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Introduction

Introduction :

La recherche et la synthése de nouveaux composés chimiques sont aujourd’hui souvent
associées a une étude par modélisation moléculaire. C’est une technique permettant, non
seulement de représenter les propriétés et les réactions chimiques mais aussi de manipuler les
modeles de structures en deux ou trois dimensions. Elle implique 1’utilisation des méthodes de
calcul théoriques (mécanique moléculaire, dynamique moléculaire, docking moléculaire)
permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la configuration
des atomes d’une molécule et d’évaluer les propriétés physico-chimique de la molécule
étudiée.

On peut étudier aussi par modélisation moléculaire les systemes biologiques tels que les
enzymes car ces dernicres sont le moteur derriere les processus biochimiques. En effet, qu’il
s’agisse d’un processus normal tel que la croissance d’une plante ou d’un processus anormal a
I’origine d’une maladie, il y a fort a parier que celui-ci est d0 a la présence d’une enzyme. En
conséquence, les enzymes représentent des cibles tout a fait intéressantes dans le cadre de

traitements medicamenteux [1].

Le terme conformation qualifie toute 1’architecture tridimensionnelle d’une protéine ; ce
terme ne doit pas étre confondu avec celui de configuration qui précise une possibilité
géométrique pour un ensemble particulier d’atome pour passer d’une configuration a une
autre, il faut nécessairement rompre des liaisons covalentes et les réorganiser ; par contre les
diverses conformations d’une protéine peuvent étre obtenues sans aucune rupture de liaison

covalente.

La composante clef de cette conformation est la recherche conformationnelle, dont
I’objectif est d’identifier les conformations préférées d’une molécule, ces conformation
préférés vont déterminer le comportement de ces molécules, cela exige d’habitude que nous
localisions les conformations qui sont aux points minimaux sur la surface d’énergie potentiel
[2].

Les méthodes de minimisations jouent un r6le crucial dans la recherche
conformationnelle car elles donnent a la fois la rapidité et la précision des résultats, donc il
faut bien choisir entre les méthodes proposées en considerant leur efficacité et le nombre
d’opération qu’elles demandent pour atteindre la convergence minimale [3].

La minimisation de 1’énergie potentielle d’'une molécule consiste donc a résoudre un

probléme d’optimisation de géométrie, presque toutes les méthodes de minimisations ont au

1
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moins un point en commun : le commencement a un endroit approximative de I’hyper surface

énergie potentielle qui correspondre a une géométrie tres approximative [4].

Cette hyper surface de I’énergie potentielle est I’ensemble de point générés par la
fonction de 1’énergie potentiel, cette derniere qui est fonction de variable géométrique du
systéme moléculaire étudi€, elle sera représentée par une courbe de potentiel, I’ensemble de
points générés par la fonction est plan [5].

Notre travail consiste a étudier 1’inhibition de la DPP4 (dipéptidyl-peptidase-4) par les
méthodes de modélisation moléculaire. Les inhibiteurs étudiés sont les dérivés des plantes

naturelles.
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Chapitre 01 Le Diabete de Type 02

1/ lintroduction :

Le diabéte a été decrit en 4000 avant Jésus-Christ dans les ouvrages de la Chine. Les premiers
symptomes de cette maladie ont été identifiés dans 1’antiquité par les Egyptiens et les Grecs,
comme la soif et les mictions fréquentes .Le mot diabéte vient du mot grec « diabainine » qui
signifie « passer par » [1-3].

Le diabete de type 2 est considéré aujourd’hui comme le probléme chronique de cet ere.
Cette maladie est liée au mode de vie et aux differentes habitudes alimentaires au cours des 30
derniéres années, ou elle a connu un développement important et touche plus de 350 millions
de personnes dans le monde. La mortalité du diabete de type 2 est due a des complications
entrainant des événements cardiovasculaire grave tels qu’un infarctus de myocarde ou un
accident vasculaire cérébrale .Le risque d’événement cardiovasculaire est trois fois plus éléve
chez les patients diabétiques.

L’Hyperglycémie est considérer comme 1’un des facteurs dangereux qui conduisent a
I’apparition des maladies cardiovasculaires, et jusqu'a présent, il s’agit d’un grand effort en
termes d’examen et de prévention pour empécher le développement de cette épidémie dans le
monde entier.

En effet, le traitement de I’hyperglycémie, de I’hypertension artérielle, ou encore de 1I’obésité,
qui font partie des facteurs de risque couramment utilisés associés au syndrome métabolique,
permet de réduire les déces liés au diabéte de type 2 [4].

Réellement, il existe de nombreuses plantes qui sont utilisées dans le traitement
traditionnel de cette maladie étudiée, mais peu d’entre elles qui ont des propriétés
scientifiquement prouvées aident a la réduire, c¢’est donc un remede naturel [5].

Dans ce chapitre, nous fournissons une explication simple du diabéte, sa classification, ses

symptdmes, ses complications et son traitement.
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2/ Deéfinition de diabéte :

Le diabéte est une augmentation du taux de glucose dans le sang « hyperglycémie » (plus de
1,269/1) et aussi une affection chronique résultant soie a une insuffisance génétique ou acquise
de la production d’insuline par le pancréas, soit du fait que cette insuline est insuffisamment
actif. Cette carence entraine une élévation de la glycemie (hyperglycémie : concentration de
glucose dans le sang) qui, a son tour, endommage de nombreux organe, en particulier les

vaisseaux sanguine et les nerfs [6].

3/Classification de diabéte :

La classification de diabéte a été révisée par I’ American Diabetes Association (ADA) en 1997
et ’Organisation mondiale de la santé (OMS) en 1999. Actuellement, elle est basée sur la
physiopathologie des différentes formes clinique et génétique de la maladie, et n’est plus en
fonction du traitement recu (OMS 1999 ; ADA 2012) [7].

Il ya trois classes :

3.1/ Diabéte de type 1 : (insulinodépendant DID)
Le diabéte de type 1 apparait dans environ 10% des cas de diabete, et cela est causé par des
cellules qui arrétent la production d’insuline, qui est généralement préfére par une

prédisposition génétique chez les jeunes et les enfants [8].

3.2/ Diabeéte de type 2 : (non insulinodépendant DNID)

Le diabete de type 2 est connu comme une hyperglycémie chronique, c’est-a-dire qu’une
glycémie a jetine supérieure a 1,26 g/L est observée deux fois, ou une glycémie supérieure a 2
g/l a deux reprises [9].

Le diabéte de type 2 ou diabéte gras, est une maladie assez peu spécifique qui survient apres
I’age de 40 ans, en particulier chez les personnes en surpoids ou ayant des antécédents
familiaux de la méme maladie. Elle se développe insidieusement et reste longtemps
asymptomatique, c’est-a-dire sans signes clinique. En conséquence, de nombreux diabétiques

ignorent leur état [10].
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3.3/ Diabéte gestationnel :

Le diabéte gestationnel est un trouble de la tolérance glucidique qui conduise une
hyperglycémie ,la prévalence de ce type de diabéete est tres variable ,mais elle augmente
partout dans le monde , ce qui est lié a I’obésité et au diabéte [11]. Il a été défini par I’ADA
et ’OMS comme degré d’intolérance aux glucides qui apparait pendant la grossesse pour la
premiére fois [12].

DIABETES MELLITUS

EHamitivy: Insulin
e tor

(((((((((( = N recep

tnsulin
R A Glucose =

Pancreas fallure to
----------------------

Type 2 -
nddsg cose

Insulin

Figure 1: Une comparaison entre le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2

4/ Deéfinition de diabete de type 2 :

Le DT2 appelé DNID, est une maladie métabolique, elle se caractérise par une hyperglycémie
chronique, c’est-a-dire une augmentation prolongée de la concentration de glucose dans le
sang.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) propose une définition de DT2 en 2006 :

- Une glycémie> 1,26 g/L (7 mmol/L) aprés un jetne de 8 heures et vérifiée a deux reprises

- La présence de symptdbmes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement) associée une
glycémie >a 2 g/L (11,1 mmol/L)

-Une glycémie > a 2 g/L (11,1 mmol/L) 2 heures apres une charge orale de 75 g de glucose

[13,14].

Le DT2 est considéré comme une maladie secondaire en raison d’un manque de sécrétion
d’insuline et /ou d’un défaut du fonctionnement de 1’insuline et de son effet sur les tissus
cibles. Un excés de poids dans la région abdominale est également observé chez tous les
patients atteints de diabete de type 2. Les symptdmes externes qui peuvent aidé au diagnostic
ne peuvent pas toujours étre remarqués, comme il 1’a déja mentionné dans ’OMS : une soif
extréme, des mictions fréquentes et une perte de poids. Les médecins ne peuvent pas détecter
immédiatement le DT2 et il n’est pas diagnostiqué car il est malin et apparait
progressivement. Parfois, la survenue de complications causées par le DT2 peut étre la

principale raison de sa découverte [13-15].
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5/ Symptoémes de diabéte deséquilibre :

Fatigue Somnolence langue séche  soif importante

* Troubles de la vision

* Perte de poids

» Somnolence

* Envie fréquente d’uriner
* Soif intense

* Langue seche

* Douleurs abdominales

» Malaise et nausées

» Fatigue

* Faiblesse

* Torpeur [16].

6/ Complication :

Les deux types de diabétes peuvent affecter différentes parties du corps et peuvent augmenter
le risque de déces prématuré. Parmi ces complications potentielles figurent une crise
cardiaque, un accident vasculaire cérébral, une insuffisance rénale, une perte de vision, une

jambe a part entiere, et des lésions nerveuses [17].
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vi? w
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[ macroanciopatries | microancioparsies | neuropaTHies |
Figure 2 : Les complications du diabete

7/ Les facteurs de risque :

De nombreux facteurs peuvent contribuer a 1’émergence du DT2. Certains facteurs de risque
tels que : age supérieure a 45 ans, antécédents de diabete gestationnel, faible poids a la
naissance, antécédents familiaux de diabéte (un parent ou un frére ou une sceur) et 1’origine
géographique ne peuvent étre modifiés. Cependant, d’autres facteurs de risque sont
modifiables, il s’agit du surpoids, du manque d’activité physique et de la consommation de
tabac. Une mauvaise régulation du suce ou le prédiabéte, 1’hypertension et
I’hypercholestérolémie sont également des facteurs de risque modifiables dans une certaine

mesure selon les personnes, pouvant déclencher 1’apparition d’un diabéte de type 2 [13] [18].

8/ Traitement :

On peut le traiter dans un premier temps en suivant une alimentation équilibrée, ou une
diete nutritionnelle, puis a un traitement avec des antidiabétiques, qui se font soit au niveau de
la bouche, soit des injections, qui nécessitent un régime et une activité physique afin d’obtenir
plus d’efficacité .

Diabéete de type 2,
une prise en charge graduce

Hygiéne de vie
= perte de poids
= activite physique
e alimentation eéquiilibree

Medicaments

- metformine

e difféerentes moléecules
seules ou associeées

Insulinothérapie

seule ou associéee
a des medicaments

Figure 3 : Traitement de diabéte de type 2
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Chapitre 02  Les Principales Approches De La Modélisation Moléculaire

1/ Introduction :

Pendant longtemps, la recherche s’est essentiellement basée sur des expériences scientifiques
avec la difficulté de comprendre I'ensemble des réactions chimiques qui
se déroulent enune fraction de milliseconde dans le tube a essai. Mais la
puissance des outils informatiques a changé les données [1].

La modélisation moléculaire est uneméthode qui compléte 1’expérience, caractérisée par la
rapidité et I’obtention de quantités qui dépassent les capacités du laboratoire, dans des
conditions contrdlées telles que la pression, la température et la pureté, etc [2].

Cet outil informatique se caractérise par la prédiction de la structure et des propriétés
chimique de molécules ou de systeme de molécules. Elle permet, actuellement, non seulement
de développer des mécanismes de complexité et des profils énergétiques, mais également de
justifier et prédire les conformations les plus stables et les intéractions ligands — substrats.
Avec tout cela, la nature de ces systemes moléculaires, pose plusieurs problémes : malgré leur
taille, qui peut supporter des millions d’atomes, ils compliquent les mécanismes et les
processus chimiques qui s’y déroulent, et c’est pourquoi il faut toujours s’adresser a un
specialiste de domaine. Plusieurs approches ont été élaborées pour réaliser la modélisation
moléculaire [3].

Les méthodes les plus courantes et les plus utilisées sont [4] :

¢ les méthodes quantiques (QM)

¢ La mécanique moléculaire(MM)

¢ La dynamique moléculaire(MD)

¢ Les méthodes QSAR, QSPR.

¢ Le Docking moléculaire

Récemment, les techniques de modélisation moléculaires ont été considérées
comme une technique analytigue au méme titre que la RMN ou d’autres techniques
spectroscopiques (IR, UV, dichroisme,...) et interprétation des résultatsobtenus [5,6]

Dans ce qui suit, nous allons parler des différents types de méthodes de modélisation
moléculaires (les méthodes quantiques, la mécanique moléculaire et la dynamique

moléculaire et le Docking moléculaire).

11



Chapitre 02  Les Principales Approches De La Modélisation Moléculaire

2/ Les méthodes de chimie quantique :

La chimie quantique est une branche de la chimie théorique spécialisée dans le calcul
des propriétes structurales (géométries, fréquences de vibration, etc.), énergétiques (énergies
de liaison, énergies d’excitation, etc) et réactionnelles (barriéres d’activation, liaisons
chimiques, etc) des systemes moléculaires pour étudier leurs processus et leurs propriétés
chimiques en appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux électrons.

Cette spécialisation a donné plusieurs significations claires aux phénoménes au niveau
moléculaire ce qui a rendu les chimistes capables de concevoir de nouveaux outils pour la
prédiction quantitative, des energies et des structures de ces édifices.

Plusieurs algorithmes de calculs tres précis sont utilisés pour réduire I'énergie totale en
fonction des paramétres structuraux et pour obtenir la structure la plus stable des composés
étudiés [7].

L’objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer I’énergic et la

distribution électronique [8].

3/ Les méthodes non quantique :

3.1/ La mécanique moléculaire :

La mécanique moléculaire est une méthode d'analyse conformationnelle qui est basée sur des
données de la mécanique classique de la structure moléculaire, ce qui nous permet de réduire
I'énergie afin d'obtenir des conformations a basse énergie du systeme moléculaire.

Ces atomes sont considérés comme des points matériels qui sont reliés entre eux par différents
types de force. Ces forces d’interaction sont représentées par des fonctions d’énergie
potentielle qui permettent des minimisations de 1’énergie (E,), qui peut étre decrite comme
étant la somme entre 1’énergie interne du systeme (E;,,), son énergie potentielle externe

(E.,.) et I’énergie des contrainte (E,,,) [9].

Ep= E ext+ E ctr+ Eint
3.1.1/ Champ de Force en Mécanique Moléculaire :

On dit d’un champ de force qu’il s’agit d’un modele mathematique qui représente 1’énergie
potentielle d’une molécule en mécanique moléculaire. Les champs de force expriment la
moyenne des intéractions électroniques entre les atomes [11]. Fait référence a la fois,
I’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les parametres qui la composent
[12].
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Il existe dans la littérature de nombreux et différents types de champs de force empiriques
permettant de modéliser des systémes de nature différente :
- CHARMM [13,14]
-AMBER([15,16]
-GROMOS 96 (Groningen molecular simulation package) [17,18]
- SPASIBA :(Spectroscopic Potentiel Algorithm for Simulating biomolecular conforamtional
Adaptability [19]

3.2/ Dynamique moléculaire :
La Dynamique Moléculaire utilise les lois et les regles de la mécanique classique, pour
simuler les trajectoires des atomes en phase cristalline, en solution ou en phase gazeuse
[20,21]. Les simulations de la dynamique moléculaire permettent de calculer les positions et
les vitesses d’un systéme d’atomes [22].
En dynamique moléculaire classique [23,24], chaque atome de la molécule est étudié comme
une masse ponctuelle dont le mouvement est déterminé par I’ensemble des forces entrainé sur

lui par les autres atomes en fonction du temps.

3.2.1/ Calcul de la Dynamique Moléculaire :
Le calcul de la dynamique moléculaire se compose de trois phases distinctes :
Initialisation : la dynamique moléculaire nécessite un ensemble de coordonnées et vitesses
initiales. La géométrie de départ utilisée provient d’une structure générée expérimentalement
lorsque cela est possible, sinon elle est générée par un champ de force utilisé.
Thermalisation : Il faut chauffer le systeme pour 1’examiné a la température souhaitée. On
utilise comme structure initiale la structure minimisée. La surchauffe nécessite généralement
2 a 10 ps de simulation.
Equilibration : C’est une étape importante pendant laquelle la température de systeme est
stabilisée, il y a alors un échange important entre 1’énergie potentielle et 1’énergie cinétique.
11 s’agit d’une étape au cours de laquelle la température est régulierement vérifiée et ramenee
a la fenétre souhaitée. La température de déviation se fait suivant un processus de relaxation
ou la température est recalculée aprés chaque étape et ramenée a la température de référence
[25].
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3.3/ Docking moléculaire :

3.3.1/ Principes Théoriques :

Le Docking moléculaire vise a anticiper la structure d’un complexe moléculaire a travers des
molécules isolées, cette combinaison est réalisée par plusieurs méthodes et techniques qui
permettent d’étudier le schéma d’interaction entre deux molécules. C’est pourquoi nous
constatons que ces programmes informatifs d’amarrage sont donc des outils tres utiles en
chimie, biologie, pharmacie et médecine, parce que toutes les molécules dans laquelle ils sont
actifs sont des petites particules (ligand) qui intéragissent avec une cible biologique
d’importance thérapeutique. Comme la plupart des récepteurs macromoléculaires sont des
protéines, le terme Docking ou amarrage seul est largement utilisé pour désigner un « docking
protéine-ligand »[25].

Le docking moléculaire vise a modéliser le type d’interaction d’un complexe composé de
deux ou plusieurs molécules, en cherchant des directions dans ’espace et des conformations
favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [26].

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking proprement dit
et le scoring :

* Le Docking (la premiére étape) est 1’étape de sélection, consistant a mettre en ordre le ligand
dans le site actif de la protéine et a comparer les conformations, positions et orientations
(poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables.

* Le Scoring (la deuxiéme) est 1’étape de classification, qui inclure a clarifier ’affinité entre le
ligand et la protéine et a attribuer un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce

score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées [25].

ligand

‘ -
u docking scoring
recepteur

.. ete

complexe

Figure 1: La simulation de docking
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Dans ce chapitre, nous tenons a présenter les differents matériaux utilisées dans le cadre de
notre recherche.
1/ Matériels :

1.1/ Présentation de I’enzyme utilisé :
Nous avons utilisé la DPP4 comme enzyme pour effectuer ce travail, cette enzyme appelée
Dipeptidyl Peptidase-4 (DPP-4),elle est impliquée dans la maladie de diabete de type 2.

1.1.1/ Dipeptidyl Peptidase-4 (DPP-4) :

La DPP4, Dipeptidyl peptidase 4 est également référencer sous le nom d’ADCP 2 (Adenosine
Deaminase Complexing Protein 2) et de CD26. et aussi (3F8S) dans la banque de donnée
PDB. La dénomination CD26 est géneralement utilisée pour référencer a son réle dans la
fonction immunitaire. La DPP4 est composée de 776 acides aminés, elle contient 2 plus
grand chaine des acides aminés (chaine A et chaine B) [1]. Cette hormone agit pour
décomposer deux hormones présentes dans 1’intestin appelées incrétines (GLP1 et GIP),
produit lorsqu’une personne mange, et ces hormones agissent pour stimuler la sécrétion
d’insuline afin de réduire le taux de sucre dans le sang. Dans la maladie de DT2, soit il y a un
manque de sécrétion d’insuline, soit cette insuline est inefficace et donc le taux de sucre dans
le sang augmente[2]. Plusieurs médicaments ont été développés pour inhiber 1’action de
I’hormone DPP4, évitant ainsi la dégradation des deux hormones intestinales, augmentant

ainsi la sécrétion d’insuline [3].

Figure 1 : Structure de Dipéptidyl Peptidase-4 (3F8S)

Enzymes Classification | Poids moléculaire | Chaine | Longueurs | Angle (°) Résolution
(Kda) (A) A

la DPP-4 Hydrolase 25634,63 A, B a= 65 ,43 0.=90.00 2,43

code b=67,14 B =90.00

PDB 3F8S c=421,53 vy =90.00

Tableau 1 : Les données cristallographique pour I’enzyme DPP-4
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1.2/ Présentation des inhibiteurs :
Nous avons choisie pour l'inhibition de I’enzyme DPP-4,les inhibiteurs suivants :

1- aet P Thujone extrait de la plante (La sauge officinale)

2- L’eugénol extrait de la plante (clou de girofle)

3- L’acide gymnémique extrait de la plante indienne (gymnéma)

1.2.1/ Sauge officinale (Salvia officinalis) :

Il existe plusieurs centaines d’espéce de sauge dans le monde (environ 900 espéces) ; En
Europe c’est la sauge (ou sauge grande) la plus couramment utilisées comme plante
médicinale [4].
La sauge est une plante commune des pays du pourtour mediterranéen qui aime les endroits
ensoleillés, elle se plante par semis au printemps. Les plantes sont remplacées tous les 3 ou 4
ans et les feuilles sont récoltées en été, la composition chimique de I’huile essentiel de la
sauge a été déterminée par la méthode chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. L huile essentiel de la sauge contient jusqu’a 50% de Thujone qui
est responsable a I’abaissement de taux de sucre dans I’organisme, la sauge est distingué
par une meilleure teneur en huile essentielle de ses feuilles, un excellent taux de feuilles, un
rendement en huile essentielle nettement supérieur. Cependant, aucune toxicité aigiie ou
chronique n’a été rapportée apres utilisation avec les doses usuelles de feuille de sauge et de

son huile essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour) [5].

Figure 2 : La plante sauge officinale

al/a-p Thujone

La Thujone est une cétone monoterpéne qui existe en deux formes stéréo-isomeres :
1- (-)-3-thuyone ou alpha Thujone
2- (+)-3-thuyone ou beta Thujone
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La Thujone est présente dans la nature comme un mélange d’isoméres aet Bestle constituant
primaire des huiles essentielles dérivées d’une variété de plantes. Bien que la Thujone elle
méme soit interdit en tant qu’ additif alimentaire aux Etats-Unis, il apparait dans de nombreux

autres substances aromatisates naturelles approuvées additifs et ardbmes alimentaires [6].

CHs

HsC CHs

Figure 3 : La structure d’alpha et beta Thujone

1.2.2/ Le giroflier (clou de girofle) :
Le giroflier est une plante connue de tous, du moins son bouton floral, le clou degirofle. Mais

peu de personnes connaissent ses véritables propriétés [7-9].

Figure 4 : Clou de girofle

Idéalement, un giroflier a besoin d’un sol de bord de la mer volcanique a alluvial, surtout pour
une hauteur avec de fortes précipitations bien reparties tout au long de I’année et plus de soleil

lorsque les infloréscences apparaissent [10].
Des clous de girofle, on peut extraire une huile essentielle contenant de I'eugénol (entre 75 et

85 % en masse) et de I'acétyleugénol (de 4 a 10 % en masse).
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b / ’eugénol (I’huile essentiel extrait du giroflier) :

L’eugénol appartient aux phénylpropanoides (molécules dérivées du phénylpropane),
mais il est rattach¢ au groupe des phénols monoterpéniques car ses propriétés s’en
rapprochent [11]. Posséde un pouvoir anesthésiant par ailleurs 1’eugénol peut étre obtenu par
le biais des deux voies desynthése. Eugénol ou 2-methoxy-4-(propényl)-phénol est une
molécule parfumant que 1’on retrouve dans environ 307 des produits du commerce,
cosmétique et produits ménagers confondus. Eugénol est un liquide jaune ombré claire, retiré
de I’essence de girofle (de 80 a 907).

L’huile essenticlle de girofle est présente dans les différentes parties de la plante, elle peut

étre obtenue par distillation a la vapeur d’eau des clous de girofle [12].

HsCO P

HO
Figure 5: Formule de la molécule d'eugénol

1.2.3/ Lagymnéma :

Depuis 1990, Baskaran et al [13], ont étudiés 1’activité anti-hyperglycémique de I’extrait de
cette plante. La gymnéma est une plante originaire d’Inde, actuellement cultivée un peu
partout dans les zones tropicales d’Afrique. En médecine ayurvédique, cette plante appelée
également gurmar.(Littéralement destructeur de sucre), est utilisée comme un coupe-faim ou
pour ses vertus antidiabétiques.

La gymnéma se caracterise par I’abaissement de la glycémie et c’est une herbe médicinale
traditionnelle qui a de nombreuses applications thérapeutiques dans la medecine indienne

ancienne , par exemple elle réduit la glycémie et le cholesterole [14].

Figure 6 : La plante gymnéma
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C /Pacide gymnémique :
Daisya et al [15], ont montrés dans leur étude qu’aprés 45 jours de traitement avec un extrait
acétonique de gymnéma ( ’acide gynémique ) administré a des rats diabétiques, le taux
d’insuline augmente par rapport aux rats non traités.
L’acide gymnémique est un hétéroside de la famille des glycosides tri terpéniques de formule
brute (C43 Hes O14). Plus de 20 homologues de I’acide gymnémique ont été isolés de la plante.
Parmi eux c’est I’acide gymnémique qui possede le pouvoir inhibiteur du godt sucré le plus

puissant [16].

HOOC

HO

OH “,
7,
%

Figure 7 : La structure de 1’acide gymnémique

1.3/ Ressources informatiques :
1.3.1/ Ordinateurs :

Deuxordinateurs ont été utilisés pour 1’exécution et I’analyse de ces travaux :
= Un processeur Intel(R) Core (TM) 2 Duo CPU E8400 @ 3,00 GHz, équipé

avec 2 Go de mémoire RAM.

= Un processeur Pentium(R) Dual Core-CPU T4400 @ 2,20 GHz 1,03 GHz

avec 1,93 de mémoire RAM

1.3.2/ Logiciels utilisés :
= MOE (version 2013) :
MOE, Molecular Operating Environment, est un package c’est-a-dire un ensemble de
Plusieurs logiciels destinés a la découverte et a la conception assistée par ordinateur de
molécules biologiquement actives. Celui-ci permet d’effectuer plusieurs taches pendant un

temps trés réduit. Il permet de dessiner les molécules, de les minimiser pour avoir les
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meilleures conformations de ces molécules. Il permet également de docker plusieurs ligands
rassemblés dans une base de données dans le site actif d’une protéine de maniére successive.
MOE présente une forme de docking flexible dans lequel le récepteur et le ligand change de
conformation et s’adaptent a I’environnement [18]. Il est également possible de représenter

I’enzyme et son ligand Co-cristallisateur.
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Chapitre 04 Résultats et Discussion

Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiere étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les
résidus mis en jeu:

- L'affinité entre deux molécules.
- Les distances entre les acides aminés du site actif de I’enzyme et ceux des inhibiteurs.
- L'énergie d'interaction.

De méme, la découverte de nouvelles drogues activant ou inhibant l'activité
biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est dans ce
but que des techniques de modélisation moléculaire comme la Mécanique, Dynamique et le
Docking moléculaire ont été développées.

Les logiciels de docking sont des outils trés utiles en biologie, chimie, pharmacie et médecine,
car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec
une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin
d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée.

Le docking reste une étape importante dans la compréhension des réactions biologiques et par
suite la conception des médicaments. Les approches dans le cadre du docking sont basées sur
le concept "clé-serrure”.

Dans ce chapitre, nous présentons et discutons les résultats de notre étude. Il s’agit a étudier
les interactions entre les différents inhibiteurs et I’enzyme DPP4 par des méthodes de la
modélisation moléculaire. Nous avons englobé tous les résultats de calcul effectués dans ces
trois études et la discussion que nous allons engager est basée sur les énergies d’interactions,
fonction de score et les distances entre certains groupements de la chaine latérale de ’enzyme
et ceux d’inhibiteurs.

Trois études ont été effectuées dans le cadre de ce mémoire :

Etude 1:« Etude de l'interaction entre dipeptidyl peptidase-4 et 1’acide gymnémique par
modeélisation moléculaire ».
Etude 2:«Etude de l'interaction entre dipeptidyl peptidase-4 et 1’alpha-béta thujone par
modélisation moléculaire ».
Etude 3 :«Etude de l'interaction entre Dipéptidyl peptidase-4 et 1’eugénol par modélisation

moléculaire».
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1. Résultats et discussion :

Le téléchargement de I’enzyme a été effectué a partir de la base de données Bookhaven
Protein Data Bank (www.rcsbh.org/pdb) [1].
" Dipéptidyl Peptidase-4 (code d’accés 3F8S)

Figure 1 : La Dipéptidyl peptidase-4 (DPP-4)

Avec I’effet réducteur de la modélisation moléculaire, nous avons simplifi¢ le modéle de
I’enzyme ont éliminant une chaine de I’enzyme et les molécules d’eau ainsi que les molécules

de Co-cristallisations, ceci nous a permis d’obtenir le modéle suivant :

Figure 2 : Modéle simplifié de Dipéptidyl peptidase-4
La formation des complexes et le calcul des énergies d’interactions sont réalisés par le

programme MOE.

L’ enzyme est constituée de plusieurs sites actifs. [2].
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Site: Size | PLB' Hyd  Side Residues

1 Bm 28 55 1:(VAL27 PHE208 TRP215 Y5381 pm_uwmm VAL3E3 THR3E4 m_.émm bxmwmm _U_._mwmw pxmwmm txamm mmmwmm m_.cwﬂ _._Hmwmw TYR372 LY5373 H_.me pxmwmw H_.mamm GLY426 ILE4AT)
3 55 19 50 1:(ARG125 HIS126 GLU204 GLU2B5 GLU2BG SER2@9 TYRS47 SER63D TYRG3L VALGSG TRPGSI TYRG62 TYRGEG ASNTL@ VAL7LL HIS74E)
4 5@ 027 1:(LYS71 ASN74 ILET6 LEU9@ ASN92 SERO3 PHEYS ASP96 PHEDS HIS1@@ SER1@1 ILE182 TYR1@S ILE114 LEUILR)
5 73 23 47 1:(PRO475 GLYA76 METS@9 PROS1A@ SERSIL LYSS12 GLNS27 ILES29 ASPS45 LYSS54 ASPSSE VALSSE PHESSY ARGSGM ASNSE2 ALASE4 THRSES VALSTS SERSTT)
& 4 13 25 1:(TYR381 THR4A1 TRP4A2 ASNA20 GLY424 MET42S PRO426 THRS22 LYS523 TRPS25 TYRSES GLNSBG ILESIE)
7 7 720 1:(GLU347 MET343 SER349 TRP3S3 VAL3S4 GLY3SS ILE374 ILE375 SER37H ARG3B2 ASPSE3 HISS42)
8 29 19 33 1:(ASP1B4 TYR105 SER18G LEU11S GLU117 TYR128 TYR13Z TRP154 VALI1SS)
§ 7 18 16 1:(ARG313 ILE319 GLN32@ ASN32Z1 GLY352 TRP353 ASNS95 ARGS96 GLUGGE ARGBEY TYRGT® METE71 GLYET2)
18 b 12 16 1:(LEU782 ILE783 HIS784 PHET13 SER71E ALATL7 SER72@ ALAT32 MET733 TRP734)
11 37 13 35 1:(LY5122 TRP124 ARG125 TRP2G1 GLU2BS ASP7@9 ASNT1@ ASP730 HIS748 GLY741)
12 18 14 21 1:(PHE222 VAL279 VAL271 ASN272 THR233 ILE28S TYR33@ GLY335 TRP337)
13 11 11 21 1:(LEUS7 TYRSS SERSY LEURA ARGG1 LEUGI TYR7® LYST1 TYR18S)

< 14 26 11 18 1:(SER93 THR94 PHE9S ASPY6 GLU97 PHE9B TYRL3S ARG14A GLN141 LEU142)

3 15 15 9 21 1:(ILE185 THR186 TRP187 THR188 ASN196 TYR225 GLN227 PHE269 ALA2B2 SER2E4)

.% 16 28 7 14 1:(VALG39 LEURL® GLYG41 SER642 GLYR43 SER644 GLYSAS VALGAR PHER4T ASNGO4 GLNGIT VALGDE)

..W. 17 31 11 17 1:(ILE346 GLU347 MET348 ILE375 PHE3T ASP393 (Y5394 PHE3%6)

%. 18 4 3 14 1:(MET348 SER349 THR3SA THR3SL GLY3S2 SER376 ASN377 GLU37B GLU37Y GLY38A ASPSE3 HISS42)

—_ 13 7 9 16 1:(VAL341 ALA342 GLN344 HIS345 ILE346 PHE3B7 LY5391 LYS392 ASP393 (Y5394)

.W P 23 8 13 1:(HIS345 TYR386 PHE3E7 GLN3BB LYS391 LY5392 ASP393 (Y5394 THR3ZS)

..nHP bl 14 9 12 1:(ILE236 GLU237 TYR238 THR786 ASP7@3 HIS712 PHET13 GLN714)

%: i 14 1221 1:(LEU449 ASNASH CYS454 TYRAST LELATA LEL4TY THR4B] HIS4S3)

A 3 17 18 18 1:(SER419 ASNA2G GLU421 TYR422 MET425 GLYA2E ARG42D ASNA3@ GLNASS THRSST)

< bl 7 8 14 1:(TYRSB TYRGB GLN72 PHE79 ARG492 VAL493 LEU4S4)

H 5 28 13 20 1:(LYS56 LEUST TYRSE TYR7@ LYST1 GLN72 GLU73 LEU4D4 GLU4GS)

=] 6 B 9 16 1:(THR365 SER378 TYR372 TYR3B6 LEU436 TYR43D)

L 1 18 7 9 1:(ASNG21 LYS622 ARGR23 ILEG24 GLYG4S VALG4R PHER4T LYS648)

m 18 15 18 19 1:(TYR241 THR7A6 PHETL3 TRP734 THR736)

© 19 1 8 19 1:(ARG429 TYR456 SERS52 GLNSS3 ALASSS ASP336 TYRSE3)

m 38 1 7 17 1:(LEUST TYRSB SERSD SER458 GLNAGY ARG4TL TYR4ER)

‘B 31 12 5 16 1:(ASN1@3 ASP184 GLULL7 TYR128 TYR123)

B 3l 15 9 22 1:(GLNS@3 PROS31 PROS32 HISG33 ASPS3S LYS538 TYRG4E ASNGTL)

— 33 13 12 18 1:(LEU477 ASPSA1 LEUSA4 GLNSAS METSA9 PHESSI)

.1“ 34 12 5 5 1:(PHEGYS LYS696 GLNGI7 VALGYS GLUGYY VAL728 ASP729)

S 35 8 9 13 1:(ILE397 THR393 LY5399 ILE434 TYR439 THR44M VAL442)

% 36 B 7 16 1:(LEUS19 ASNS28 ARGSE1 GLUGE4 ASPEAS GLUGRS)

= 37 13 4 9 1:(THR351 ASPS88 LYS589 ILES9 HISS02 ALASI3)
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2. Optimisation de I’enzyme et les inhibiteurs:

- L’optimisation de la géométrie de I’enzyme DPP4 a été effectuée a 1’aide du champ de
forces MMFF94x implanté dans le logiciel MOE (Molecular Operating Environment) [3].
La chaine principale a été maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent souples.
Cette approximation permet aux chaines latérales des protéines de trouver plus facilement la
position dans laquelle les interactions sont les plus favorables.

- La construction et I’optimisation des ligands étaient faites par le logiciel MOE (Molecular

Operating Environment) [3].

3. Docking moléculaire et construction des complexes :
L'étape suivante, aprés la construction des ligands, est de positionner ces molécules dans le
site actif de 1’enzyme DPP4. Pour cela, nous avons utilisé le module Dock (Docking
Moléculaire) a l'aide du logiciel MOE (Molecular Operating Environment) [3].
Le complexe ligand- récepteur se forme, celui-ci va s’adapter a la conformation la plus stable,
c'est a dire avec le niveau énergétique le plus faible.
Le but de I'application Dock est la recherche de conformations de liaison favorables entre des
ligands de taille moyenne et une cible macromoléculaire rigide, qui est habituellement une
enzyme [4]. Pour chaque ligand, un certain nombre de conformations appelés poses sont
générés (Pour le premier complexe 10 conformations ont été générées. Pour le deuxieme 10
conformations, et pour le troisiéme 10 conformations) ; afin de déterminer les modes de
liaison favorables [3].

La recherche de mode de liaison est généralement contrainte a une petite région spécifique du
récepteur appelé le site actif. Nous avons ensuite relevé le meilleur score ¢’est-a-dire celui qui
a I’énergie la plus basse correspond a la meilleure interaction entre le ligand et le site actif de
la protéine, et les résultats sont presentés dans les figures et les tableaux suivants

respectivement :
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(@) (b) (©
Figure 3 : Les complexes : a/ (DPP4+Acide gymnemique), b / (DPP4+Alpha-Béta Thujone)
c/ (DPP4+Eugenol).

Nous avons regroupés les meilleurs scores des trois complexes c'est-a-dire ceux qui ont

I’énergie la plus faible dans le tableau suivant:

Tableau 6: Bilan énergétiques des trois complexes (Kcal/mol)

Molécules S Rmsd_Refine | E_Conf E Place | E_Scorl | E_Refine | E_Scor2 | Nbre de poses
Complexe-1 | -6,6210 | 2,2397 212,2562 -62,7505 | -11,0883 | -17,0814 | -6,6210 10
Complexe-2 | -3,8198 | 0,9413 45,4246 -36,6645 | -6,3192 | -10,7310 | -3,8198 | 10
Complexe-3 | -4,7436 | 2,3618 34,7029 -56,2042 | -10,0795 | -12,7731 | -4,7436 10

S: le score final ; c’est le score de la derniére étape, rmsd_refine : 1’écart quadratique moyen
entre la pose avant de raffinement et de la pose aprés raffinement, E_conf: I'énergie du
conformere, E_place : score de la phase de placement, E_scorl: score de I'étape de la
premiére notation , E_refine : score de I'étape de raffinement et nombre de conformations
générées par ligand, E_scor2 :score de I'étape de la premiére notation, Nbre de poses :
Nombre de conformations [5].

5. Résultats des distances :
- Une méthode moléculaire 2D de I'écran a été attribuée au logiciel MOE (Molecular
Operating Environment), qui est concu pour visualiser les sites actifs des complexes
(protéine-ligand). Le ligand est disposé et rendu a l'aide d'une version améliorée de la
représentation 2D algorithme de disposition, et les résidus de protéines sont disposés autour

d'elle afin d'indiquer des liens de proximité spatiale [8,9].
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- Les interactions comprises entre 2,5 A et 3,1A sont considérés comme fortes et celles
comprise entre 3,1A et 3,55A sont supposées moyennes. Les interactions supérieures a 3,55A
sont faibles [10].

Images 3D Images 2D

c : complexe-3 (DPP4+Eugenol)

Figure 4 : Diagramme d’interaction ( protéine-ligand ) des trois complexes
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Comme le montre les figures (a, b et c), le positionnement des ligands dans le site actif de
I’enzyme, ces résultats ont révélés que plusieurs interactions moléculaires ont été considérés
comme étant responsables de I’affinité. Le ligand a été orienté de telle sorte dans le voisinage

des résidus.

Complexe 1 Complexe 2 Complexe 3

Type de Hydrogéne avec Glu 191 | Liaison avec Tyr 288 | Hydrogéne avec Glu 191

liaison
Distance (A)° 2,2 3,03 2,88
Energie -3,4 -1,2 -4,9
(Kcal/mol)

Tableau 7 : Le bilan des distances et des énergie pour les trois complexe.

6. Dynamique moléculaire des complexes :
Une fois tous les complexes sont formés, nous allons effectuer une optimisation de la

géométrie et un calcul de dynamique moléculaire pour chercher la conformation la plus

stable.

6.1. Complexe-1 (DPP4+Acide gymnémique) :
E= - 6.492Kcal/mol
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6.2. Complexe-2 (DPP4+Alpha-Béta thujone) :
E=-12.3656 Kcal/mol

(b)

6.3. Complexe-3 (DPP4+Eugenol) :
E=- 4.4283 Kcal/mol

Figure 5 : Variation de I’énergie des trois complexes en fonction du temps

Ces résultats ont montrés que les trois inhibiteurs ont des intéractions avec les résidus de
I’enzyme. On peut dire qu’il y a une affinité entre les inhibiteurs et I’enzyme.

Les résultats montrent que les trois inhibiteurs présentent une meilleure inhibition a la DPP4 ;
ainsi que ’inhibiteur 1 (acide gymnémique) a I’énergie d’interaction la plus faible correspond
a la géométrie la plus stable et par conséquent, il peut étre probablement le meilleur
inhibiteur pour le traitement du diabéte de type 2.
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Conclusion

Dans ce mémoire, une étude des interactions moléculaires entre la DPP4 (Dipéptidyl
Peptidase-4) et des inhibiteurs obtenus a partir des plantes naturelles, ont été réalisée grace a
des outils de modélisation moléculaire.

Ce travail nous a permis de faire un classement et aussi de visualiser les interactions établies
entre ligand et I’enzyme.

Dans le but de determiner les interactions protéine-ligand, nous avons effectué des calculs de
mécaniques, dynamique et docking moléculaire a partir des structures des complexes pour
rechercher la conformation la plus stable correspondante a I’énergie la plus faible qu’adopte le
complexe formé. Afin de générer les trajectoires des différents systemes, nous avons utilisé le
champ de forces MMFF94x implanté dans le logiciel MOE (Molecular Operating
Environment).

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que I’interaction des groupements encombrants
engendre un réarrangement conformationnelle au sein de la poche du site actif qui
probablement augmentera la complémentarité et par conséquence 1’activité.

Nous avons mesuré les distances entre les groupements de chaque inhibiteur et ceux des
chaines latérales des acides aminés constituants le site actif, ainsi que les énergies.

Les résultats ont montrés que les trois inhibiteurs ont des interactions avec les résidus de
I’enzyme, on peut dire qu’il y a une affinité entre les inhibiteurs et I’enzyme.

Les résultats montrent que les trois inhibiteurs présentent une meilleure inhibition a la DPP4 ;
ainsi que I’inhibiteur 1(acide gymnémique) a ’énergie d’interaction la plus faible correspond
a la géométrie la plus stable et par conséquent, il peut étre probablement le meilleur inhibiteur
pour le traitement du diabéte de type 2.

Il est a noter que la connaissance moléculaire des complexes enzyme-substrat est hautement
difficile, et que notre contribution a la compréhension des processus reste certainement a
compléter par I'utilisation des logiciels beaucoup plus performants que ceux que nous avons

utilisés.
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Résumé

La connaissance des enzymes est capitale, car ce sont elles qui catalysent la plupart
des réactions chimiques des organismes vivants. L’altération des enzymes par des inhibiteurs
spécifiques permet de bloquer les voies biochimiques. Seul un site particulier de la protéine
enzymatique entre en contact avec son substrat : c¢’est le site actif. Celui-ci est encore divisible
en deux régions particulic¢res. Le site de fixation permet a I’enzyme de « s’accrocher » a la
molécule, et de positionner cette derniere de fagcon optimale, tandis que le site catalytique
déclenche le processus réactionnel.

Notre travail consiste a une étude d’interaction moléculaire entre la DPP-4 et les substrats,
Les différents outils de la modélisation moléculaire sont utilisés pour mener a bien ce travail
(mécanique moléculaire, dynamique moléculaire et docking moléculaire) ou le docking
permet de prévoir comment une petite molécule (drogue) peut se lier a un récepteur (protéine)
dont la structure 3D est connue.

Mots clés : Interaction E-S, conformations, modélisation moléculaire.

Abstract

The knowledge of the enzymes is capital, because they catalyzed the majority of the chemical
reactions of the living organisms. The deterioration of the enzymes by specific inhibitors
makes it possible to block the biochemical ways. Only a particular site of the enzymatic
protein comes into contact with its substrate: it is the active site. This latter still divisible in
two particular areas. The fixing site; let the enzyme well get attached to the molecule, and
positioned in an optimal way, while the catalytic site activates the reactional process.

Our work consists of a study of the molecular interaction between DPP-4 and the substrates.
The various molecular numerical models are used to achieve this work (mechanics molecular,
dynamic molecular, and docking molecular) where the docking makes it possible to predict
how a small molecule (drug) can bind to a receiver (protein) of which the structure 3D is
known

Keywords : Interaction (enzyme-substrate), conformations, molecular modeling
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