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Introduction

De nos jours, le traitement par les plantes ou phytothérapie est reconnu pour sa facilité

d’utilisation, son efficacité et son cott bas.

La recherche et I’identification des molécules bioactives d’origine végétale est 1'un
des axes de recherche de I’industrie pharmaceutique qui a tendance a se développer de
plus en plus pour pallier a I'utilisation de substances synthétisées chimiquement qui
ont, en général, des effets indésirables et dans certain cas présentent une efficacité

insuffisante.

Les substances bioactifs végétales s’intégrent beaucoup mieux dans les processus de
régulation physiologique de 1’organisme humain. FElles constituent [’outil
thérapeutique le mieux adapté pour une approche intégrative et régulatrice, de soutien
de l’organisme dans sa réactivit¢ adaptative principalement dans les désordres
pathologiques dus aux déséquilibres métaboliques comme le diabeéte,

hypercholestérolémie, Alzheimer [1].

L'un des objectifs thérapeutiques définis pour fournir une thérapie pour le diabéte
comprennent l'inhibition de certaines enzymes, qui peuvent hydrolyser les sucres

polysaccharides et les transformer en mono sucres.

Les médicaments comme 1’acarbose et le miglitol sont des inhibiteurs des enzymes a-
amylase et a-glucosidase. L’inhibition diminue la quantité du glucose absorbée par
I’intestin et aide a diminuer les concentrations du glucose postprandiales. Quelques
problémes d’intolérance gastro-intestinale sont considérés comme des effets
indésirables de ces agents hypoglycémiants et limitent considérablement leur

utilisation [2].

Des chercheures on développé des inhibiteurs de ces enzymes dans le but de ralentir
l'absorption des glucides dans I’intestin donc le glucose passe plus lentement dans le

sang, réduisant ainsi I'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie postprandiale [3].

La synéphrine est un dérivé de la phényléthylamine que I'on trouve dans les fruits de
plusieurs arbres appelés citrus aurantium de la famille des rutacées, on la trouve

¢galement dans les agrumes. Elle est composante de nombreux compléments




alimentaires dit « minceur »et quia un excellent effet inhibiteur sur I’a-amylase et 1’a-

glycosidase et peut étre un inhibiteur sélectif de ses enzymes [4].

La para-synéphrine est le principal ingrédient actif de I’orange ameére qui a une longue
tradition dans la médecine chinoise sous le nom de « Zhi Shi » et qui est depuis peu

largement étudié par les chercheurs.

L’objectif de cette étude consiste a étudier in silico les mécanismes d’inhibitions d’a-
amylase et d’a-glycosidase par ’acarbose et les isomeres para et méta synéphrines.
En appuyant sur les résultats de simulation par docking moléculaire , nous
envisageons de faire ressortir le meilleur inhibiteur et de proposer in silico de
nouveaux inhibiteurs naturels a activités potentielles antidiabétique plus puissants
envers la cible thérapeutique de cette pathologie, en 1’occurrence, 1’a-amylase et 1’ a-

glycosidase.
Ce travail est structuré en deux parties :

- La premicre partie est consacré a 1’étude bibliographique portée sur :
= utilisation de I’outil du docking moléculaire.
= généralités sur les enzymes a-amylase et a-glucosidase.
= présentation de la molécule synéphrine.
- la deuxiéme partie intitulée « étude in silico » présente :
= matériels et méthodes utilisées dans ce travail.

= résultats obtenus et leurs discussions.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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1. La synéphrine

La synéphrine (4- [1-hydroxy-2- (méthylamino) éthyl] phénol) est un dérivé de la
phényléthylamine  présent dans les fruits de  plusieurs arbres de
la famille des Rutacées tels que l'orange amére ( Citrus aurantium ), l'orange de
Séville, l'orange aigre, Green Orange, ZhiShi et Kijitsu. De plus, ce phytochimique
peut étre trouvé dans de nombreuses autres espéces d'agrumes telles que les

mandarines Nova et les oranges douces de Marr [1].

La synéphrine est un agoniste adrénergique non spécifique, qui peut exister sous

forme de trois isomeres de position : ortho, para et méta (figure.1) [2].

p-synéphrine

m-synéphrine

Figure .1 : Structures chimiques du p-synéphrine, m-synéphrine et o- synéphrine.

L’isoforme para-synéphrine (ou anciennement Sympatol et Oxédrine) est le principal
ingrédient actif du Citrus aurantium, communément appelé orange ameére et qui a

une longue tradition dans la médecine chinoise sous le nom de « Zhi Shi » et qui est
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depuis peu largement étudié par les chercheurs. Elle est une composante de nombreux

compléments alimentaires dit « minceur ».

Figure.2 : I’orange amer (Citrus aurantium,).

Seule la peau d’orange ameére a une valeur médicinale avérée, principalement pour les
problémes digestifs et certains autres problémes de santé. La peau contient des
flavones, des alcaloides de la synéphrine, de 1’octopamine, de la N-méthyltyramine et

des caroténoides.

L"isoforme o-synéphrine n'a pas d'effet pharmacologique chez I'homme et n'a pas été

retrouvée dans les compléments alimentaires.

La m-synéphrine, également appelée phényléphrine, est considérée comme l'agoniste
adrénergique de la synéphrine le plus puissant des récepteurs a-1 adrénergiques, par

rapport aux autres isomeres de position [3,4].
1.1. Les propriétés de la synéphrine

Cest un  produit chimique naturel et  structurellement  similaire
aux catécholamines (adrénaline et noradrénaline), qui sont les composés qui
provoquent la dégradation des cellules adipeuses. La synéphrine est un stimulant du
systéme nerveux central, dont les effets sont trés similaires a ceux de 1’éphédrine,

mais avec des effets moins nocifs.

La synéphrine de I’extrait de Citrus Aurantium provoque la libération d’adrénaline et

de noradrénaline a partir des dépdts cellulaires qui a leur tour activent les récepteurs
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béta 3 qui sont directement responsables de la lipolyse, ¢’est-a-dire la combustion des

acides gras a I’intérieur des cellules adipeuses.

En particulier, le systéme adrénergique, ou sympathomimétique aminé, posséde
plusieurs types de récepteurs qui sont répartis dans tout I’organisme et dans divers

tissus, il est courant d’en trouver un qui prédomine sur les autres :

. Le récepteur alpha 1 provoque une vasoconstriction des artéres en
augmentant la pression sanguine. Les récepteurs Alpha 2 agissent sur la pression en
déterminant la vasoconstriction du microcircuit périphérique et en inhibant la lipolyse,

et leur stimulation peut entrainer une hypertension.

. Les béta 1 et 2 sont distribués dans le coeur et le systéme respiratoire et
contrdlent la broncho dilatation et la dilatation du vaisseau myocardique ainsi que la

musculature du squelette, leur excitation excessive peut entrainer des problémes.

. Les récepteurs beta 3 (ou la synéphrine agit) augmentent sélectivement la
libération d’acides gras et de triglycérides du tissu adipeux, ce qui augmente la

lipolyse et la thermogénése et par conséquent la résistance

Par conséquent, la synéphrine extraite du Citrus Aurantium est un agent efficace
pour accélérer I’élimination des graisses et favoriser la performance sans effets

secondaires.
1.2. Bienfaits de la synéphrine pour la santé
A. Reméde naturel

En médecine populaire, elle est également utilisée pour le traitement des troubles
gastro-intestinaux, de la nervosité et de 1’insomnie, de la goutte et des maux de

gorge, et méme de 1’obésité.
B. Perte de graisse

Parmi les avantages a réduire le pourcentage de graisse, la synéphrine est lice a la
réduction de D’appétit, augmentation d’énergie et du métabolisme, et possession

de I’effet thermogénique.

o
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2. Généralités sur l'a-amylase et 1'a-glucosidase

Il existe plusieurs types d’enzymes intervenant dans le métabolisme des oses surtout
celles agissant dans le catabolisme de ces derniers pendant la digestion. L’alpha-

amylase et ’alpha-glucosidase interviennent dans I’hydrolyse des glucides.
2.1. a-amylases
2.1.1. Définition

L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la
classe des protéines globulaires [5]. Elle est une enzyme ubiquitaire, synthétisée chez
tous les étres vivants [6]. Elle appartient a la classe des hydrolases qui catalyse 1'étape
initiale d'hydrolyse des liaisons a-1,4-glycosidiques dans l'amidon, le glycogeéne, et
d'autres oligo et polysaccharides [7]. Les a-amylases pouvant étre divisées en deux
catégories endomylases et exomylases. Les endomylases catalysent 1’hydrolyse a
I’intérieur de la molécule d’amidon d’une maniére aléatoire. Cette action provoque la
formation d’oligosaccharides linéaires et ramifiés de divers longueurs de chaine. Les
exomylases hydrolysent 1’extrémité non réductrice, pour donner successivement des
produits finaux plus courts [8]. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et

surtout d’a-dextrines.
2.1.2. Nomenclature

Nom commun (Nomenclature [IUBMB) : a-amylase

- Nom systématique : 1,4-alpha-D-glucane,4-glucanohydrolase [6]
- Synonymes : glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A [5, 9,10].

- IUBMB N° (Nom codifi¢) : EC 3.2.1.1.

2.1.3. Structure

Les a-amylases sont des glycoprotéines renfermant 478 acides aminés forment huit
feuillets B plissés et huit hélices o [11,12] répartis en deux domaines globulaires
appelés A (1-380 résidus) forme un tonneau (B /o) et B (381-478 résidus) forme une
boucle a partir du milieu du domaine A. Ces domaines sont associés par une chaine
polypeptidique constituée principalement par des résidus hydrophobes. Il existe

d'autre domaine C 1i¢ au domaine A par une chaine polypeptidique simple et semble

=
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étre un domaine indépendant avec une fonction inconnue. Les résidus constituant le
site de fixation du substrat, ainsi que ceux constituant le site catalytique sont localisés
dans le domaine A, dont la partie glucidique est formée principalement, de D-

mannose, D-glucose, D-galactose, D-xylose, et D-glucosamine.

Les a-amylases sont des métallos enzymes a calcium (un ion calcium par molécule).
Ces ions sont nécessaires a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la

structure en acides aminés de I’enzyme [13].

Domaine A
Domaine B
—— o —— Domaine C

Ca:;—

Figure.3 : Structure tridimensionnelle de 1’o— amylase.

2.1.4. Différentes origines

Les a-amylases sont abondantes dans tous les régnes, elles ont été isolées par

extraction a partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules

microbiennes [14,15].
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2.1.5. Mode d’action

En général, les a-amylases peuvent agir par différents modes d’action. Selon les
conditions (température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme peut utiliser 1’'un

ou I’autre mécanisme et méme une combinaison entre plusieurs mécanismes.

- Attaque aléatoire : n’importe quelle liaison a-(1-4) peut étre hydrolysée a
partir de I’extrémité réductrice. Elle provoque la formation de glucose, maltose et
surtout du D-dextrine.

- Attaque préférée : I’ a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons
glucosidiques dans le substrat.

- Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de 1’enzyme tout
au long de la chaine du substrat et I’enzyme hydrolyse les liaisons glucosidiques sans
se dissocier du substrat.

- Meécanisme uni-chaine : I’enzyme dégrade une chaine avant de passer a
I’autre. Une fois que I’enzyme forme le complexe actif avec le premier substrat, elle
catalyse la réaction et ne forme pas un autre complexe actif avec d’autres substrats
jusqu’a I’achévement de la dégradation de la premiére chaine [19].Mécanisme multi-

chaine : toutes les chaines sont dégradées parallélement [16-21].

2.2. Les a-glucosidases

Les glycosidases (glycoside hydrolases) sont des enzymes trés répandues et
impliquées dans un grand nombre de processus biologiques fondamentaux du
métabolisme des sucres : la digestion des polysaccharides alimentaires dans la bouche
et Iintestin gréle, la dégradation des polysaccharides au niveau du lysosome, ou
encore la glycosylation des protéines au niveau du réticulum endoplasmique et de

I’appareil de Golgil.

Les glycosidases catalysent la dégradation hydrolytique des polysaccharides en
oligosaccharides et en hydrates de carbone monomeéres. De toutes les enzymes
présentes dans la nature, ce sont les plus abondantes, les plus évoluées et comptent
parmi les plus efficaces. Elles arrivent a augmenter jusqu’a 10'7 fois la vitesse de la

réaction de coupure de la trés stable liaison glycosidique C-O.

Selon la nomenclature établie par 1'Union Internationale de Biochimie et de Biologie

-
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Moléculaire (IUBMB) est basée sur la spécificité de substrat, les glycosidases font
partie de la famille EC 3.2.1., dans laquelle le chiffre 3 correspond aux hydrolases, le
chiffre 2 auxglycosylases et le chiffre 1 aux O- et S-glycosidases.

Les glucosides hydrolases sont classifiés dans le groupe EC 3.2.1.x correspondant aux
enzymes catalysant 1’hydrolyse des liaisons O-ou S-glucosidiques. La rétention ou
I’inversion de la configuration absolue du carbone anomérique au cours de

I’hydrolyse permet de séparer les enzymes en fonction de leur mécanisme.

Les a-glucosidases (EC 3.2.1.20, a-D-glucoside glucohydrolase) sont définies
commedes exo-glycosidases catalysant majoritairement I’hydrolyse des liaisons o-1,4-
glucosidiques d’un substrat (comme chez les maltooligosaccharides ou le glycogéne

par exemple) pour libérer un a-D-glucose [23].

2.3. Inhibition enzymatique

La régulation de l'activité enzymatique peut étre assurée par des composés appelés
effecteurs (activateurs ou inhibiteurs) qui agissent directement ou indirectement sur le

site actif de 1'enzyme.

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

[22].

Les inhibiteurs d’enzymes peuvent étre classés en deux types : inhibiteurs réversibles

et inhibiteurs irréversibles.

Les inhibiteurs réversibles s’associent a I’enzyme de maniere non covalente, alors que
les inhibiteurs irréversibles forment des liaisons covalentes stables avec I’enzyme.
L’effet net de I’inhibition correspond a une diminution de la concentration de

I’enzyme active.

Parmi les nombreux médicaments antidiabétiques, 1’acarbose (figure.4) est un

inhibiteur puissant d’enzymes digestives : I’a-amylase, a-glucosidase, la sucrase et la
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maltase. Isolé dans les années 70 d’une souche bactérienne Actinoplanes sp. EE5042,
I’acarbose est le plus largement utilisé pour le traitement du diabéte type?2.

commercialisé par la société Bayer sous le nom Glucor ou Glycobay.

Figure.4 : Structure chimique de la molécule de I’acarbose.

Ces derniéres années, beaucoup d'efforts ont été faits pour identifier des inhibiteurs
efficaces de ces enzymes a partir des ressources naturelles afin d'éviter les effets
secondaires des agents antidiabétiques synthétiques administrés. Heureusement,
divers polysaccharides naturels ont une activité antidiabétique et leur utilisation en

complément des thérapies conventionnelles [24].
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Docking moléculaire

1. Introduction

La modélisation moléculaire est un terme générique qui regroupe différentes méthodes et
techniques qui permettent de simuler et de comprendre le comportement d’un systéme
chimique ou bien physique. Ces techniques dépendent essentiellement de la taille du systéme
¢tudié. Ce dernier peut aller d’un simple atome vers des macromolécules biologiques de

plusieurs dizaines demilliers d’atomes.

Elle sert a expliquer différents aspect des systémes atomiques ou moléculaire entre leurs
réactivités, comprendre les processus de repliement des protéines,
expliquer I’importance de certains acides aminésd’un site catalytique enzymatique. Le
docking moléculaire est une étape cruciale dans la connaissance des modes d'interactions

entre ligands et macromolécules.

2.  Docking moléculaire

On désigne par Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en frangais) les
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier
les modes d’interaction entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur
macromoléculaire le plus souvent une protéine (cible) et d’une petite molécule (ligand). Le

terme docking seul est couramment employer pour désigner un « docking protéine-ligand ».

[1].

Le ligand est généralement une molécule flexible étrangere de petite taille tandis que le

récepteur est une protéine qui posséde un ou plusieurs sites actifs spécifiques.

Le but du docking moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un complexe formé

de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans l’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur.
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Figure.1 : Principe générale d’un docking moléculaire.

Le docking comprend essentiellement deux étapes :

1. le docking proprement dit qui est 1’étape de sélection, qui consiste a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations
possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interaction les plus
favorables.Cette étape peut bien étre faite manuellement mais elle est exécutée souvent de
maniére automatisée a 1’aide d’algorithmes de docking, ce qui améliore la vitesse et la
précision des simulations.

2. le scoring : c’est 1’étape de classement, qui consiste a I’évaluation de 1’affinité entre le

ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnés, lors de 1’étape du docking.

Les outils informatiques utilisés pour accomplir cette tache sont nommés fonctions de score,
en évaluant d’abord les différentes contributions énergétiques pour la stabilisation du
complexe protéine@ligand, et en ordonnent par la suite ces complexes, permettant ainsi

I’identification des modes d’interaction les plus probables.

3.  Les outils du docking moléculaire

3.1 Le récepteur

Le récepteur (cible) est le plus souvent une protéine qui possede un ou plusieurs sites actifs
spécifiques.

Les structures 3D que nous utilisons proviennent de la PDB (« Protein Data Bank », la plus
grande archive de données structurales de macromolécules biologiques, comme les protéines
et les acides nucléiques (ARN et ADN). Cette banque de données a été établie en 1971 et
contenait a 1’époque sept structures [2]. En avril 2011, plus de 72300 structures 3D, dont
environ 67000 structures de protéines sont disponibles et accessibles gratuitement. Elles ont

¢été résolues pour la grande majorité par cristallographie aux rayons X (un peu plus de 63000
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structures) du fait que cette technique présente de nombreux avantages, notamment celui de
ne pas étre limitée par la taille de la protéine.

La RMN fournit, quant a elle, plus de 8800 structures contre seulement 360 dans le cas de la
microscopie €lectronique [3]. De nombreuses informations associ¢es a chaque structure sont
accessibles a I’ensemble de la communauté scientifique via la PDB par un serveur internet

(http://www.rcsb.org/pdb/).

On peut y trouver la séquence correspondante, ses coordonnées atomiques, les conditions
expérimentales (par exemple, la résolution), des images 3D...etc. Cette base de données est
fiable car elle est vérifiée et maintenue par différents centres. Les coordonnées atomiques des
structures se trouvent dans un format de référence, appelé pdb, lu par différents logiciels de

visualisation, de modélisation, de criblage virtuel...etc.

3.2 Le(s) ligand(s)

Le ligand est généralement une molécule flexible étrangere de petite taille.

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des
molécules [4].

A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand donné : La
premicre souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de structures chimiques
appelées chimiothéques ou espaces chimique [5].

Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut

dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2...etc.)

3.3 Le programme

Le docking moléculaire a pour objectif essentielle de prédire la conformation (position et
orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Initi¢ au début des
années 1980, ce domaine s’est développé pour devenir, de nos jours, un outil incontournable
dans la recherche de produits biologiquement actifs [6,7].

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux ou non)
sont disponibles [8].

Les plus fréquemment cités sont respectivement : AutoDock [9], GOLD [10], FlexX [11],
DOCK [12].
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4.  Les étapes du docking

Toutes les approches employant le docking moléculaire utilisent deux étapesindispensables et

complémentaires.

4.1. Recherche conformationnelle (searching)

Consiste a rechercher les conformations du ligand aptes a établir des interactions idéales avec
le récepteur par un algorithme de recherche. Elle doit parcourir au mieux |’espace
conformationnel pour trouver 1’énergie minimale globale. Les algorithmes de recherche de la

flexibilité du ligand peuvent se classer en différentes approches :

A. L’approche classique

Regroupe les méthodes selon lesquelles un jeu de conformeére est généré sans prendre en
compte explicitement les acides aminés du site actif. Par contre, afin de miner I’intérieur de la
protéine, la molécule a analyser est explorée dans certaines conditions physico-chimiques
d’hydrophilie ou lipophilie.

Un autre ¢lément a prendre en compte est le degré de flexibilité de la molécule étudiée. Plus

celui-ci augmente, moins la recherche conformationnelle est exhaustive.

B. L’approche rationnelle
Utilise généralement une fonction de scoring qui guide chaque étape de la construction du
ligand. Une autre limitation est 1’adaptation des fonctions de scoring qui sont généralement

prévues pour une molécule entiére et non pas pour des fragments moléculaires [13].
4.2. Le scoring

Les résultats du docking consistent le plus souvent en différentes poses du ligand dans le site
d’interaction, correspondant a plusieurs conformations favorables que le ligand peut adopter.
Les méthodes de “scoring” permettent d’évaluer 1’énergie de liaison du complexe formé et de
donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra d’une
part de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées, mais également de classer la
meilleure pose de différents ligands pour identifier les meilleurs d’entre eux. En général, le
score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se

complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant du
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passage de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe

[14].

5.  Les algorithmes

Les algorithmes de docking ont été congus pour rechercher de fagon objective, rapide et
efficace les modes d’association récepteur-ligand les plus favorables [1].

Cependant, la recherche de la « pose optimale » du ligand au niveau de son récepteur est une
des difficultés majeures en simulation in silico étant donné que le nombre de possibilités croit
de maniére exponentielle en fonction de la taille des composants. A titre d’exemple, pour
reproduire la structure expérimentale d’un complexe protéine-ligand composés
respectivement de 1562 et 449 atomes, en considérant ces derniers rigides, il faut un nombre
d’essais de I'ordre de 107. En intégrant la flexibilit¢ des molécules, le probléme devient
encore plus important [5].

L’utilisation des programmes de docking a conduit a de nombreux succes dans le domaine de
la découverte de nouvelles molécules bioactives [15]; néanmoins, leurs algorithmes sont
toujours en maturation. Actuellement, il existe une panoplie d’algorithmes de docking qu’on
peut répartir en deux grandes catégories selon la méthode utilisée :

* L’ajustement de fragments.

« Simulation par trajectoire.

v L’ajustement de fragments (matching)

Cette méthode commence par construire un modéle «en négatif» du site actif dit protomol
dans le cas du programme Surflex. Ce modg¢le est constitué par le volume accessible du site et
les points d’interaction tels que les sites de liaison hydrogeéne, les charges ou les sites
lipophiles.

Ces algorithmes sont dits aussi de fragmentation/ reconstruction car, dans un premier temps,
la molécule est découpée en parties rigides et en liaisons flexibles. Par la suite, les parties
rigides sont positionnées en premier et le ligand est reconstruit de proche en proche, explorant
diverses conformations lors de la mise en place des liaisons flexibles [16]. Des logiciels tels
que DOCK [12], Surflex[17] utilisent cette approche qui permet notamment un criblage

rapide de vastes librairies de composés [18].
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v' Simulation par trajectoire

La seconde approche, par trajectoire, est plus précise : a partir d’une position initiale
aléatoire, a I’extérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site étudié
par la répétition successive de mouvements et d’évaluations de I’interaction ligand-récepteur.
Les mouvements sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de
changement de conformation et bien entendu, 1’algorithme s’arréte lorsqu’il trouve la position

idéale du ligand dans le récepteur [18].

Ces techniques sont plus lentes que celles par matching mais prennent mieux en compte la
flexibilité du ligand et permettent 1’exploration de régions plus vastes. Dans cette catégorie

nous pouvons citer GLIDE, GOLD et AutoDock .

5.1. Algorithme Génétique Lamarkien (AGL)

Les algorithmes génétiques (AG) reprennent des mécanismes et la terminologie de la
génétique naturelle et de I’évolution biologique. L’organisation d’un ligand en complexe avec
un récepteur peut étre définie par un jeu de parameétres décrivant la position, I’orientation et la
conformation du ligand par rapport au récepteur. Ces parameétres sont les chaque variable
d’état correspond a un geéne. La valeur de ces variables correspond au et les coordonnées

atomiques associées correspondent au Chaque état défini du ligand correspond a [18].

6. Fonction de score

La fonction de score fournit un mode permettant de classer le positionnement des ligands
proportionnellement a un autre. Idéalement, le score devrait correspondre directement a
l'affinité de liaison du ligand pour la protéine, de sorte que les ligands présentant le meilleur

score soient les meilleurs liants. Les fonctions de scoring peuvent étre empiriques [19].

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant du

passage de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe.
Le principe thermodynamique est le suivant :

AG = AGcomplexe — AGligand - AGprotéine..............ccoveveineenenn... 1
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6.1. Fonctions de score basées sur les champs de force

OLes fonctions de score basées sur un champ de force calculent, par mécanique moléculaire,
I’énergie d’interaction du complexe récepteur-ligand (interactions intermoléculaires) et
’énergie interne du ligand. Les interactions entre récepteur et ligand comprennent souvent des
termes de Van der Waals et électrostatiques. L’énergie interne du ligand est généralement
¢écrite de maniére similaire [20,21]. Les fonctions de score qui se basent sur les champs de

force sont par exemple : Goldscore [22], DOCK [23] et Autodock [20, 24].

6.2. Fonctions de score empiriques

Les fonctions empiriques de score estiment 1’affinité des complexes protéine-ligand en
additionnant des termes d’interaction (liaison hydrogene, interaction hydrophobe, interaction

ionique ...). Elles sont utilisées dans la plupart des algorithmes d’amarrage.
6.3. Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based »

Ces fonctions de score sont construites a partir de régles fondées sur une analyse statistique
des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement. La fonction PMF (Potential of

Mean Force) fait partie de cette classe de fonction [23].

7.  Interaction protéine-ligand

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du ligand
avec I’architecture protéique. Cette association est assurée grace a plusieurs types de liaisons
faibles.

En effet, La capacité de la protéine a fixer sélectivement et avec une grande affinité son ligand
repose sur la formation de différents types d’interactions non covalentes parmi lesquelles :

v Les interactions électrostatiques : liaisons ioniques résiduelles faibles, proviennent de
L’interaction entre deux atomes de charges opposées conduisant a la création d’une force

attractive.
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Figure. 2 : Interactions électrostatiques.

Les interactions de Van der Waals : forces ¢électrique résiduelles faibles, résultent de
I’interaction entre deux atomes, ou groupements d’atomes, adjacents neutres constituant des

dipoles opposés et conduisant a la création d“une force attractive avec une distance de 3 a 4,5

A approximativement.

Figure .3 : Les forces de Van Der Waals.

v Les liaisons hydrogene : découlent de I’interaction électrostatique entre un élément
trés €lectronégatif portant au moins un doublet non liant et un atome d’hydrogeéne. Ces
interactions sont plus fortes que celles des forces de Van der Waals et elles se font sur une

distance qui varie entre 2,2 et 4A.
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Figure.4 : La liaison hydrogéne.

Les interactions hydrophobes : sont des chaines organiques saturées ou aromatiques non
polaires ayant trés peu d'affinité pour I’eau.
Ils ont tendance a se positionner de maniére a présenter la plus faible surface de contact avec

'environnement aqueux.
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Figure.5 : Interactions hydrophobes.
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Introduction

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a appliquer la technique du docking
moléculaire afin de prédire le mode d’inclusion et d’interaction de la synéphrine (para et
méta) au sein de 1’alfa amylase et 1’alfa glucosidase d’une part et d’évaluer leurs affinité

d’une autre part.

Aussi nous avons réalisés le docking moléculaire pour chaque récepteur avec 1’acarbose

connu comme un médicament qui a un fort pouvoir inhibiteur envers ces enzymes.
2. Matériels et méthodes

2.1. Logiciel

Nous avons utilisé Auto Dock-vina [1], un logiciel d’amarrage moléculaire trés répondu et
connu par sa fiabilité et sont pouvoir de reproduire les ligands déja complexés et utilisé dans

le docking moléculaire.

Auto Dock Vina utilise un algorithme de recherche d’optimisation globale stochastique
detype Iterated Local [2]. La fonction de scoring utilisée par Auto Dock Vina permet de faire
la somme descontributions intramoléculaires et intermoléculaires du systéme d’une maniére
inspirée par le programme Xscore [3] qui utilise une fonction de score empirique. Elle

combine ainsi les avantages des fonctions de score empiriques et knowledge-based [1].

2.2. Préparation des récepteurs

11 suffit de consulter la PDB (Protéine Data Bank) et d’inscrire le nom de la structure pour
télécharger le fichier du récepteur au format pdb indispensable a 1’opération de docking

moléculaire.

Le fichier pdb contient diverses informations sur la macromolécule telle que le nom du
récepteur, 1’équipe qui a résolu la structure, la méthode expérimentale, ...etc. On y retrouve
aussi des informations sur la structure primaire, les hétéroatomes (ligand, métaux, résidus
modifiés, ...etc.), la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui
déterminent la position exacte de chaque atome dans une conformation donnée. Enfin, la
derniere section du fichier fournit des informations sur les connections chimiques entre les

atomes.

Parmi les protéines proposées par la PDB, nous avons choisi les codes suivants :
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- 1HNY, 1SMD, 4W93 et 4U4Z pour I’a-amylase.
- 3A4A, 3TOP, 3W37, 2ZE0 pour I’ a-glucosidase.

Avant son utilisation par Vina, chaque enzyme est séparé de son ligand de Co-cristallisation

afin d’obtenir un récepteur avec un site actif libre.

Il est ensuite préparé en éliminant les molécules d’eau et en définissant les charges partielles
des atomes par l'intermédiaire du sous-programme Auto dock Tools (ADT) qui attribue des

charges de type "Kollman" calculées avec le champ de forces empirique MMFF.

Il est aussi nécessaire de rajouter au récepteur les hydrogenes dits polaires c’est-a-dire «

essentiels ».

Le fichier ainsi préparée est converti par Vina au format pdbqt qui correspond aux données
des charges. Enfin, on intégre dans ce fichier les paramétres de solvatation des atomes avant

de I’enregistrer dans le format pdbqt (format propre a AutoDock).
2.3. Préparation des ligands

Les ligands étudiés ont été téléchargés via la chimiothéque Pubchem puis optimisées avec la
méthode DFT (B3LYP/6-31++(d,p)) implanté dans le logiciel Gaussian09 pour trouver les

conformations les plus stables.

Les molécules ainsi obtenues sont enregistrées en format pdb. La phase finale de préparation
du ligand est réalisée par I’ADT. Ce dernier a pour rdle de controler les mouvements du
ligand, en définissant les atomes aromatiques, les liaisons flexibles et les angles de torsion. La

molécule finale est enregistrée en format pdbqt avant son utilisation pour docking.

2.4. Calcul des grilles de potentiel

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de I’énergie du systéme, le récepteur est plongé dans
une grille tridimensionnelle englobant largement le site actif de la protéine étudiée et
permettant la libre rotation du ligand dans ce site. Le centre de cette boite est déterminé par
les coordonnées X et Y et Z avec les dimensions A°. L’espacement ou la maille de la grille est
fixé 3.375 A. La boite est alors centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a

la taille de tous les ligands étudiés.
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Tableau 01 : La boite GRID BOX des enzymes.

Receptor

1HNY
1SMD
4UZU

4W93

3A4A
3TOP
3W37

2ZE0

Centre X (A°) Centre Y (A°)

8.444

8.903

33.809

-11.95

21.544

-5.6

0.301

12.531

a-amylase

58.668
38.125
2.933

3.634

a-gucosidase

-7.476
35.700
-2.798

5.307

Centre Z (A°)

19.247
6.260
30.015

-22.996

24.158
26.324
-23.212

34.700

Démentions (A’)

40x40x40
40x40x40
50x50x50

44x44x44

40x40x40
40x40x40
44x44x44

40x40x40

s
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Résultats et discussions

1. Docking

Les énergies de complexations ligands@recepteurs obtenues par docking moléculaire sont

mentionnées dans le tableau.2.
D’aprés 1’évaluation de I’affinité on remarque que :

- T’acarbose présente la meilleur affinité enversles deux classes d’enzyme avec une
énergie d’interaction qui varie entre -7.6 et -9.2 Kcal/mol. Alors on peut constater
qu’il a un effet inhibiteur fort.

- L’energie d’interaction synéphrine@enzyme varie entre -6.0 et -7.4Kcal/mol avec le
conformeére m-synéphrine et entre -5.4 et -6.6 kcal/mol avec le conformére p-
synéphrine respectivement. L’écart d’energie de complexation de ces conformeres est
inférieur a 1kcal/mol.

- les résultats obtenus révélent un taux d'inhibition de para plus faible que celui de méta.

Tableau.2 : Résultats de Docking moléculaire des ligands.

Ligand p-synéphrine  m-synéphrine Acarbose
Récepteur
THNY -5.6 -6.1 -8.6
1SMD -5.9 -6.3 -7.6
a-amylase 4UZU -5.6 -6.3 -7.7
4W93 5.4 -6.0 9.0
3A4A 6.6 -6.9 9.2
3TOP -6.6 -7.4 -8.6
a-glucosidase 3IW37 6.2 7.1 -8.6
2ZE0 -5.8 -6.3 -8.4

Sur la base de I’affinité vis-a-vis aux récepteurs, on peut classer les ligands par ordre

décroissant pour chaque enzyme : acarbose > m-synéphrine > p-synéphrine.
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Cet ordre montre que I’acarbose est le meilleur inhibiteur de cette classe d’enzymes ce qui

justifier son utilisation comme médicament anti diabéte.

Les résultats du docking réalisés montrent que le complexe enzyme(@acarbose est plus stable

que le complexe enzyme@syméphrine.

Par comparaison des valeurs d’affinité, nous avons choisi pour chaque récepteur le complexe

de forte interaction avec la synéphrine.

On constate que 1’isomére m-synéphrine a une forte interaction avec les enzymes 1SMD et

4ZUZ pour I’alpha amylase et avec 3TOP et 3W37 pour 1’alpha glucose respectivement.

2. Analyse visuelle
2.1. Interaction ligand — alfa amylase
L’arrimage du complexe acarbose@a-amylase a fourni les modes d’interaction illustrés dans

I’annexe 2.

Les complexes sont stabilisés par plusieurs liaisons hydrogenes conventionnelles formées
avec les résidus GLN 63, LYS200, HIS201et HIS305 de I’enzyme 1SMD et avec les résidus
ARG1262, HIS236 de I’enzyme 4UZU (Voir Annexe.2).

Tandis que Les modes d’interaction qui régissent la formation du complexe synéphrine @a-

amylase sont de type :

- Hydrogeénes,
- Hydrophobes,

- Etélectrostatiques

oLl
LHEE

ASP
|, .olg)

.
B30

5

Figure.1 : Mode d’interaction 1SMD (@ p-synéphrine.
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Figure.2 : Mode d’interaction 1SMD @ m-synéphrine.

Pour 4UZU les points de fixation sont : TYR199 (hydrophobe) pour p-synéphrine et
ASP165 (¢électrostatique) pour m-synéphrine.

GLY
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Figure.3 : Mode d’interaction 4UZU@ p-synéphrine.
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Figure.4 : Mode d’interaction 4UZU(@ m-synéphrine.

2.2. Interaction ligand @ a- glucosidases

L’étude de mode d’interaction du synéphrine (p et m-synéphrine) avec le site actif de
différentes enzymes permet de montrer les interactions qui agissent sur la stabilité¢ du
complexe ligand-enzyme et par conséquent choisir 3TOP et 3W37. Les résultats sont

mentionnés dans 1’annexe.3.

- Pour 3TOP le point de fixation du p-synéphrine: LEU152 (hydrophobe), et m-
synéphrine : PHE1559 (hydrophobe), ASP1420 (électrostatique).

LEU
PRO A1524
A:1160
—
H
3 -H
THR
h1137 el
K113

Figure.5 : Mode d’interaction 3TOP@ p-synéphrine
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Figure .6 : Mode d’interaction 3TOP@ m-synéphrine.
- Pour 3W37 le point de fixation du p-synéphrine HIS626 (hydrogene), ASP469
(électrostatique), et m-synéphrine: PHE601, TRP329 (hydrophobe), ASP469

(électrostatique).
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Figure.7 : Mode d’interaction 3W37@ p-synéphrine.
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Figure.8 : Mode d’interaction 3W37@ m-synéphrine.

Ces résultats révelent une inhibition du métabolisme des molécules a-amylase et a-

glycosidase par ’acarbose ce qui est en accord avec les résultats expérimentaux.

D'apres ces résultats on peut constater que la synéphrine peut exercer un effet inhibiteur sur

ses enzymes, moins faible que celui de 1’acarbose.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons envisagé une étude computationnelle par docking
moléculaire pour évaluer I’inhibition des enzymes a-amylase et o-gycosidase, d’une
part par les composés méta et para synéphrine (constituants naturels de 1’orange

amer) et par I’acarbose (médicament antidiabétique) d’une autre part.

Les enzymes a-amylase et a-gycosidase digérent les hydrates de carbone. L'alpha-
amylase hydrolyse les amidons complexes en oligosaccharides, tandis que l'alpha

glucosidase hydrolyse les oligosaccharides en glucose et autres monosaccharides.

L'inhibition de ces enzymes bloque le processus de la dégradation des
oligosaccharides, stoppant la digestion des carbohydrates, et permettant ainsi de régler

le taux de glucose dans le sang chez les diabétiques.

Les résultats obtenus montrent que:

- D’acarbose posséde la meilleure affinité par rapport aux synéphrine vis-a-vis
les enzymes étudiés.

- le composé m-synéphrine possede la plus forte action sur I’a-amylase et I’ a-
gycosidase par rapport a I’isomeére para.

- La synéphrine peut empécher I’activité des enzymes clés dans le métabolisme
des glucides.

- Les principales interactions qui guident et orientent les ligands au sein des

macromolécules sont de type hydrophobiques ou hydrogénes.

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude n’est qu'une étape préliminaire
dans la recherche. Le mécanisme d’action du synéphrine en tant qu’inhibiteur a notre
connaissance n’a jamais été décrit, en utilisant le docking moléculaire. Alors, il est

souhaitable d’accomplir et d’enrichir ce travail.
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Annexe .2

Proteins 1SMD 4UZU
ligands p-synéphrine | m-synéphrine | Acarbose | p-synéphrine | m-synéphrine | Acarbose
interactions HIS299 GLNG63 ALA200 TRP139 ARG1262.
Hydrogénes 2.09 A 2.70 A 2.79 A 3.54 A 61 A
LYS200 GLY108 TRP166 HIS236
241 A 3.66A 3.49 A 222 A
233 A
HIS201
2.49 A
HIS305
3.50A
interactions TYR62 TYR62 TYR199
hydrophobes 4.82 A 4.61 A 533 A
interactions ASP165
3.82 A

électrostatiques




Annexe.3

Proteins 3TOP 3W37
ligands p-synéphrine | m-synéphrine Acarbose | p-synéphrine | m-synéphrine | Acarbose
interactions ASP1526 ARG1285 ALA234
Hydrogénes 2.74 1.97 2.65A
ARG1377 SER497
1.91,2.32 2.73 A
1.93 A
ASP1281 2.16 A
3.08
ARG552
GLN1286 1.80 A
3.28 2.85A
ILE233
GLN1372 3.52A
2.17
TYRI1251
2.77
interactions LEU152 PHE1559 TRP329
hydrophobes 348 A 5.09 A 523 A
PHE601
481 A
interactions ASP1420 ASP469 ASP469
électrostatiques 4.62A 4 A 4.6 A




	1.1. Les propriétés de la synéphrine  


