis enregistrée en format PDB en utilisant le logiciel Discovery Studio 2021.
Les fichiers PDB ont été ensuite convertis en forme PDBQT a l'aide de logiciel Auto Dock Tools

version 1.5.6 pour préparer les molécules a un amarrage moléculaire.

NB : Les structures 3D de sept meilleurs ligands étudiés sera représenté en annexe 1.
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Figure 12. Structures 2D de sept meilleurs ligands étudiés.
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11.3. L’amarrage moléculaire

Le docking moléculaire ou I’amarrage moléculaire (AM) (figure 13) est une procédure in
silico qui permet de prédire la liaison non covalente entre une macromolécule (récepteur) et une
petite molécule (ligand). (Bou-Salah et al., 2020).

Récepteur Ligand Docking Moléculaire

Figure 13. Eléments d'amarrage moléculaire. (Hernandez-Santoyo et al., 2013).

Cette technique est réalisée par le logiciel Auto Dock Vina qui utilise une grille de potentiel
tridimensionnelle. La boite de grille est placée dans I'enzyme 1Q5K, qui englobe largement le site
actif de la protéine étudiée et permet au ligand de tourner librement dans ce site. Les coordonnées
x=41.169667, y=47.349571et z=35.752857 et de taille x=20, y=20 et z=20 indiquent le centre de
cette boite. La sélection de la meilleure pose d'amarrage moléculaire pour chaque complexe
enzyme-ligand est choisie selon la plus faible valeur énergétique (Kcal/mol) parmi les sept 07
solutions obtenues. Les résultats de I'amarrage moléculaire ont été chargés sur le logiciel
Discovery studio afin d'identifier les acides aminés et les types d’interactions impliquées (liaisons
d’hydrogénes, liaisons électrostatiques ou interactions hydrophobiques) entre le récepteur et les

différents inhibiteurs dans cette étude.

11.4. Teste de la fiabilité du docking

Afin d'améliorer les résultats des travaux et évaluer la performance du programme utilisé
pour le docking nous avons effectué test de I'écart quadratique moyen des positions atomiques
RMSD.
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Le test RMSD a été réalisé directement a partir des complexes récupérés de la banque de
données PDB. L'écart RMSD entre la conformation et I'orientation du ligand déterminé par le
programme d'amarrage et sa pose dans le complexe expérimental doit é&tre aussi faible que
possible (< 2 A).

11.5. Etude du profil pharmacocinétique

Dans les années 1990, les échecs du développement des médicaments étaient le résultat de
mauvaises performances pharmacocinétiques. Ce probléeme a été résolu grace a I’utilisation d’un
filtrage ADMET (Empereur-Mot, 2017). Ce dernier représente 1’ensemble des propriétés
pharmacocinétiques : absorption, distribution, métabolisme, excrétion et sa toxicité dans le corps
humain (Nisha et al., 2016).

Dans notre étude, nous avons utilisé le serveur SwissADME qui est accessible via I’'URL (

http://www.swissadme.ch/index.php ). Le profil ADMET a été sélectionné en fonction des

parametres suivants :

a) Absorption : Ce terme défini par le processus de la pénétration du médicament dans la

circulation systématique apres son administration. Nous avons utilisé comme parametre :
e Absorption intestinale humaine AlH (%).
e Perméabilité des cellules Caco-2 (nm/sec).

b) Distribution : C’est la diffusion du médicament a travers I’organisme via la circulation
sanguine pour atteindre sa cible (Lagorce et al., 2017). En effet, un médicament doit
passer par :

e La barriére hémato-encéphalique (C. Cerveau / C. sang).

c) Métabolisme : C’est la biotransformation des médicaments et les composés
xénobiotiques par I’intervention des enzymes afin de faciliter son élimination (Lagorce, et
al., 2017) on s’intéresse aux :

e Cytochromes P450 2D6.

d) Excrétion : Ces composés administrés doit étre éliminés par les reins de I’organisme via
I’urine ou les féces afin d’éviter les phénomeénes de son accumulation (Lagorce et al.,
2017).
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e) Toxicité : L’une des principales causes de I’échec du développement des médicaments,
c’est « La toxicité » qui est définie par la capacité de médicament a endommager un
organisme, un tissu ou une cellule. (Lagorce et al., 2017). Dans cette étude nous avons
testé les parametres :

e Inhibition de géne hERG (Human Ether-a-go-go-Related Gene), codant
pour le canal potassique Kv11.1, indispensable au potentiel d’action au
niveau cardiaque.

e Hépatotoxicité humaine.

e Cancérogeénicité.

11.6. Propriétés pharmacocinétiques

Il est nécessaire de renforcer ce travail en évaluant les propriétés pharmacocinétiques des

composés, par 1’application les deux régles suivantes en utilisant le site SuisssADME.

a) La régle de cing de LipinskKi

v Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

v Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté LogP, doit étre
inférieur ou égale a 4,15 (Log P <4,15).

v Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur ou égale a 10 (H < 10).

<

Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur ou €gale a 5 (H <5).

v" Le nombre de liaisons en rotation libre < 15. Pour mesurer de la flexibilité moléculaire.

On rappelle que cette régle a pour but d’identifier les composés posant des problemes

d’absorption et de perméabilité.

b) La regle de Veber

v" Le nombre de liaisons en rotation libre < 10. Pour mesurer de la flexibilité

moléculaire.

v La surface polaire (PSA) <140 A, pour une meilleure biodisponibilité par voie orale.
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I. Validation docking moléculaire
1.1. Teste RMSD

Ce test n'est éligible que si la valeur RMSD est inférieure a 2 A. Une évaluation de la
fiabilité du programme du docking par le test du RMSD a été réalisée sur 20 composés
téléchargés de la banque Pubchem et regroupés dans le tableau 2.

Sur les 20 complexes utilisés, seuls 15 ont un RMSD de 2 A ou moins et sont considérés
comme des résultats positifs. Cela donne un pourcentage de 75% et seulement 25% des résultats

sont supérieurs a 2A.

% des Valeurs de RMSD

75%

w2k w2k

Figure 14. Valeurs de RMSD en pourcentage.

Tableau 2. Valeurs du RMSD des différents complexes protéine-ligand.

Protéine Ligand RMSD Protéine Ligand RMSD
(A) (A)
20HK MSE 0,910 6SEA GAL 0,000
6SES8 EPE 1,197 1BJV GP8 5,151
1C7Q BE1 0,936 3QTQ X35 3,104
1ZVvX IH6 1,340 5F94 3UO 3,394
2FDV D2G 1,172 4D08 Q2T 3,763
4ANGN J96 1,692 3DRP R8E 0.660
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1B74 DGN 1,221 4E73 ONR 1.547
1Q5K T™U 1,427 SEOQJ 5LJ 0,073
3ViIM HPK 0,825 1AIX AH1 1,874
1BNU AL3 3,1895 1E38 TPY 1,468

Dans la plupart des cas, il y avait un écart négligeable entre la conformation expérimentale

et la conformation ancrée, comme le montre la figure 16 pour l'inhibiteur GSK3p (ID PDB :

1Q5K). Ces résultats indiquent la capacité du programme AutoDock. A reproduire les modes

d'interaction et les orientations des ligands expérimentaux.

RMSD =1.427 A

Figure 15. Superposition du ligand expérimentale ‘TMU”’ (colorée en orange) et celui du

moléculaire (colorée en bleu).

I1. Résultats et discutions

I1.1. Amarrage moléculaire et Visualisation des interactions

Dans cette partie, nous avons présenté les résultats 1’inhibition de la glycogéne synthase

kinase-3p par les sept meilleurs inhibiteurs, choisis en fonction de I’énergie d’affinité de ces

derniers envers GSK-3p.
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Les résultats du I’AM représentés par les valeurs d’énergie de liaison pour les sept ligands,
ces valeurs ont été observées dans la gamme de -9,2 jusqu’a -10 Kcal/mol, avec 1’énergie de
I’inhibiteur de référence égale -6,7 Kcal/mol, et les différents types d’interactions y compris
hydrogenes établis entre I’inhibiteur et les différents acides aminés du site actif de la glycogéene

synthase kinase-3 accompagnées par des valeurs de la distance des liaisons hydrogeénes.

Les valeurs d'énergie augmentent progressivement : -9,9 < -9,6 < -9,5 < -9,4 Kcal/mol pour
le reste des inhibiteurs : Isoangustone A, Linarine, Hespéridine, Kaempférol 3-néohespéridoside ;

respectivement.

Ces résultats démontrent que la Tanshinone I est le meilleur inhibiteur contre la GSK3f
avec une valeur d'énergie était égale a -9,7 Kcal/mol, son inhibition réalisée par l'intervention de
plusieurs types d'interactions (m-alkyl, mr -Sigma, m -sulfur). Cependant, la Coumestrol et le 20R-
ginsénoside Rg2 ont des mémes valeurs d'énergie était égale a -9,2 Kcal/mol, mais ils difféerent
entre eux par les types d'interactions établies. Tous les résultats sont résumés dans la figure 16 et
le tableau 03.

|

(]
anshinone |
Linarin
Hesperidin
Coumestrol
re

|soangustone A

OR-Ginsenoside Rg2

inhibiteur de référen

2

Kaempferol 3-neohesper|doside

10 o 05 04 02 9.2

-12

Energie

Figure 16. Représentation graphique des valeurs d’énergie des sept inhibiteurs.
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Tableau 3. Analyse des résultats de 1’amarrage moléculaire entre la GSK3 et les différents

inhibiteurs.
Inhibiteurs Energie Résidus Type des Liaison Distance
(Kcal/mol) d’interactions interactions Hydrogéne (A)
m-alkyl
Tanshinone | -10 Val70, Ala83, Leul32, m -Sigma / /
Leul88, 1le62, Val m -sulfur
110, Cys199
Asp200 2,32
Isoangustone A -9,9 Lys85, Asp200, m-alkyl Cys199 3,79
Cys199, Asn186, m -Sigma Val135 3,29/1,84
Leul32, GIn185,
Leul88, lle62, Val135
Tyrl34, Leul88, m-alkyl
Linarine -9,6 Cys199, lle62, Val70, m -Sigma GIn185 3,14/1,81
Lys85, Asp200, m- liaison
GIn185, Lys183 hydrogéne
donneur
Hespéridine -9,5 Asp200, Gly65,
Gly68, Leul88, 11e62, m-alkyl Gly68 2,68
Val135, Cys199, Vall135 3,34
Val110, Lys85, Val70,
Leul32, Met101
Cys199 3,36
Kaempférol 3- Argl41, lle62, Asn64 2,20/2,28
néohespéridoside -9,4 Thr138, GIn185, m-alkyl Gly63 2,31
Gly63, Asn64, Tyrl34, m -Sigma GIn185 3,27
Prol136, Vall135, Vall135 2,55
Cys199 Prol36 1,97
Tyr134 3,04
Coumestrol -9,2 Val70, Leul88, m-alkyl / /

Val110, Ala83,
Cys199
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20R-Ginsénoside Phe67, Val70, Val135, m-alkyl Val135 2,20
Rg2 -9,2 Tyrl34, Argl4l Tyrl34 2,67/2,97
Argl4l 3,12
n-(4-
méthoxybenzyl)- m-alkyl
n-(5-nitro-1,3- Ser66, Phe67, Gly68, m -Sigma Phe67 2,98
thiazol-2-yl) -6,7 Asp200, Asn186, m- liaison Ser66 2,91
(Inhibiteur de Cys199, Val70, hydrogene
référence) Leul88, Val110, donneur
Ala83, Leul3?2 T -anion

Au cours des années précédentes, différentes molécules ont été utilisées pour définir le site
actif de la GSK3-f et les acides aminés qui le forment. Selon (Kim et al., 2018 ; Lee et al., 2022)
la poche du site actif renferme les résidus suivants : Vall35, Argl4l, Gly63, Val70, Lys85,
Glul37, Thr138, GIn185, Asp133, Ala83, Leul88, Prol136, Ala83, 1le62, Asn186, Gly65, Ser66,
Gly65, Asn64, Cys199 et Asp200.

L’analyse des résultats de ’amarrage moléculaire de sept inhibiteurs montrent que tous les
composés ont une activité inhibitrice contre la GSK3 dont I’énergie de liaison compris entre
-9,2 et -10 Kcal/mol, sachant que les acides aminés de site actif responsable aux interactions avec
I’inhibiteur de référence (n-(4-méthoxybenzyl) -n-(5-nitro-1,3-thiazol-2-yl)) sont : Ser66, Phe67,
Gly68, Asp200, Asn186, Cys199, Val70, Leul88, Val110, Ala83, Leul32.

e Tanshinone | ou 1,6-diméthylnaphto[1,2-g] [1]benzofurane-10,11-dione est un
diterpénoide abietane. Il a un role d’agent anti coronaviral., sa formule chimique C1gH1203
qui est représentée dans le tableau 03, son poids moléculaire est de 276,3g/mol. Selon les
résultats de docking moléculaire avec ’enzyme glycogene synthase kinase-3p (GSK3p), la
Tanshinone I a été ancrée dans la cavité intérieure du site actif de la GSK3B avec une valeur
d'énergie de liaison était égale a -10 Kcal/mol. Elle est classée le 1°® inhibiteur avec les 6
autres inhibiteurs (Tableau 03). Son inhibition est stabilisée grace aux interactions établies,
et toutes les interactions sont interactions hydrophobes de type m-alkyl, m -sigma, mr -sulfur.
Tanshinone I réagit avec I'enzyme GSK3[ par interaction m-alkyl avec les résidus Ala83,
Leul32, Valll0, Ile62, Cys199, Leul88, Val70 avec une distance 3,98A, 5,324, 517A,
5,24A (4,36A et 5,08A),5,39A et (5,21A et 4,61A) respectivement et une liaison de type m -
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sigma avec les résidus Val70, Leul88 avec une distance (3,33A et 3,84A) et 3,87A

respectivement et enfin une liaison de type m -sulfur avec le résidu Cys199 Avec une
distance 4,32A (Figure 17).

VAL
LEU132 B:70
461 3.84
3. 33 5.21
3.98 ALA
5.3 B:83
4.32 5.24 .8y 5.32
é’/ 5 .MB 4.36
s AREU
B:188 LEU
B:132
CcYS ILE
B:199 B:62
VAL
B:110
LEU188

Interactions

|:| Fi-Sigma |:| Pi-Alkyl

|:| Pi-Sulfur

Figure 17. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe GSK3 J3 -
Tanshinone I.

Isoangustone A est un isoflavonoide. Sa formule chimique CasH2606 qui est représentée
dans le tableau 3, son poids moléculaire est 422,5g/mol. Selon les résultats, le
Isoangustone A est considéré comme le 2°™ meilleur inhibiteur de GSK3p avec un score
de docking de -9,9 kcal/mol, est stabilisée dans le site actif par quatre liaisons m -sigma,
alkyl, interaction hydrogéne et interaction accepteur-accepteur défavorable avec les
résidus Lys85, Asp200, Cys199, Asn186, Leul32, GIn185, Leul88, lle62, Vall35. Le
type m sigma est lié via les résidus GIn185, Leul88 et 1le62 avec une distance 3,93A,
3,59A et 3,78A respectivement. Type alkyl via les résidus Leul32 et Lys85 avec une
distance 4,63 A et 4,64A respectivement. D’autre part, une interaction hydrogéne s'est
produite avec les résidus Asp200, Cys199 et Val135 & une distance 2,32A, 3,79A et
(3,29A, 1,84A) respectivement. Enfin, il existe une interaction de type accepteur-
accepteur défavorable via le résidu Asn186 a une distance 2,87A. (figure 18).
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D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Sigma
- Unfavaorable Acceptor-Acceptor D Alkeyl

Figure 18. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe
GSK3p - Isoangustone A.

e Linarine est un composé flavone glycosylée, sa formule chimique C2sH32014 avec un

poids moléculaire égal a 592,5 g/mol. Selon les résultats de I'amarrage moléculaire,

Linarine se lie au site actif de la GSK-3p avec une énergie de -9,6 Kcal/mol (Tableau 03).

En terme pouvoir d’inhibition, il est classé le 3°™ par rapport aux autres inhibiteurs et

forme une liaison hydrogene avec le résidu GIn185 qui est separée avec une distance de

3,14A/1,81A. Une autre importante interaction de type alkyl et m-alkyl a été formée avec

les résidus Leul188 avec une distance 5,11A.Des interactions hydrophobes de type m —

sigma l'acides aminé 1le62 et VVal70 et autre importante interaction m-liaison hydrogéne

donneur et liaison carbone-hydrogéne avec les résidus Cys199 et Tyrl34 et les derniéres

interactions enregistrées sont des interactions donateur-donneur défavorable et accepteur-

accepteur défavorable avec les résidus Lys183 et Asp200 (Figure 19).
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TYR
B:134

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond - Pi-Sigma

- Unfavorable Donor-Donar I:I Alkyl

- Unfavorable Acceptor-Acceptor D Pi-Alkyl

Figure 19. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe GSK3 p — Linarine

Hespéridine est un flavonoide d'un poids moléculaire de 610,6g/mol, et sa formule
chimique est C2gH34015 la figure 21 montre que I’interaction du GSK-3p et le Hespéridine
a été stabilisé avec une énergie de -9,5 Kcal/mol par une liaison hydrogene via les résidus
Gly68 et Val135 avec une distance de 2,68A et 3,34A, respectivement. Liaison de type
-alkyl et alkyl via les résidus Met101, Leul32, Lys85, Val70, Val110, lle62, Leul88 avec
distance de 4,824, (4,16A, 5,15A), (5,02A, 4,93A, 5,41A), 5,21A, (5,46A, 3,72A), 4,41A
et 5,40A respectivement. D'autre part, la liaison mr - liaison hydrogéne du donneur et la
liaison accepteur-accepteur défavorable ont interagi avec les résidus Gly56 avec une
distance de 3,51A et avec l'autre résidus Cys199 avec distance de 3,72A. Enfin
I'interaction accepteur-accepteur défavorable se fait via le résidu Asp200 avec une
distance de 2,86A.
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Leu]ss Vauas Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Allcyl
- Unfawvorable Acceptor-Acceptor I:I Pi-Alleyl
Figure 20. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe GSK-3f —
Hespéridine.

e Le Kaempférol 3-néohespéridoside est un membre des flavonoides et un glycoside.de
formule chimique C27H30015 et un PM=594,5 g/mol. Selon les résultats de docking
moléculaire avec la GSK-3p, le ligand est intégré au début du site actif avec une valeur
d'énergie est égale a -9,4 Kcal/mol. Le ligand est formé deux (02) interactions
hydrophobes de type m -sigma avec les acides aminés 11e62 (3,92A) et Thr138 (3,89A), et
une seule interaction hydrophobe de type m-alkyl avec I’acide aminé 11e62 (4,54A). Autre
interactions hydrogenes a été formée avec les résidus GIn185, Gly63, Asn64, Tyrl34,
Pro136, Val135, Cys199 avec une distance 3,27A, 2,31A, (2,20A et 2,28A) 3,04A, 1,97A,
2,554, 3,36 A respectivement (Figure 21).
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2,20 ASN
B:64

Interactions
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- Unfavorable Donor-Donar I:I Pi-alkyl

Figure 21. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe GSK3 B —
Kaempférol 3-néohespéridoside.

Le Coumestrol fait partie de la classe des coumestans qui est le coumestan avec des
substituants hydroxy en positions 3 et 9. de formule chimique C1sHgOs , ayant un faible
poids moléculaire égal a 268,22 g/mol par rapport a la GSK-3p. Le Coumestrol est liée
dans le site actif de la GSK-3p avec une valeur d'énergie satisfaisante de -9,2 Kcal/mol.
Selon les résultats de docking moléculaire, on remarque aucune interaction hydrogene a
été observée, nous avons révélé juste des interactions hydrophobes, une interaction
hydrophobe de type mr -alkyl a été formeée avec les résidus Val110, Ala83, Val70, Cys199
avec une distance 5,41A, 4,09A, 5,09A, (4,35A et 4,85A) respectivement. Et autre
interaction hydrophobe de type m -sigma avec les acides aminés Leu188 (3,88A) et Val70
(3,76A, 3,41A, 3,89A). D’autre coté, nous trouvons une interaction de type rr liaison
hydrogéne donneur a été formée avec le résidu Cys199 avec une distance 4,13A (Figure
22).
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Figure 22. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexe GSK3 B —

Coumestrol.

e 20R-ginsénoside Rg2 est un terpenoids d'un poids moléculaire de 785g/mol et sa formule

chimique est Ca2H72013. Cette molécule a tendance a interagir avec le site actif du

récepteur avec une énergie similaire a la molécule précédente de -9,2 Kcal/mol par des

liaisons de type m -alkyl et alkyl & travers les résidus : Phe64 avec une distance de 5,24A

et Val70 avec distance de 5,11A. Et avec une liaison hydrogéne via les résidus Val135,
Tyr134 et Argl41 avec une distance de 2,20A, (2,67A, 2,97A) et 3,12A respectivement
(figure 23).
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Figure 23. Visualisation des interactions intermoléculaires dans le complexeGSK3p — 20R-
ginsénoside Rg2.

11.2. Analyse ADMET : Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité

Le devenir d'un médicament dans I'organisme aprés administration est généralement défini
comme une série d'étapes pharmacocinétiques : absorption, distribution, métabolisme,
élimination et toxicité. A chaque étape, le principe actif passe par des interfaces cellulaires, tant
pour rejoindre le compartiment sanguin a partir de son site d'administration (tractus gastro-
intestinal, peau, poumons, etc..) que pour passer du sang vers les tissus cibles ou les organes qui

participent & son élimination (foie et reins notamment). (Roussin et Picard, 2020).

A base des serveurs en ligne suivants, Swiss-ADME, accessible via le lien (

http://www.swissadme.ch/ ) et ADMETIlab 2.0, que I'on peut consulter via

https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal et pkCSM, disponible a

https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/ , nous avons sélectionné les caractéristiques ADMET en tant

que critéres d'évaluation pour sept meilleurs inhibiteurs actifs (tableau 03).

e Perméabilité des cellules Caco-2 : Une lignée cellulaire de cancer épithélial du célon
humain appelée cellules Caco-2 est utilisee comme modele d'absorption intestinale
humaine. La perméabilité des candidats médicaments a été largement évaluée en utilisant

le modéle cellulaire Caco-2. Etant donné que I'administration de médicaments par voie
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orale est la plus souvent privilégiée, le modele cellulaire Caco-2 joue un role crucial dans
I'explication de la « drogabilité » orale d'une molécule en permettant une estimation assez
fiable de sa permeéabilité a travers la membrane intestinale. (Panse et Gerk, 2022).

e Absorption intestinale humaine (HIA %) : Est I'une des propriétés les plus essentielles
de I'ADME et un paramétre crucial pour évaluer leur biodisponibilité orale. En général,
I'HIA est exprimée en pourcentage, ce qui indique la quantité d'un médicament absorbee
par les intestins aprés son administration orale. Elle représente I'une des étapes
essentielles du transport des médicaments vers leur cible. (Yan et al., 2008 ; Abraham,
2014).

e Pénétration dans la barriére hémato-encéphalique (BBB) : Est une barriere physique
et métabolique qui isole le cerveau du reste de ’organisme ou elle le protége. Elle est
localisée au niveau des cellules endothéliales des micro vaisseaux étroitement soudées
s’opposant au passage paracellulaire des composés vers le cerveau, elle contrdle la
pénétration cérébrale de nombreux composés y compris les médicaments. (Gosselet et
al., 2011).

e Les cytochrome P450 : Les enzymes du cytochrome P450 sont essentielles au
métabolisme de nombreux médicaments (Lynch et Price, 2007) et jouent un rdle clé dans
la détoxification des xénobiotiques (Manikandan, et Nagini, 2018). Bien que cette classe
compte plus de 50 enzymes, six d’entre elles métabolisent 90 % des médicaments, les
deux enzymes les plus importantes étant le CYP3A4 et le CYP2D6. Elles sont exprimées
aux niveaux de réticulum endoplasmique, le foie, les poumons, et les riens. (Lynch et
Price, 2007).

e Inhibition de la HERG : Abréviation d'Humain Ether-a-Go-go-Related Gene (en
anglais), est un géne qui code les canaux du courant potassique voltage-dépendant
responsable de fonction cardiaque, ils jouent un réle clé dans la génération des potentiels
d'action cardiaque et du potentiel de repos. Par conséquent, son inhibition conduit a la

mort cardiaque. (Duncan, et al., 2007 ; Lamothe et al., 2016).

Afin de connaitre ses propriétés médicamenteuses, tous les résultats sont résumés dans le
Tableau 04.
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Tableau 4. Résultat d’ADMET du sept inhibiteurs avec inhibiteur de référence.

Pharmacocin  Tanshinone  Isoangustone
étique | A

Hespéridine

Kaempférol 3-

néohespéridoside

Coumestrol

20R-

ginsénoside

Rg?2

Inhibiteur de
référence

Perméabilité
des cellules 1,41 -0,116
Caco-2
(>-5.15log
cm/s)

-6,405

-5,539

-4,456

Absorption
intestinale 98,909 89,78
humaine
(HIA %) 80
jusqu’a 100%

30,553

33,643

85,012

Distribution

Pénétration

de la barriére Oui Non
hématoencé-

phalique

(C.Cerveau/

C.sang)

Non

Non

Non

Métabolisme

Inhibition du

cytochrome Non Non
P450 2D6

Non

Non

Non

Inhibition de Risque Risque
la HERG faible faible

Risque
faible

Risque
faible

Risque
faible

Rat Oral
Acute Risque Risque

_Toxicity moyen faible
(Faible) {0-

0.3}
(Moyenne)
{0.3-0.7}
(Elevé) {0.7-
1}

Risque
faible

Risque
faible

Risque
moyen

Hépatotoxicit Non Non
¢ humaine

Non

Non

Non

a. Absorption

D'aprés le tableau 3 lI'absorption gastro-intestinale et une perméabilité cellulaire (Coca 2),
des molécules suivantes la Tanshinone I, I’Isoangustone A et le Coumestrol est bonne par rapport

aux standards normaux, ce qui signifie qu’elles ont la capacité de passer facilement a travers la
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paroi intestinale pour arriver a la circulation sanguine et par la suite franchir la BHE, par contre,
Linarine, Hespéridine, Kaempférol 3-néohespéridoside et 20R-ginsénoside Rg2 ont une faible
absorption gastro-intestinale aprés administration orale.

b. Distribution

Nos résultats montrent que le premier des sept principaux inhibiteurs, la Tanshinone I, est
efficace pour traverser la membrane hémato-encéphalique. En effet la pénétration de la barriére
hémato-encéphalique est critique dans le domaine pharmaceutique, car les composés qui agissent
sur le systeme nerveux central (SNC) doivent la traverser, et les composés inactifs dans le SNC,
ne doivent pas y aller afin d'éviter les effets collatéraux du SNC (Novakova et al., 2014). Dans
notre cas, en raison de leur réle important dans la maladie d'Alzheimer et d'autres troubles
neurodégénératifs, les médicaments anti-Alzheimer traversent efficacement la barriere hémato-

encéphalique.

c. Meétabolisme

CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 et CYP3A4 sont un groupe d'enzymes
responsables du métabolisme des médicaments dans le foie sous une forme facilement excrétée.
D’aprés de tableau au-dessus on observe que toutes les molécules présentent un comportement
négatif vis-a-vis de ces cytochromes cela indique que toutes ces molécules sont bien métabolisées

au niveau du foie, a I’exception de Coumestrol qui ont une action inhibitrice contre le CYP2D6.

d. Toxicité

Les résultats indiquent qu’en termes de 1’hépatotoxicité, toutes les composées étudiées se
sont avérées non toxiques pour le foie, Il en va de méme pour la toxicité orale a I'exception dans
Tanshinone | représenter un risque moyen par l'infection avec cette toxicité, et finalement le
profil de toxicité montre que les sept meilleurs inhibiteurs inactifs en termes d’inhibition
d’HERG, a I’exception dans Linarine représenter un risque moyen d’inhibition du canal du

potassium HERG.

11.3. Propriétés physicochimiques

Afin d’appliquer les différentes régles druglikeness, il était indispensable de conforter notre
étude par evaluation de certaines propriétés physico-chimiques. Nous avons calculé le poids
molaire (MW), solubilité dans I'eau, lipophilie et MLOGP, nous avons reporté le nombre
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d’accepteur de liaisons d’hydrogéne (n.Hacc), le nombre de donneur de liaisons d’hydrogene

(n.Hdon), la Surface Polaire (PSA) et nombre de liaisons en libre rotation (Num rotatable

bonds)(voir tableau 5).

Tableau 5. Propriétés physicochimiques.

S COMpPOSés Tanshinone | Isoangustone | Linarine | Hespéridine Kaempfeérol Coumestrol 20R-
| A 3- ginsénoside
Propriétés néohespéridoside Rg2
WM (g/mol) 276,29 422,47 592,55 610,56 594,52 268,22 785.01
Num. rotatable 0 5 7 7 6 0 9
bonds
Num. H-bond 3 6 14 15 15 5 13
acceptors
Num. H-bond 0 4 7 8 9 2 9
donors
MLOGP 1,82 2,09 -2,76 -3,04 -3,43 1,76 0,18
PSA A2 47,28 111,13 217,97 234,29 249,20 83,81 218,99
Non Non Non 3violations: Non
3violatio | 3violations: MW>500 3violations:
ns: MW>500 NorO>10 MW>500
Lipinski's rule Oui Oui MW>50 | NorO>10 NHorOH>5 Oui NorO>10
0 violation | 0 violation 0 NHorOH>5 0 violation | NHorOH>5
NorO>1
0
NHorOH
>5
Non 1 Non Non
Veber's rule Oui Oui violation | 1 violation: Non Oui 1 violation:
X PSA>140 lviolation: PSA>140
PSA>14 PSA>140
0
Water Peu soluble | Peu soluble Soluble Soluble Soluble Modérémen Soluble
Solubility t soluble
Log S -6,91 -6,27 -2,16 -0,58 -0,88 -5,03 -1,46

comme bons inhibiteurs de la GSK-3 et possédant :

En se basant sur les résultats du tableau 5, on trouve que les molécules qui sont considerées
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e Un nombre des liaisons donneurs d’hydrogeénes inferieurs a 5.

e Un nombre des liaisons accepteurs d’hydrogénes inferieurs a 10.

e Un poids moléculaire inferieurs a 500 Da, ainsi ils peuvent facilement passer a travers les
membranes cellulaires avec un niveau d’absorption gastro-intestinale, donc une meilleure

biodisponibilité orale.

La Tanshinone I, I’Isoangustone A, et le Coumestrol, remplissent tous les critéeres de la régle
de 5. Par contre on trouve toutes les molécules sont normaux en MLOGP (<4.15) et en nombre
des liaisons retables (15<). Et on a observé que toutes les molécules possedent une solubilité
aqueuse relativement bon cela indique que sa solubilité aqueuse est fort. En effet, la valeur Log S

entre -6 et 0 nous confirmons I’information.

Les régles druglikeness ont été utilisées dans notre travail sont la régle Lipinski et la régle
Veber. En appliquant les criteres de chaque regle, nous avons obtenu les résultats qui sont
illustrés dans le tableau 5, les trois composés, la Tanshinone I, I’Isoangustone A et le Coumestrol
répondent aux critéres des deux regles Lipinski et Veber. En franchissant ces filtres cela nous a

indiqué sur leur tendance a étre administrés par voie orale sans poser de problémes.

Par ailleurs, nous avons constaté que la Linarine, 1I’Hespéridine, le Kaempférol 3-
néohespéridoside et le 20R-ginsénoside Rg2 n’obéissent pas aux critéres de la régle de Lipinski
et la regle de Veber, puisqu’ils présentent certaines violations qui sont : MW=>500, NorO>10 et
NHorOH>5.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de notre travail était d’identifier de nouveaux inhibiteurs naturels de la
cible GSK-3p afin de trouver un traitement pour la maladie d’Alzheimer en faisant appel a une
technique de modélisation, appelée « le docking moléculaire », qui permet de modéliser et

d’analyser les interactions entre les enzymes et les molécules testées.

Au préalable, nous avons testé la fiabilité du programme Autodock Vina grace au test du
RMSD qui permet d’évaluer la déviation de la pose du ligand simulée par Autodock Vina avec
celle déterminée expérimentalement. Sur les 20 complexes pris arbitrairement de la PDB, 75 %
ont présenté un RMSD parfaitement dans les normes (inférieur a 2 A). L’analyse visuelle faisant
suite a ce test, confirme d’avantage la fiabilité du programme Autodock Vina en montrant de
bonnes superpositions des modéles des ligands simulés et expérimentaux. Ainsi, nous avons
conclu que le programme Autodock Vina est suffisamment performant pour simuler les

interactions GSK-3B-inhibiteurs.

Afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs naturels et plus sélectifs de la GSK-3p, nous
avons virtuel screening d’une petite bibliothéque constituée de 74 inhibiteurs naturels de GSK-3
B. Le criblage virtuel de cette bibliotheque a été réalisé par Autodock Vina, ce qui nous a permis
de sélectionner certains composés avec une bonne affinité envers la GSK-3  mieux que
I’inhibiteur de référence « n-(4-méthoxybenzyl) -n-(5-nitro-1,3-thiazol-2-yl) ». Les résultats
obtenus, nous ont permis de sélectionner les 07 meilleurs inhibiteurs, en 1’occurrence la
Tanshinone |, I’Isoangustone A, la Linarine, 1’Hespéridine, le Kaempférol 3-néohespéridoside, le
Coumestrol et le 20R-ginsénoside Rg2 qu’ont une énergie de liaison suivantes -10 kcal/mol, -9,9
kcal/mol, -9,6kcal/mol, -9,5 kcal/mol, -9,4 kcal/mol, -9,2 kcal/mol, -9,2 kcal/ mole. Les résultats
de tous ces inhibiteurs sont meilleurs que l'inhibiteur de référence n-(4-méthoxybenzyl) -n-(5-

nitro-1,3-thiazol-2-yl) qui a une énergie de liaison égale -6,2 kcal/mol.

Enfin, 1’étude des propriétés physicochimiques, pharmacocinetiques et les régles
druglikeness (la régle de Veber et de Lipinski) montre que la molécule, la Tanshinone I, présente
un bon profil ADMET. Avec une grande possibilité de franchir la barriere hématoencéphalique
pour atteindre sa cible thérapeutique.
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Le présent travail ouvre une large piste de developpement et les résultats obtenus au cours
de ce travail ne sont que préliminaires. Une étude expérimentale complémentaire in vitro et/ou in

vivo devra permettre de valider les résultats obtenus.
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Annexe 1. Structures 2D de sept meilleurs ligands étudiés.

Isoangustone A

Tanshinone |

Kaempférol
3-néohespéridoside
Hespéridine

20R-Ginsénoside Rg2

Linarine

Coumestrol
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Résumés

L'objectif de notre travail est d’identifier de nouveaux inhibiteurs naturels de la cible
thérapeutique GSK-3p pour le traitement de la maladie d'Alzheimer. Nous avons appliqué des
méthodes d'amarrage moléculaire a des simulations d'affinité de 74 molécules afin d'étudier
comment elles interagissent avec notre cible d'intérét biologique. Le criblage virtuel a été réalisé
par Autodock Vina, nous permettant de sélectionner 07 composés spécifiques présentant une
meilleure affinité que l'inhibiteur de référence n-(4-methoxybenzyl) -n-(5-nitro-1,3-thiazol-2-yl).
Il s'agit de la Tanshinone I, de I'lsoangustone A, de la Linarine, de I'Hespéridine, du Kaempférol
3-néohespéridoside, du Coumestrol et du 20R-ginsénoside Rg2, sont puissants en raison de leur
énergie de liaison élevée de -10 kcal/mol, -9,9 kcal/mol, -9,6, -9,5 kcal/mol, -9,4 kcal/mol, -9,2
kcal/mol, -9,2 kcal/ mole Cal/mol respectivement. Enfin, la prédiction des paramétres
pharmacocinétiques et des propriétés physicochimiques montre que la Tanshinone présente un

bon profil ADMET et peut étre proposée comme nouveaux inhibiteurs potentiels de GSK3.

Mots clés : Maladie d’Alzheimer, Amarrage Moléculaire, GSK3p, AutodockVina, Tanshinone I.




Abstract

The objective of our study is to identify new potential inhibitors of the therapeutic target
GSK3p for the treatment of Alzheimer's disease. We applied molecular docking methods to
affinity simulations of 74 molecules to study how they interact with our target of biological
interest (GSK3p). Virtual screening was performed by AutodockVina, allowing us to select 07
specific compounds with better affinity than the reference inhibitor n-(4-methoxybenzyl)-n-(5-
nitro-1,3-thiazol-2-yl). These are Tanshinone I, Isoangustone A, Linarin, Hesperidin, Kaempferol
3-neohesperidoside, Coumestrol, 20R-ginsenoside Rg2, which are strong due to their high
binding energy of -10 kcal/mol, -9.9 kcal/mol, -9.6, - 9.5. Kcal/mol, -9.4 kcal/mol, -9.2 kcal/mol,
-9.2 kcal/mol kcal/mol respectively. Finally, the prediction of pharmacokinetic parameters and
physicochemical properties shows that promising Tanshinone | exhibit good ADMET profiles

and can be proposed as potential new GSK3p inhibitors.

Keywords: Alzheimer's disease, Molecular docking, GSK3p, AutodockVina, Tanshinone I.
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