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Résumeé

Le virus Ebola est un virus extrémement dangereux qui peut entrainer une maladie
grave et potentiellement mortelle chez I'nomme et les animaux. La protéine VP24 est une
protéine virale clé qui joue un rdle essentiel dans la réplication et la propagation du virus
Ebola dans le corps humain. Cette proteéine est donc une cible importante pour le
développement de médicaments antiviraux qui pourraient aider a combattre l'infection et a

sauver des vies.

Pour développer de nouveaux médicaments potentiels pour traiter le virus Ebola, la
méthode de Docking Moléculaire, utilisant le logiciel Schrodinger, a été utilisée dans ce
travail. Cette méthode a permis de cribler virtuellement 244 composés dérivés de
Terpénoides en se concentrant sur le site actif de la protéine VP24 (4M0Q).

Seuls 17 des 244 composés ont montré une affinité supérieure a celle du composé de
référence (Bisdéméthoxycurcumine), avec un score inferieur a -4.334 kcal/mol. Pour prédire
et analyser les proprietés DRUG-LIKENESS et pharmacocinétiques (ADME-Tox), des
serveurs Web tels que SwissADME et pkCSM ont été utilisés. Ces analyses ont permis de
conclure que les composés CID (163102707, 76047846, 162966423, 22298413, 162818176,
85225929, 102126897 et 73815018) pourraient étre des candidats médicaments inhibiteurs
potentiels de la protéine VP24 (4M0Q) a l'avenir.

Mots clés: Protéine VP24, Docking moléculaire,Virus Ebola, DRUG-LIKENESS,
ADME-Tox.



Abstract

The Ebola virus is an extremely dangerous virus that can cause severe and potentially
fatal illness in humans and animals. The VP24 protein is a key viral protein that plays an
essential role in the replication and spread of the Ebola virus in the human body. Therefore,
this protein is an important target for the development of antiviral drugs that could help fight

the infection and save lives.

To develop new potential drugs to treat the Ebola virus, a method of Molecular
Docking, using the Schrodinger software, was used in this work. This method allowed for the
virtual screening of 244 Terpenoid-derived compounds, focusing on the active site of the
VP24 protein (4M0Q).

Only 17 out of the 244 compounds showed higher affinity than the reference
compound (Bisdemethoxycurcumin), with a score lower than -4.334 kcal/mol. To predict and
analyze DRUG-LIKENESS and pharmacokinetic (ADME-Tox) properties, web servers such
as SwissADME and pkCSM were used. These analyses led to the conclusion that compounds
CID (163102707, 76047846, 162966423, 22298413, 162818176, 85225929, 102126897 and
73815018) could be potential drug candidates for inhibiting the VP24 protein (4MO0Q) in the

future.

Keywords: Protein VP24, Molecular Docking, Ebola virus, DRUG-LIKENESS,
ADME-Tox.
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Introduction Général

La maladie a virus Ebola (EVD), ou simplement connue sous le nom d’Ebola, reste I’'une des
maladies les plus meurtriéres au monde, avec prés de 29000 cas signalés et en tuant 11000, et
pourtant aucun traitement ni vaccin ne permet de lutter efficacement contre cette maladie. Cette

maladie est causée par le virus Ebola (EBOV), un membre primaire de la famille des Filoviridae.

La gravité de I’infection s’explique par la capacité du virus a paralyser de maniere précoce le
systtme immunitaire de 1’homme, hote accidentel peu adapté a ce type d’infection virale,
favorisant ainsi la dissémination du virus Ebola et déclenchant par la suite une réaction
immunitaire incontrolée délétére pour 1’hote 2. L’OMS a classé ce virus, a I’origine d’une fiévre
hémorragique, dans le groupe 4 ce qui impose un laboratoire de niveau de sécurité biologique 4
(NSB4) pour le manipuler. L’absence totale de traitement et de vaccins efficaces, rend la recherche

et le développement d’antiviraux et de vaccins indispensables et urgents °.

Le génome d'EBOV comprend sept genes qui codent pour des protéines jouant des roles
essentiels dans le cycle de vie du virus. Parmi ces protéines, VP24 joue un r6le vital dans
I'inhibition du systéme immunitaire des cellules hotes. Par consequent, VP24 est une cible

potentielle pour la thérapie de la maladie a virus Ebola (EVD) “.

Les approches CADD in silico peuvent étre considérées comme une solution pour développer
et cribler les composés ou les médicaments afin de créer des pistes puissantes pour le traitement de
plusieurs maladies. Elle permet d’analyser des molécules et des systémes moléculaires, ainsi que de

prédire des propriétés moléculaires, chimiques et biochimiques °.

Dans le cas d’Ebola, plusieurs études ont ét€ menées pour trouver de nouveaux candidats-
médicaments a partir de différentes protéines cibles grace a cette méthode ®1°. Les produits naturels
ont été considérés comme 1’'une des sources les plus potentielles de composés de plomb en raison
de leurs bioactivités intéressantes. De plus, de nombreux médicaments qui ont été vendus sur le
marché sont soit acquis directement aupres de sources naturelles, soit dérivés de composés de

sources naturelles 12,

Les Terpénoides sont un groupe de composés qui sont étudiés en tant qu'inhibiteurs de VP24
du virus Ebola. Les composes Terpénoides sont le plus grand groupe de produits naturels, et ils
sont construits a partir d'unités d'isoprene et synthétises par les voies mévalonate et non mévalonate
12 |es membres de cette famille de composés sont classés selon le nombre d'unités d'isopréne qui

constituent leurs structures. Les Terpénoides présentent des activités pharmacologiques et

S
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biologiques uniques, notamment des activités antibactériennes 3, anti-inflammatoires 4,

anticancéreuses ° et antivirales 6.

Notre objectif principal consiste a utiliser une combinaison de deux méthodes, le Docking
moléculaire et les propriétés ADME-Tox, pour concevoir de nouveaux inhibiteurs de la protéine
VP24. Cette protéine a été identifiée comme une cible importante dans le traitement de virus Ebola.

Nous avons évalué une série de 244 molécules pour atteindre cet objectif.
La présentation générale de notre travail est structurée de la maniere suivante :

Introduction générale: Dans laquelle nous donnons un apercu sur le virus Ebola et précisons

l'objectif de notre travail.

Chapitre I: Nous présentons des informations génerales sur le virus Ebola, incluant sa

structure, son mode de réplication viral et les vaccinations existants.

Chapitre 11: Nous décrivons les différentes méthodes du criblage virtuel, en nous

concentrant particulierement sur le Docking moléculaire.

Chapitre 111: Nous présentons les méthodes et matériels que nous avons utilisés dans notre

travail, en décrivant notamment les méthodologies et les logiciels utilisés.

Chapitre 1V: Nous présentons l'essentiel de nos résultats et discutons de leur pertinence et de

leur interprétation.

Conclusion genérale: Nous synthétisons le travail réalisé et exposons nos perspectives pour

des recherches futures dans ce domaine.
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Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

1. Historique des découvertes des Filovirus
1.1. Découverte du premier Filovirus: le virus de Marburg

En 1967, plusieurs travailleurs d’un laboratoire pharmaceutique allemand souffraient d’une
maladie a la méme symptomatologie grave et inhabituelle, et furent transférés a I’hopital Marburg
!, On dénombra 25 cas d'infections primaires dont 7 décés, et 6 infections secondaires. Rapidement,
les médecins identifient l'agent responsable de cette maladie, un nouveau virus, d'une extréme
finesse, a l'aspect filamenteux qu'on nomma virus de Marburg (MARV) d'une nouvelle famille
dénommée les «Filovirus» 2. La source du virus, une espéce de singes verts africains importés
d'Ouganda, a été trouvée en Allemagne. Les scientifiques y avaient utilisé les singes pour mener
des recherches sur le vaccin contre la poliomyélite 3. Des cas semblables sont apparus a Francfort
et en Yougoslavie, du fait de la présence de ces singes originaires d’Ouganda dans les laboratoires
pharmaceutiques. Les singes furent euthanasiés, et une procédure de quarantaine a permis de
contenir 1’épidémie *.
1.2. Découverte du second Filovirus: le virus Ebola

Environ 10 ans apres la découverte du MARYV, un nouveau virus morphologiquement
similaire au MARYV, mais sérologiquement et génetiqguement différent a été détecté lors de 2
flambées simultanées a Nzara, Maridi et Juba (aujourd’hui au Soudan du Sud) et a Yambuku et
Bumba au nord-ouest du Zaire (aujourd'hui République démocratique du Congo (RDC)) 2. Ce

nouveau virus sera alors nommé Ebola, d'aprés le nom d'une riviére coulant prés de Yambuku 4.

Ebola virus Zaire est plus meurtrier avec un taux de mortalité de 88% (280 déces) pour 53%
pour Ebola virus Soudan (151 déces). En RDC, la réutilisation de seringues contaminéees par le
virus Ebola, pour des injections de chloroquine contre le paludisme, au sein de I'hdpital local de la

Mission Catholique de Yambuku fut la source de dissémination de I’infection >,

La premiere hypothese était certainement la propagation du virus détecté au Soudan a partir
d’une personne qui aurait voyagé du Soudan vers Yambuku. Cependant, aucun lien n’a été établi
entre les 2 épidémies. Au cours des années suivantes, d’autres virus Ebola ont été découverts. Ces
autres virus, bien que présentant une réaction antigénique croisée avec les virus du Zaire et du

Soudan, étaient uniques ’ (Figure 1.1).



Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

2 GERMANY
Marburg xssr.

- Franifurt 1957

SErA

~Gueckagdou 2021

v
..... pers
@i cave 1507

Kok ine 207 ' b
.,mqmm.w.z.m'mm,, o

Kabalg 2012 Raicobi 1880

OUTBREAKS OF MARBURG VIRUS DISEASE ga
@ Outbreak Location and Year o 250 500 750 mi ‘y

Figure 1.1 Répartition géographique des différents foyers du virus de Marburg depuis sa découverte en
1967.

2. Classification des virus Ebola
Les virus Ebola et Marburg sont les deux représentants de la famille des Filoviridae. Le terme
de Filoviridae est issu du latin filum qui signifie fil, en rapport avec la forme des virus. La famille

de Filoviridae appartient & 1’ordre des Mononegavirales 8

. Ce sont des virus d’apparence
filamenteuse présentant une organisation genomique et des stratégies de réplication similaire. Ces
virus sont enveloppés et contiennent un génome a ARN simple brin, linéaire et non segmenté avec
une polarité négative . Sur base de leur évolution phylogénétique, la famille des Filoviridae est
divisée en trois genres: le genre Ebolavirus, le genre Marburgvirus, dont les virus infectent
I’homme et les PNH et un nouveau genre, le genre Cuevavirus, comprenant le virus Lloviu,

découvert en 2011 en Espagne et responsable d’infections mortelles chez les chauves-souris °.
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Le virus Ebola comprends 5 sous-types (Figure 1.2) : Zaire, Soudan, Bundibugyo, Tai forest
et Reston (Tableau 1.1). Le sous-type Zaire a été responsable de la majorité des épidémies (13

épidémies contre 7 et 2, respectivement pour les sous-types Soudan et Tai Forest).

Ebola et Marburg se distinguent par la taille de leur génome et leur composition protéique,
notamment la glycoprotéine GP qui présente 72% de différences nucléotidiques, raison pour

laquelle il n’y a pas de réaction antigénique croisée entre ces deux virus ®.

Tableau 1.1 sous-types du virus Ebola, nombre d'épidémies et Iétalité.

Nombre
Sous-types Acronyme Nombre d’épidémies chez ’Homme d’épidémies chez

(localisation) I’Homme
(localisation)

Zaire 13 (Congo (RDC et RC), Gabon, Guinée, Sierra
Léone, Liberia).

40% & 90 % (29 637)

Soudan SUDV 7 (Soudan, Ouganda) 40% a 60% (792)
Bundibugyo [Q=1®J=Y 2 (RDC, Ouganda) 32% (206)
Tar Forest TAFV 1 cas humain a été recensé en Cote d’Ivoire et a 0% (1)
survécu.
Reston RESTV Quelques cas humains ont été recensés en Chine et 0% (11)

Philippines sans faire de morts. Le virus infecte
principalement les singes et les porcs.
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Famille Genre Espece
Bornaviridae
Cuevavirus
Bundibugyo Ebolavirus
A Reston Ebolavirus
L Filoviridae Ebolavirus /| Sudan Ebolavirus
S~ b' Tai Forest Ebolavirus
Zaire Ebolavirus

Mononegavirales Marburgvirus
\\ Mymonaviridae
Nyamiviridae
Paramyxoviridae
Pneumoviridae

Rhabdoviridae

Sunviridae

Unassigned

Figure 1.2 Classification des Ebola virus selon la taxonomie actuelle de I’ICTV.

3. Structure du virus Ebola
3.1. Généralités

Le virus Ebola est un virus qui se présente sous la forme caractéristique d’un filament
(Figure 1.3). Cependant, de nombreuses configurations sont observées: des formes en « 6 », des
formes circulaires, des formes en « U », des formes en épingle a cheveux, des formes branchées. Sa
longueur varie de quelques dizaines de nm & 10-15 pm. Son diamétre est d’environ 80 nm %%,
Chaque particule est entourée d’'une membrane qu’elle récupere a partir d’une cellule infectée et
dont la surface est parsemée des glycoprotéines. Cette membrane est soutenue de I’intérieur par

une matrice qui contient en son centre une nucléocapside cylindrique avec un axe central sombre
de 19 a 25 nm de diamétre ’ (Figure 1.4).
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Figure 1.3 Ebola au microscope électronique.
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Figure 1.4 Structure du virus Ebola.
3.2. Le génome

Le génome des virus Ebola ne représente qu’environ 1,1% de la masse du virion, avec une
taille d’environ 19.000 paires de base. Il posséde sept génes arrangés de manicre linéaire de
I’extrémité 3” vers I’extrémité 5’ et séparées par des séquences inter—géniques variant en longueur
et en nombre de nucléotides ’. Le génome du virus Ebola code sept ARN messagers codant ainsi
sept protéines dans I’ordre suivant 3’- Nucléoprotéine (NP) - VP35 - VP40 — GP — VP30 — VP24
— polymérase L — 5° 2. Lorsqu’on analyse les séquences nucléotidiques, on obtient 1’ordre suivant

(Figure 1.5):

SO
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3°OH-NP-VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L -5

7 mRNA editing
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() strand RNA genome Fs
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\‘ Delta peptide

Cleavages by host furin

Figure 1.5 Représentation schématique du génome du virus Ebola montrant les différents génes codant pour
les protéines structurales et non structurales.

3.3. Les protéines
Sur le coté interne de I’enveloppe virale, il y a les protéines VP40 et VP24 constituant la

matrice hélicoidale protégeant la nucléocapside virale. Le virus posséde une nucléocapside
hélicoidale constituée de nucléoprotéines (NP) et de la protéine VP30 qui va interagir avec I’ARN
et activer la transcription 134, La VP35, cofacteur de la polymérase L, est également considéré
comme un facteur de virulence car elle est capable d’inhiber I’'immunité innée de la cellule hote en
interférant avec le processus de détection de I’ARN viral par les récepteurs cellulaires. La VP24 et
la VP35 jouent un role clé dans I’inhibition de la réponse immunitaire de type Interféron I. L’ ARN
polymérase (L) ARN—dépendant fait partie de la complexe nucléocapside et, en tant qu’enzyme, il

joue le role de catalyseur dans la réplication et la transcription de I’ARN génomique viral /.

+ Protéine virale de VP24
Produite par le 6e géne, VP24 se compose de 251 acides aminés et a un poids moléculaire de

24 kDa. Elle ressemblerait & une pyramide de base triangulaire de dimensions 73 A x30 A x30 A
(Figure 1.6). Les 3 faces de la pyramide sont numeérotées : face 1 (Figure 1.6a), face 2 (Figure
1.6b) et face 3 (Figure 1.6c). On observe des hélices alpha (al et a5-10) et des feuillets beta (B1-3)

antiparalléles. Dans la région C-terminale, on retrouve des hélices alpha (o 5-8) >18,
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Figure 1.6 Représentation de la structure secondaire de VP24.
La VP24 constitue la 2e protéine de matrice, elle est localisée dans la région périnucléaire ou
au niveau de la membrane plasmique en forte association avec la membrane lipidique. Elle
s’associe préférentiellement en tétraméres, probablement par sa partie N-terminale 7. C’est un

élément nécessaire au correct assemblage de la nucléocapside 8.

Cette protéine est indispensable au processus d’échappement a I’effet antiviral des
interférons. En effet, la réponse antivirale nécessite I’intervention du facteur de transcription
STAT1 dans le noyau. Ce facteur de transcription est transporté vers le noyau sous forme
d’hétérodimeres STATL: STAT2 et d’homodimeéres STAT1: STAT1 ou sous forme de complexes
avec ISGF3. Les dimeres peuvent étre formés, aprés phosphorylation de STATL, grace a la liaison
des interférons a leur récepteur. VP24 agit par liaison avec la karyophérine al, qui est le
transporteur de ces dimeres vers le noyau (Figure 1.7). Cette liaison a donc pour effet de bloquer
’accumulation de STAT1 dans lenoyau et par conséquent la réponse antivirale °. Une étude a

révélé que VP24 pouvait également se lier directement a STAT1 %°,
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Figure 1.7 Mécanisme d’échappement a I’effet antiviral des interférons.

La Figure 1.7 présente le mécanisme de blocage du transport de STAT1 vers le noyau,

quientraine un échappement a I’effet antiviral des interférons.

La Figure L.7A: présente le cas de I’absence d’infection virale. Il n’y a pas de transport de

STAT1 car pas de réponse antivirale nécessaire.

La Figure 1.7B: présente le mécanisme de transport de STATL vers le noyau, provoqué lors
d’une infection virale quelconque. STAT1 est phosphorylé, ce qui permet sa dimérisation. Il est
ensuite lié a la karyophérine et transporté vers le noyau. Les ISGS pourront s’exprimer, ce qui

entrainera une réponse antivirale.

La Figure 1.7C: présente le cas de I’infection par le virus Ebola. L’intervention de la protéine
VP24 empéche la liaison de STAT1 a la karyophérine et donc le transport de STATL vers le
noyau. Les ISGs ne pourront pas s’exprimer et la réponse antivirale ne pourra donc pas se mettreen

place 2.

Des études ont clairement identifié la capacité de la VP24 a interagir avec les protéines VP35
et NP, résultant en la formation de structures morphologiquement indifférenciables des RNP

observées au cours de la réplication virale 2. L’identification des résidus de la VP24 impliqués a

sSSP
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montré que les extrémités amino et carboxy-terminales de la VP24 étaient indispensables pour
former de telles structures 2. La mise au point des VLP infectieuses a permis d’identifier que la
VP24 était indispensable pour la formation de RNP fonctionnelles et qu’en absence de VP24, ces

iVLP perdaient leur caractére infectieux 3.

4. Cycle de reéplication virale

Le cycle de réplication virale du virus Ebola est un processus complexe et destructeur. Le
virus commence par envahir les cellules hotes dans le corps humain, ciblant notamment les cellules
du systéme immunitaire et les cellules tissulaires des organes. Une fois a l'intérieur de la cellule, le
virus Ebola libére son matériel génétique constitué d'’ARN a simple brin. Cet ARN viral est ensuite
utilisé par la machinerie cellulaire pour produire des protéines virales. Ces protéines virales sont
essentielles pour la formation de nouvelles particules virales. Les particules virales matures sont

ensuite assemblées dans la cellule hote et se propagent en infectant d'autres cellules (Figure 1.8).

Ex!ra(ellular virion
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Figure 1.8 La réplication du virus Ebola.
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4.1. Entrée du virus dans la cellule héte

Le virus entre dans la cellule héte majoritairement via un mécanisme de macropinocytose.
Concernant le mécanisme d’attachement du virus a la cellule hote, deux particules virales de
I’enveloppe du virus sont impliquées: la glycoprotéine GP (notamment la GP1) et les
phosphatidylsérines 2?5, Une fois que la glycoprotéine s’attache aux récepteurs, les virions
pénétrent dans la cellule par endocytose suivi de la fusion du virus et de la membrane plasmique de

I’hote et de la libération du génome virale dans le cytoplasme ’.

4.2. Transcription et réplication

Lorsque le virus a libéré son matériel génétique et ses protéines dans le cytoplasme de la
cellule hote, la transcription et la réplication virale vont débuter. L’ARN viral génomique, de
polarité négative, va étre libére du complexe ribonucléoprotéique (RNP) gréce a la protéine virale
VP35. Cet ARN génomique viral (brin de sens négatif) va donc pouvoir étre transcrit directement

en ARNm qui sera traduits en protéines virales par la machinerie cellulaire 2.

Lorsque le taux de NP néosynthétisée est trop élevé dans le cytoplasme il se produit un
switch concernant ’activité du complexe enzymatique NP-VP30-VP35-L et celui-ci commence a
répliquer ’ARN génomique en un brin « antisens » de polarité positive complémentaire. Ce brin
d’ARN positif va alors servir de matrice a la synthése de nouveaux génomes viraux d’ARN de
polarité négative qui vont s’accumuler dans des « corps d’inclusion » puis vont étre transportés

jusqu’a la membrane plasmique pour former des nouvelles particules virales °.

4.3. Assemblage et bourgeonnement du virus

Au niveau des corps d’inclusion, les nucléoprotéines et les protéines virales s’assemblent
pour former des nucléocapsides et sont transportées jusqu’a la membrane plasmique. La fagon dont
la nucléocapside va se présenter sous la membrane cellulaire va déterminer la forme du virion
(filament, U, six ou anneau) °. La protéine de matrice VP40 a un role majeur dans 1’assemblage et
la libération du virus Ebola, car son expression in vitro dans des cellules de mammiferes entraine la
libération de particules pseudo-virales filamenteuses. Elle va interagir avec la nucléocapside afin
de l’acheminer a la membrane plasmique, et permettre son incorporation au sein du virion

infectieux 2627,

En méme temps, la protéine GP2 va bloquer I’action de la téthérine, une protéine de surface
cellulaire activée par les interférons alpha pour empécher le bourgeonnement du virus a la surface

de la cellule ?*. L assemblage de plusieurs hexaméres de VP40 conduit a la formation de particules

AN
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pseudo-virales filamenteuses, apportant la force motrice nécessaire pour la courbure de la
membrane plasmique nécessaire au bourgeonnement viral, avec I’aide des protéines de 1’hote 282,
Il a également été observé que les virus pouvaient bourgeonner a partir des endosomes tardifs et
corps multivésiculaires a I’intérieur des cellules. Cela permet au virus d’utiliser une seconde voie
d’infection des cellules voisines via les exosomes. Cette voie, bien que limitée, permet de répandre

I’infection rapidement 2,

5. La vaccination contre le virus Ebola

Face aux inquiétudes croissantes concernant la transmission du virus Ebola lors de I'épidémie
2013-2016 en Afrique de I'Ouest le développement et I'évaluation de vaccins candidats contre la
MVE a été accéléré 2. Avant de pouvoir étre utilisés chez ’Homme, les vaccins devaient avoir

montré une capacité a protéger face a une inoculation d’épreuve mortelle par Ebola chez les

primates non humains et étre produits dans le respect des bonnes pratiques de fabrication *.

5.1. Les différentes étapes de la commercialisation d’un vaccin

e : N
«Epidémiologie
S ©Importance economique o
I'ldrppnaect *Détermination du risque (universel ou sélectif) )
u
maladie ~\
«Utilisation de modéles animaux
*Mécanismes bioloiques
Etudes pré- IR 4 i
T Utilisation de corrélats de protection )

(animal)

*Phase | (20-80 personnes): Sécurité, dosage, effets secondaires

*Phase Il (100-300 personnes): Sécurité, immunigénicité, dose, schéma d'adminstration

*Phase 111 (1000-3000 personnes): Sécurité, efficacité, enregistrement des effets secondaires,
comparaison a un traitement de référence

« Autorités sanitaires établissent des recommandations et programmes d'implantation

commercialis . C e .
o *Phase IV: Surveillance post-commercialisation

Figure 1.9 Représentation schématique du processus de développement vaccinal, de 1’évaluation
du risque au programme d’implantation vaccinal.

5.2. Quelle cible antigénique choisir pour neutraliser le virus Ebola ?

La GP virale, protéine clé immunogene, est une protéine transmembranaire facilement
accessible par le systeme immunitaire. Sa neutralisation par le systéme immunitaire empéche ainsi
I’infection cellulaire et le cycle de réplication virale. Elle entraine donc la production d’anticorps

neutralisants 3. Les anticorps non neutralisants qui seraient impliqués dans la protection vaccinale,

&4
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faisant intervenir d’autres mécanismes de protection immunitaire. Néanmoins, ’utilisation de la

GP comme antigéne immunogeéne est nécessaire et suffisante a I’induction d’une immunité

protectrice 32,

5.3. Les différents essais vaccinaux contre le virus Ebola

Un vaccin constitué du virus Ebola Un vaccin composé du virus Ebola
inactivé a montré 100% de protection recombinant contenant I’ADN codant pour
chez le cobaye. la GP du virus Ebola a prolongé la durée

de vie des cobayes.

Un vaccin a ADN a montré 100% de

protection chez la souris Un vaccin constitué de particules de

réplicon du virus de I’Encéphalite Equine
Vénézuélienne a été protecteur chez le
cobaye et la souris. Le protocole « prime-
boost » ADN/ vecteur Adénovirus a protégé
100% des macaques vaccings.

Les particules pseudo-virales du virus
Ebola ont montré 100% de protection
chez la souris. Un vaccin basé sur le virus
recombinant de la Stomatite Vésiculeuse
(rvSV) a protégé les souris et cobaye Le vaccin rVSV protégé 100% des
vaccines. macaques cynomolgus.

Le \{accin a ADN a éte testé dans des essais Les particules pseudo-virales ont montré
cliniques de phase . 100% de protection chez le macaque

cynomolgus.

Le virus Ebola recombinantavec délétion Le vaccin basé sur I’Adénovirus recombinant
du gene VP30 a montré 100% de de type (rAd5) a été testé dans des essais
protection chez la souris et le cobaye. cliniques de phase .

Les particules de réplicon du virus de
I’Encéphalite Equine Vénézuélienne a
protégé 100% des macaques cynomolgus.

Un vaccin basé sur le virus recombinant
de la Rage a montré 100% de protection
chez le macaque rhesus.

Evaluation des vaccins rVSV, rAd5,
Un vaccin basé sur le virus de la Vaccine vaccins & ADN, vecteur Adénoviral Ad26

Ankara modifié (MVA-BN) a entamé des suivi d’un rappel par le MVA- BN, vaccin
essaiscliniques de phase |. dérivé d’un Adénovirus de chimpanzé
ChAd3 dans différents essais cliniques de

phase I, 11, I11.

Figure 1.10 Principales avancées scientifiques dans la découverte et la commercialisation d’un
vaccin sdr et efficace contre le virus Ebola.
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5.4. Vaccin ChAd3- ZEBOV

C’est un vaccin trés prometteur. Il utilise ’adénovirus de chimpanzé de sérotype 3, rendu
incapable de se répliquer, comme vecteur pour exprimer les glycoprotéines GP du virus Ebola,
souche Zaire et Soudan *. Une étude sérologique en Europe montre un faible taux d’anticorps anti-
ChAd3 dans la population générale. Les genes E1 et E4 (indispensables a la réplication virale) ont
été supprimés et une cassette du géne codant GP du virus Ebola Zaire a été insérée a la place du

géne E134,

Le développement de ce vaccin par le laboratoire GlaxoSmithKline s’est accéléré durant
I’épidémie de 2014 et les premiers essais cliniques de phase I réalisés a I’Etats Unis et au Mali ont
été encourageants. Dans ces deux études, des doses croissantes de vaccin ont été injectées dans
plusieurs groupes. Une dose comprise entre 1 et 2.10'' PFU (Plagque Forming Units) a permis
d’obtenir une réponse immunitaire optimale (Figure 1.11) 34, Les vaccins ChAd3—-ZEBOV et
rVSV-ZEBOV ont été évalués en parallele dans le cadre du projet PREVAIL | au Libéria
(PREVAIL 1). Les données obtenues ont confirmé que les deux vaccins étaient immunogenes

jusqu’a 12 mois et ne présentaient aucun effet indésirable majeur ’.

2x1p1
particle units

2x 1010
particle units

Glycoprotein Antibody Titer

]-C'_E|||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 50 &0

Weeks
Figure 1.11 Persistance du taux d'anticorps anti-GP mesurés par test ELISA, aprés injection du vaccin
ChAd3-EBOVZ. Les taux d’anticorps anti-GP ont été évalués dans deux groupes de patients, I’un recevant
une dose de 2x1010 PFU et I’autre 2x1011 PFU, pendant les 48 semaines suivant la vaccination.
L’injection de 2x1011 PFU a permis d’obtenir la meilleure réponse immunitaire. Dans les deux cas, le taux
maximal d’anticorps anti-GP a été obtenu a la 4eme semaine.
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5.5. Association Ad26.ZEBOV et MVA-BN-Filo

C’est un vaccin qui utilise comme vecteur un adénovirus humain de type 26 et est évalué en
essai clinique phase 1 selon la stratégie de primovaccination—rappel avec le vaccin
MVA-BN-Filo exprimant la glycoprotéine du virus Ebola, du virus Soudan et du virus Marburg,
et la nucléoprotéine du virus Tai Forest 7. Un essai clinique de phase | réalisé au Royaume Uni a
¢té mené pour évaluer I’innocuité et I’'immunogénicité de 1’association de deux vaccins: Ad26-

ZEBOV et MVA-BN-Filo, n'a entrainé aucun événement indésirable grave *°.

5.6. Vaccin EBOVAVP30

Le vaccin EBOVAVP30 a été congu de telle sorte que la région du génome codant pour la
protéine VP30, impliquée dans la transcription, soit manquante. L’avantage d’une telle stratégie
réside dans le fait qu’il présente au systéme immunitaire toutes les protéines virales ainsi que le
génome du virus, permettant de déclencher une réponse immunitaire plus large et plus robuste. Le
vaccin EBOVAVP30 testé sur les primates a permis d’obtenir un taux de survie de 100% apres
inoculation du virus Ebola. Une seule injection est suffisante pour obtenir une réponse immunitaire
suffisante. Etant donné qu&e le développement de ce vaccin repose sur le virus entier Ebola, la
production doit se faire impérativement dans un laboratoire de niveau 3. Des tests plus poussés

seront menés afin de mettre au point un vaccin efficace *°.

5.7. Les vaccins a ADN

Des stratégies de vaccination génétique ont été élaborées pour activer les réponses
immunitaires cellulaire et humorale. Née dans les années 1990, la technique d’« immunisation
génétique » ou vaccins & ADN se révélait trés prometteuse ’. 1l consiste en un plasmide bactérien
dans lequel sont insérés les antigénes d’intérét. Cet « ADN immunogéne » est ensuite injecté par
voie intramusculaire. Aprés pénétration dans les cellules pres du point d’injection, il sera transcrit

puis traduit et les antigénes d’intérét seront alors présentés au systéme immunitaire (Figure 1.12)%.

Ces vaccins ADN vont activer les trois types de réponses immunitaires, la réponse T
cytotoxique, T auxiliaire et humorale 8. Ces vaccins ont déja été évalués pour un certain nombre
de maladies (VIH, hépatite B et C) et ont un bon profil d’innocuité, méme si aucun n’est
actuellement sur le marché. En revanche, la réponse immunitaire est faible et nécessite des doses

vaccinales élevées et répétées 34,
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Figure 1.12 Réponse immunitaire déclenchée par I’injection de vaccins a ADN.



Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

Références bibliographiques
1. Martini, G. A. (1971). Marburg virus disease. Clinical syndrome (pp. 1-9). Springer Berlin
Heidelberg.

2. Diallo, M. S. K. (2021). Modélisation statistique de la dynamique de I’infection par le virus
Ebola en Guinée (Doctoral dissertation, Université Montpellier; Université Gamal Abdel Nasser
(Conakry)).

3. Tara C. Smith. (2005). Ebola: Deadly Diseases and Epidemics. (pp. 9).

4. Fields BN, Knipe DM, Fields BN, Knipe DM. Fields virology / ed. in chief Bernard N. Fields,...
David M. Knipe,... [Internet]. Raven press. New York; 1990 [cité 30 jan 2023]. 2 vol. (X1X-2336
83 p.); ill. 29 cm. Disponible sur:
http://documentation.unicaen.fr/Default/doc/FLORA/204923/fields-virology ed-inchief-bernard-n

fields-david-m-knipe.

5. Johnson, K.M. (1978). Ebola hemorrhagic fever in Zaire, 1976, Bulletin of the World Health
Organization, 56(2), 271-293.

6. Smith, D.I.H. (1978). Ebola hemorrhagic fever in Sudan, 1976, Bulletin of the World Health
Organization, 56(2), 247-270.

7. Mbala-Kingebeni, P. (2019). Virus Ebola a I’interface homme—faune sauvage et réservoir animal
des virus Ebola en Républigue Démocratigue du Congo (Doctoral dissertation, Université

Montpellier).

8. Médecine & Armées tome 44 n° 2 [Internet]. calameo.com. [cité 30 jan 2023]. Disponible sur:
http://www.calameo.com/books/000354785d82ddce716c4.

9. Dimier, J. (2012). Développement d'un vecteur virus de la vaccine, réplicatif et atténue,
pour la vaccination antivariolique et pour la vaccination contre la fievre hémorragique a virus

Ebola (Doctoral dissertation, Grenoble).

10. Gouvernement du Canada Agence de la santé publiqgue du Canada. Virus Ebola — Fiches
techniques santé-sécurité: agents pathogenes [Internet]. 2001 [cité 31 jan 2023]. Disponible sur:

http://www.phac-aspc.gc.ca/lab-bio/res/psds-ftss/ebola-fra.php.

11. Leroy, E., Baize, S., & Gonzalez, J. P. (2011). Les fievres hémorragiques a virus Ebola et

Marburg: l'actualité des filovirus. Médecine tropicale, 71(2), 111-121.

sSSP


http://documentation.unicaen.fr/Default/doc/FLORA/204923/fields-virology%20ed-inchief-bernard-n%20fields-david-m-knipe
http://documentation.unicaen.fr/Default/doc/FLORA/204923/fields-virology%20ed-inchief-bernard-n%20fields-david-m-knipe
http://www.calameo.com/books/000354785d82ddce716c4
http://www.phac-aspc.gc.ca/lab-bio/res/psds-ftss/ebola-fra.php

Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

12. Leroy, E., Baize, S., & Gonzalez, J. P. (2011). Les fievres hémorragiques a virus Ebola et
Marburg: I'actualité des filovirus. Médecine tropicale, 71(2), 111-121.

13. Sanchez, A., Kiley, M.P., Holloway, B. P., Auperin, D.D. (1993). Sequence analysis of the
Ebola virus genome: organization, genetic elements, and comparison with the genome of Marburg
virus, Virus research, 29(3), 215-240.

14. Elliott, L.H., Kiley, M.P., McCormick, J.B. (1985). Descriptive analysis of Ebola virus
proteins, Virology, 147(1), 169-176.

15. Zhang, A. P., Bornholdt, Z. A., Liu, T., Abelson, D. M., Lee, D. E., Li, S., ... & Saphire, E. O.
(2012). The ebola virus interferon antagonist VP24 directly binds STAT1 and has a novel,
pyramidal fold. PLoS pathogens, 8(2), e1002550.

16. Wittmann, T. (2007). Analyse phylogénétique des souches du virus de la fievre hémorragique

Ebola et mise en évidence de souches atypiques. Biologie moléculaire: Nancy, 1, 273.

17. Han, Z., Boshra, H., Sunyer, J. O., Zwiers, S. H., Paragas, J., & Harty, R. N. (2003).
Biochemical and functional characterization of the Ebola virus VP24 protein: implications for a

role in virus assembly and budding. Journal of virology, 77(3), 1793-1800.

18. Hoenen, T., Groseth, A., Kolesnikova, L., Theriault, S., Ebihara, H., Hartlieb, B., ... & Becker,
S. (2006). Infection of naive target cells with virus-like particles: implications for the function of
ebola virus VP24. Journal of virology, 80(14), 7260-7264.

19. Reid, S. P., Leung, L. W., Hartman, A. L., Martinez, O., Shaw, M. L., Carbonnelle, C., ... &
Basler, C. F. (2006). Ebola virus VP24 binds karyopherin al and blocks STATI1 nuclear
accumulation. Journal of virology, 80(11), 5156-5167.

21. Huang, Y., Xu, L., Sun, Y., & Nabel, G. J. (2002). The assembly of Ebola virus nucleocapsid
requires virion-associated proteins 35 and 24 and posttranslational modification of nucleoprotein.
Molecular cell, 10(2), 307-316.

22. Noda, T., Halfmann, P., Sagara, H., & Kawaoka, Y. (2007). Regions in Ebola virus VP24 that
are important for nucleocapsid formation. The Journal of infectious diseases, 196(Supplement_2),
S247-S250.

&4N



Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

23. Hoenen, T., Groseth, A., Kolesnikova, L., Theriault, S., Ebihara, H., Hartlieb, B., ... & Becker,
S. (2006). Infection of naive target cells with virus-like particles: implications for the function of
ebola virus VVP24. Journal of virology, 80(14), 7260-7264.

24.Yu, D.S., Weng, T. H., Wu, X. X., Wang, F. X., Lu, X. Y., Wu, H. B., ... & Yao, H. P. (2017).
The lifecycle of the Ebola virus in host cells. Oncotarget, 8(33), 55750.

25. L entrée du virus Ebola et Marburg : interaction entre la glycoprotéine virale et les facteurs
cellulaires - PDF [Internet]. [cité 1 fev 2023]. Disponible sur: http://docplayer.fr/35796479-L-

entree-du-virus-ebola-et-marburg-interaction-entre-laglycoproteine virale-et-les-facteurs-

cellulaires.html.

26. Noda, T., Ebihara, H., Muramoto, Y., Fujii, K., Takada, A., Sagara, H., et al. (2006). Assembly
and budding of Ebolavirus, PLoS Pathogens, 2(9), 99.

27. Noda, T., Sagara, H., Suzuki, E., Takada, A., Kida, H., Kawaoka, Y. (2002). Ebola virus VP40
drives the formation of virus-like filamentous particles along with GP, Journal of virology, 76(10),
4855-4865.

28. Adu-Gyamfi, E., Soni, S.P., Xue, Y., Digman, M.A., Gratton, E., Stahelin, R.V. (2013). The
Ebola virus matrix protein penetrates into the plasma membrane a key step in viral protein 40

(VP40) oligomerization and viral egress, Journal of Biological Chemistry, 288(8), 5779-5789.

29. Bavari, S., Bosio, C.M., Wiegand, E., Ruthel, G., Will, A.B., Geisbert, T.W. et al. (2002). Lipid
raft microdomains a gateway for compartmentalized trafficking of Ebola and Marburg viruses, The

Journal of experimental medicine, 195(5), 593-602.

30. OMS | Innocuité de 2 vaccins candidats contre le virus Ebola [Internet]. WHO. [cité 5 fév

2023]. Disponible sur: http://www.who.int/vaccine_safety/committee/topics/ebola/Jun_2015/fr/.

31. Hevey, M., Negley, D., Geisbert, J., Jahrling, P., Schmaljohn, A. (1997). Antigenicity and
vaccine potential of Marburg virus glycoprotein expressed by baculovirus recombinants, Virology,
239(1), 206 216.

32. Krause, P.R., Bryant, P.R., Clark, T., Dempsey, W., Henchal, E., Michael, N.L., et al. (2015).
Immunology of protection from Ebola virus infection, Science translational medicine, 7(286),
286ps1l 286psil.

&5\


http://docplayer.fr/35796479-L-entree-du-virus-ebola-et-marburg-interaction-entre-laglycoproteine%20virale-et-les-facteurs-cellulaires.html
http://docplayer.fr/35796479-L-entree-du-virus-ebola-et-marburg-interaction-entre-laglycoproteine%20virale-et-les-facteurs-cellulaires.html
http://docplayer.fr/35796479-L-entree-du-virus-ebola-et-marburg-interaction-entre-laglycoproteine%20virale-et-les-facteurs-cellulaires.html
http://www.who.int/vaccine_safety/committee/topics/ebola/Jun_2015/fr/

Chapitre I : Généralités sur virus Ebola

33. Sridhar, S. (2015). Clinical development of Ebola vaccines. Therapeutic advances in vaccines,
3(5-6), 125-138.

34. Stanley, D.A., Honko, A.N., Asiedu, C., Trefry, J.C., Lau-Kilby, A.W., Johnson, J.C., et al.
(2014). Chimpanzee adenovirus vaccine generates acute and durable protective immunity against
ebolavirus challenge, Nature medicine.

35. Schweneker M, Laimbacher AS, Zimmer G, Wagner S, Schraner EM, Wolferstétter M, et al.
Recombinant Modified Vaccinia Virus Ankara Generating Ebola Virus-Like Particles. J Virol
[Internet]. 12 mai 2017 [cit¢t 6  féwr  2023];91(11). Disponible  sur:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432887/.

36. Marzi, A., Halfmann, P., Hill-Batorski, L., Feldmann, F., Shupert, W. L., Neumann, G., ... &
Kawaoka, Y. (2015). An Ebola whole-virus vaccine is protective in nonhuman primates. Science,
348(6233), 439-442.

37. Vaccins, A.D.N. (2007). L’apport des nouvelles technologies en vaccinologie,

médecine/sciences, 23, 386-90.

38. Dr. Gauziére, Pr. Aubry. Maladie a virus Ebola - Cours de médecine tropicale [Internet]. 2016

[cité 5 févr 2023]. Disponible sur: http://medecinetropicale.free.fr/cours/ebola.pdf.

SCRN


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432887/
http://medecinetropicale.free.fr/cours/ebola.pdf

Chapitre |1

Méthodes de
crlblage virtuel

& 1,‘- ‘
3‘ ex s
J‘ ° -
s T ¢~
L & "f' &
e *9 ,
5. 5‘.’
< % s P
. - . 8 . 3
S @ »e® 2 5 & 'J_{ ¢
& ¢ ® @
- S 'S
%
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1. Criblage virtuel

Le criblage virtuel, analogue in silico de I'HTS, peut schématiquement étre assimilé a un
entonnoir dans lequel on verse un grand nombre (généralement entre cent mille et dix millions) de
composes, constituant la chimiothéque a cribler, pour obtenir, a lI'aide d'un algorithme de criblage,
un plus faible nombre (quelques dizaines a quelques milliers) de composés qui seront ensuite testés

expérimentalement (Figure 11.1) .

Le criblage virtuel est généralement utilisé en phase précoce de la recherche de médicament.
En 1981 le magazine Fortune titrait « Next Industrial Revolution: Designing Drugs by Computer at
Merck », soulignant le potentiel de ces nouvelles approches 2. Plus récemment, la capacité des
méthodes de criblage virtuel & modéliser des interactions ligand/protéine a été utilisée dans le cadre
de la prédiction d’effets indésirables en étudiant la capacité des molécules (médicaments ou
perturbateurs endocriniens) a se lier a des cibles sensibles comme les récepteurs nucléaires, les

cytochromes P450, le canal hERG, ou simplement des cibles autres que la cible principale 3.

BEr o Ill_I
|
ﬁ;[:{lHL i _b cl{=cl{c(=cs&(=0)=0)sclF]:cc:c{:c:c:E5)rjc14]:C:C:C:C:CR14)N
j ~r_l___},_ \ :;j :D
e Banque 1-D (compléte)
Banque 2-D Filtrage
¥ réactivité chimique
v duplicats
v’ propriétés physicochimiques
¥ propriétés pharmacocinétiques
v « lead-likeness »
l v« drug-likeness »
3ID<1D
c1){=c(c[=C581(=0)=0)sC[F]:C .C:C(CCE@7)B)C14]-C:CoC:C:CR14)N ”_H
Hydrogénes Banque 1-D (filtrée)
Banque 3-D Stéréochimie
Tautomérie
lonisation

Figure 11.1 Différentes phases de la préparation de la chimiothéque. Les termes « lead-likeness » et « drug-
likeness » désignent les propriétés admises généralement (selon des modeles statistiques) pour étre des tétes
de séries (lead) ou des médicaments (drug).
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2. Objectif du criblage virtuel

Le développement d’un nouveau médicament prend de I’ordre d’une dizaine d’années et
passe par plusieurs phases. Dans la phase de découverte, 1’activité des composés chimiques sur une
cible biologique est mesurée afin de mettre en évidence une action inhibitrice. Le développement
d’approches in silico pour le criblage virtuel des composés chimiques est une alternative aux
approches classiques in vitro beaucoup plus coliteuses a mettre en ceuvre. L’utilisation de la grille a
été identifiée comme une voie économigquement prometteuse pour accompagner la recherche de

nouveaux médicaments 4.

Le criblage virtuel a pris une importance croissante dans les processus de conception de
médicaments, largement appuyé par les progres en informatique et bioinformatique (architecture et
logiciels) 5. Analogue in silico du HTS, le criblage virtuel a pour objectif de filtrer de larges
chimiothéques de composés (10° a 107) afin de procéder a des HTS optimaux, comportant moins
de composés (10° a 10%) et supposément plus aptes a générer des « hits ». Les protocoles établis
permettent d’éliminer les composés supposés inactifs ou indésirables du fait de leurs propriétés
pharmacologiques et sélectionneront les composés supposés actifs en leur attribuant de hauts scores

d’affinité a la cible 26,

3. Les stratégies de criblage virtuel

Les techniques de criblage virtuel sont basées sur la nature des informations expérimentales
disponibles concernant le systeme étudié (Figure 11.2), qui peuvent étre la structure de la cible
appelées méthodes Structure Based (SB), ou la structure du ligand appelées méthodes Ligand
Based (LB) ’.
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Criblage virtuel

Deux options
e N

Ligand-based

- Connaissance de ligand connus substrats par exemple

Structure-based

- Utilisation de la similarité moléculaire - Connaissance de la structure 3D de la protéine

- Recherche par sous-structure (2D) cible

- Utilisation des méthodes d’amarrage
« Docking » protéine/ molécule

- Recherche par similarité de propriétés

- Recherche de similarité de forme

- Identification de pharmacophore (3D)

Figure 11.2 Les stratégies du criblage virtuel.

3.1. Criblage virtuel basé sur la structure de ligand

L’approche "ligand-based virtual screening” utilise des molécules connues pour étre actives
sur la protéine cible comme références pour déterminer les propriétés physicochimiques et les
fragments responsables de leur activité et affinité avec le récepteur 8. Le principe de base commun
a toutes les méthodes basées sur les ligands est que des molécules similaires vont avoir tendance a
présenter des profils d’activité similaires. La similarité des molécules peut se mesurer par
recherche de propriétés communes entre ces différentes molécules actives et de les exprimer sous

forme de modeéles pharmacophoriques ou en d'équations mathématiques (méthodes QSAR) °.

3.2. Criblage virtuel basé sur la structure de lacible

Avec le nombre croissant des structures de protéines enregistrées au niveau de la Protein
Data Bank (PDB), les méthodes SB se positionnent aussi comme un outil valide en toxicité in
silico 0. Elle repose sur les connaissances de la structure tridimensionnelle de la cible biologique.
Ces connaissances sont obtenues par des méthodes expérimentales telles que la cristallographie par

rayons X et la spectroscopie par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) 12,

&4
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Les structures obtenues par cristallographie a rayons X ont I’avantage d’étre d’une bonne
résolution (78% de structures ont une résolution inférieure a 2.5 A). Inversement, la RMN permet
d’obtenir un ensemble de conformations illustrant la dynamique et la flexibilité d’une protéine en
phase aqueuse 2. La Protein Data Bank (PDB) regroupe et mets a disposition ces structures, dont
le nombre augmente de maniére stable et exponentielle depuis 1990 (Figure 11.3). Cette base de
données comporte aujourd’hui plus de 110.000 structures cristallographiques et croit de maniére
stable, doublant de volume tous les 4 a 6 ans 2. La plus grande disponibilité des structures a ainsi
permis I’essor des méthodes de criblage « structure-based » 4. La méthode de criblage basé sur la

structure la plus communément utilisée est ’amarrage moléculaire, plus souvent appelé Docking °

Structures résolues par cristallographie a rayons X
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Figure 11.3 Nombre de structures résolues par cristallographie a rayons X et déposées dans la
PDB entre 1990 et 2016.

4. Le Docking moléculaire

L’arrimage moléculaire, ou Docking suivant le terme anglo-saxon est la méthode de criblage
basée sur la structure la plus utilisée depuis les années 1980 6. Il peut étre utilisé pour modéliser
les interactions entre une petite molécule et le récepteur, généralement de nature protéique, au
niveau atomique et ainsi permettre de comprendre le mode de liaison de la petite molécule et
d’élucider des processus biologiques fondamentaux °. Les premiers programmes de Docking ont
été basés sur le concept de la clef —serrure (Figure 11.4), introduit par Emile Fisher en 1894. Selon
lequel le ligand et la protéine sont considérés comme des corps rigides capables d’interagir

lorsqu’ils présentent une complémentarité structurale parfaite '
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Figure 11.4 Le concept clé-Serrure.
4.1. Méthodes de Docking moléculaire
On va distinguer trois méthodes de Docking:

+ Docking avec ligand rigide
Jusqu’au milieu du XXe siécle, le mécanisme de liaison d’un ligand a une protéine était
compris comme un processus statique impliquant deux formes stériques complémentaires (concept
« clé-serrure ») 18, Les premiéres approches de Docking furent développées selon ce modéle, en
considérant les molécules et le site de liaison de la protéine cible comme des entités rigides °.
Seuls les 6 degres de liberté de translation et rotation sont explorés pour le ligand, c'est a dire que le

ligand peut subir des translations et des rotations dans chacune des trois dimensions 1°.

+ Docking avec ligand flexible
Dans le Docking flexible, le ligand et la protéine sont flexibles. En réalité, une protéine peut
étre tres flexible et exister dans des états transitoires variés, dont certains seront plus aptes a
amorcer la liaison d’un ligand donné. Ce mécanisme est aujourd’hui connu et accepté sous le nom
de sélection de conformation « conformational selection » 2°. Inversement, un ligand peut induire
une modification du récepteur, ce mécanisme est connu sous le nom d’effets « induced-fit » ?1. De
nouvelles méthodes de Docking ont ainsi été développées afin de prendre en compte ces

mécanismes de flexibilité, a la fois des molécules et de leurs récepteurs 22,

+ Docking semi-flexible
Le Docking semi-flexible, ou seule la flexibilit¢ du ligand est traitée, le récepteur restant
rigide. Ainsi, I’échantillonnage des degrés de libert¢ du ligand s’ajoutent aux explorations
translationnelles et rotationnelles. Ce type de Docking repose sur 1’hypothése sommaire que la

conformation du récepteur utilisée est apte a reconnaitre le ligand. Les approches de Docking semi-
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flexible ou flexible sont plus généralement appliquées a la modélisation d’interaction entre

protéines et petites molécules .

4.2. Les interactions protéine-ligand

Le Docking in silico rend possible 1’identification des interactions qui existent dans I’entité
constituée a partir d’une protéine et d’un ligand. I1 vise a prédire le positionnement le plus probable
en cherchant des orientations dans I’espace et des conformations qui favoriseraient la formation du
complexe le plus stable 2. Le Docking moléculaire est permet 1’étude des interactions non-liantes
intervenant lors de la formation de complexes. Cette association est assurée grace a plusieurs types

de liaisons faibles:

Intéractions de van der Waals

Ce sont des interactions de faible intensité entre dipbles électriques et donnent un dipble
instantané qui se forme grace a la différence des électronégativités, ce qui donne des p6les positifs
et négatifs 2°. Leur importance provient du nombre cumulé de liaisons créées 6. Ce type
d’interactions existe entre les molécules polaires caractérisées par un moment dipolaire non nul et

elles s'appliquent a trés courte distance donc ne concernent que les atomes de surface 2%,

ou moins
< »

Figure 11.5 Intéraction de van der Waals.
Liaisons hydrogens
Cette liaison intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne li¢ a un atome électronégatif (le
donneur) est attiré par un autre atome électronégatif (I’accepteur) 2. Elle est de tres faible énergie

et agit a trés faible distance %’.

Figure 11.6 Liaison hydrogéne.

&40
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Interactions hydrophobes
Les molécules dépourvues de groupes chargés ou d'atomes capables de former des liaisons

hydrogéne ne peuvent donc pas s’hydrater, pour cette raison, on les nomme substances
hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par

coalescence 6.
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Figure 11.7 Interaction hydrophobe.
Interactions électrostatiques
Les groupements fonctionnels chargés des acides aminés agissent a longue distance pour

donner naissance a des interactions électrostatiques 2.

Figure 11.8 Interactions électrostatiques.
5. Les étapes de Docking moléculaire
La méthode de Docking s’accomplit en deux étapes complémentaires (Figure 11.9). La
premiere appelée la recherche conformationnelle consiste a prédire les orientations adoptées par le
ligand lors de l'arrimage dans le récepteur sont explorées par un algorithme de recherche 2°. La
deuxiéme étape consiste a calculer un score pour chagque pose générée, les poses associées aux

meilleurs scores sont celles qui seraient les plus probables pour le ligand étudié .
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Figure 11.9 Représentation schématique des étapes du Docking moléculaire.

5.1. La recherche conformationnelle

Il existe plusieurs méthodes de recherche de I’espace conformationnel, celles basées sur la
complémentarité géométrique et celles fondées sur la complémentarité atomique. Elles utilisent
differents algorithmes afin de trouver le meilleur positionnement du ligand au sein de la cavité
enzymatique %°. Le principal probléme de I’approche de Docking est de prendre en compte la
flexibilité des deux entités. Lors de I’interaction d’un ligand avec sa protéine cible, ils peuvent
subir des translations et des rotations dans 1’espace et par conséquent le déplacement d’un groupe
d’atomes grace a leurs liaisons flexibles, plus le nombre de ce type de liaisons n’augmente plus le

degré de liberté et le nombre de conformations générées par les deux molécules augmentent 31,

5.2. Scoring

C’est I’étape de classement, elle permet d’évaluer les conformations obtenues lors de la
premicre €tape par le calcul de 1’énergie libre qui résulte du passage du ligand et de la protéine de
la forme libre vers la formation d’un complexe . La prédiction de I'énergie de liaison est réalisée
en evaluant les phénomenes physico- chimiques les plus importants impliqués dans la liaison
ligand-récepteur, notamment les interactions intermoléculaires, la désolvatation et les effets

entropiques 3.

6. Les fonctions de scores
Les fonctions de score jouent un role majeur dans le Docking en permettant le classement
final des poses proposées lors de 1’échantillonage. Une fonction de score idéale devrait permettre

de calculer I’énergie libre de liaison d’une petite molécule sur une protéine 34 Il existe des 4 types
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de fonctions de score (empiriques, basées sur la connaissance ou encore basées sur les champs de
forces et consensus) qui permettent d’estimer I’affinité d’une molécule pour la cible étudi¢e. Ces
fonctions de score partagent un objectif commun : étre capables de discriminer les bonnes poses

des mauvaises et les molécules actives des inactives .

6.1. Fonctions de score basées sur le champ de force

Les fonctions de score basées sur les champs de force déterminent la somme de 1’énergie
d’interaction ligand-récepteur, de 1’énergie interne du ligand et de I’énergie interne de la protéine
3% Ce groupe de fonctions de score permet d'estimer I'énergie de liaison en additionnant les
contributions des termes de liaisons reliés aux interactions covalentes dites liées (étirement de la
liaison, flexion de I'angle et variation du diedre) et les termes non liés (interactions électrostatiques

et de van der Waals) .

Elle utilise un calcul indépendant de I’énergie d’interaction récepteur-ligand et des énergies
internes de la molécule et de la protéine cible. Cette procédure est notamment intéressante pour
I’implémentation de logiciels de Docking puisque la majorit¢é d’entre eux utilise une unique

conformation de la protéine cible, ce qui accélere les calculs de scores 8.

6.2. Fonctions de score empiriques

Les fonctions de score empiriques sont congues pour reproduire des valeurs d’affinité
experimentales en utilisant des termes pondérés et calibrés par des méthodes de régression
statistique ou d’apprentissage sur des données de complexes protéine-ligand Co-cristallisés 3,
Ensuite, les constantes (ou poids) générées par le modele statistique sont utilisées comme
coefficients pour ajuster les termes de I'équation. Chaque terme de la fonction décritun type
d'évenement physique impliqué dans l'interaction ligand-récepteur tel que les liaisons hydrogénes,

les interactions polaires ou encore les effets désolvatation “°.

L’intérét de ses fonctions de score empiriques réside dans leur double simplicité : leur forme
est genéralement plus simple que celles basées sur les champs de force et les termes constituant ces
fonctions sont aisément évaluables *°. Un probléme de ces fonctions est leur dépendance aux jeux

de données moléculaires utilisés pour leur construction 41,

6.3. Les fonctions de score basées sur la connaissance ou « knowledge-based »

Cette méthode aussi appelée “potentiel statistique” utilise des potentiels d'énergie calculés a
partir des paires ligand-récepteur issues de la PDB #2. Ces potentiels sont construits en tenant
compte de la fréquence a laquelle une paire d'atomes ligand/protéine se trouve a une distance

donnée dans I'ensemble de données structurales *. Ces données permettent d’obtenir des potentiels
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d’énergie distance-dépendants pour chaque type de chaque paire atomique. Un score d’interaction
peut ensuite étre donné par la somme des potentiels énergétiques attribués a chaque contact

interatomique entre une molécule et son récepteur #4,

Contrairement aux méthodes précédentes, les fonctions basées sur la connaissance ne
reposent pas sur la reproduction des affinités de liaison (méthodes empiriques) ni sur des calculs ab
initio (méthodes de champ de force). Elles constituent ainsi un bon équilibre entre précision et
rapidité. Elles demeurent toutefois dépendantes de la qualité de résolution des complexe ligand-

récepteur 43,

6.4. Fonctions de score consensus

Les fonctions de score consensus permettent de combiner les informations de différentes
fonctions de score pour compenser leurs imperfections individuelles et ainsi améliorer la qualité de
la prédiction des poses correctes 4'. L hypothése sousjacente est que la probabilité qu’une molécule
soit active doit augmenter si cette molécule est associée a de bons scores d’affinité selon plusieurs
fonctions de score. De plus, puisque les fonctions de score prennent en compte différents aspects
des interactions récepteur-ligand, celles-ci peuvent se compléter pour mieux décrire une

interaction®.

Les fonctions de score peuvent étre combinées de diverses maniéres pour créer une fonction
consensus. Ainsi, dans 1’approche de classement par le nombre « rank by number », une moyenne

des scores fournis par chaque fonction de score a combiner est réalisée 4.

7. Logiciels de Docking moléculaire

Au fil des années, on note 1’apparition d’un nombre important de programmes de Docking
moléculaire avec une grande diversité des algorithmes de recherche et des fonctions de score
(Tableau 11.1). Parmi les nombreux logiciels disponibles, AutoDock, GOLD ou GLIDE ont été
utilisés dans plus de 50% des études de Docking publiées entre 1990 et 2013. Une liste exhaustive

des logiciels de Docking a été compilée en 2015 par Chen 47,



Chapitre 11 : Méthodes de criblage virtuel

Tableau I1.1 Principaux logiciels permettant la mise en ceuvre de Docking rigide ou flexible de

molécules.

Logiciel

DOCK v6

FlexX

Surflex-
dock

PSI-DOCK

AutoDock

GOLD
GLIDE

FRED

ICM

MCDOCK

ProDOCK

AADS

QXP

ParDock

DockVision

Récepteur
flexible

Oui

Non

Non

Non

Oui

Oui

Non

Non

Oui

Non

Oui

Non

Non

Non

Non

Algorithme de

recherche

Systématique

Systématique

Systématique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Systématique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Stochastique

Algorithme de
recherche de pose

conformationnelle

Fragmentation reconstruction

Fragmentation reconstruction

Fragmentation reconstruction

Génétique Tabou

Génétique

Génétique

Monte Carlo

Exhaustif

Monte Carlo

Monte Carlo

Monte Carlo

Monte Carlo

Monte Carlo

Monte Carlo

Monte Carlo

Fonction de score

Basée sur un champ
de force

Basée sur les
connaissances

Empirique

Empirique

Basée sur un champ
de force

Basée sur un champ
de force

Empirique
Empirique
Basée sur un champ
de force / Empirique

Basée sur un champ
de force

Basée sur un champ
de force

Basée sur les
connaissances

Basée sur un champ
de force

Basée sur un champ
de force

Basée sur un champ
de force
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8. Les parametres de « DRUG-LIKENESS »

Drug-likeness d'un compose est un facteur clé au cours des phases initiales de la découverte
d'un médicament. 1l peut étre défini comme la similitude entre les composés et les médicaments 8.
L'expression « drug-like » est de plus en plus répandue. Les composés drug-like sont des
molécules qui contiennent des groupes fonctionnels et/ou ont des propriétés physiques compatibles
avec la majorité des médicaments connus, et peuvent donc étre deduits comme des composés qui

pourraient étre actifs biologiquement ou pourraient présenter un potentiel thérapeutique °.

Au fil des ans, des ensembles de régles ou de filtres ont été codifiés afin d’aider a définir
I’espace chimique de la ressemblance avec les médicaments. Les criteéres les plus courants pour
I’espace chimique de type meédicamenteux sont la régle de LIPINSKI de cing, qui a gagné en

popularité. Néanmoins, d’autres approches ont été proposées par d’autres auteurs, notamment par

VEBER, GHOOSE 0.

8.1. Régle de LIPINSKI

Lipinski proposé ce qu'on appelle couramment la « regle de Lipinski » ou la « régle de 5 ».
La définition de cette régle repose sur la recherche de propriétés communes a 2245 molécules
extraites du WDI (World Drug Index) ayant au moins atteint la phase Il des essais cliniques et

donc présentant a priori de bonnes valeurs de solubilité et de perméabilité intestinale 5.

Cette régle est la plus utilisée pour I’identification des composés « DRUG-LIKE ». D’apres
cette régle, les composés ne validant pas au moins deux des critéres suivants ont de tres fortes

chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité 52;
v Le poids moléculaire ne doit pas étre supérieur a 500 daltons ;
v Le coefficient de partition (logP) doit étre <5;
v" Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne doit étre < 5;
v' Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre <10 ;

8.2. Régle de VEBER

Par la suite, d’autres critéres ont été mis en place pour compléter et ajuster les régles de
Lipinski dans la selection de composés « drug-like ». Ainsi, Veber proposé une simplification des
regles de « Lipinski » aprés analyse des données pharmaco-cinétiques chez le rat pour 1100
candidats médicaments issus de la base de données de biodisponibilité orale SmithKline Beecham

53, il existe deux descripteurs identifiés par Veber:

v' Le nombre de liaisons de rotation (NRB) est < 10 ;
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v Lasurface polaire de la molécule (TPSA) est < 140 A2,

Tableau 11.2 Valeurs utilisées dans les différents filtres permettant la sélection de molécules ou

fragments aux propriétés pharmacocinétiques « drug-like ».

« Drug-likeness »

Propriétés physico-chimiques

Regle de Lipinski Régle de Veber
Poids moléculaire (en Da) <500 -
Lipophilie (logP) <5 -
Nombre de donneurs de liaisons hydrogénes <5
(DLH) -
Nombre d'accepteurs de <10
liaisons hydrogénes (ALH)
Aire de la surface polaire - <140 A2
Nombre de liaisons rotatives = <10

9. Filtres ADME-Tox

Dans les années 1990, les échecs dans le développement de médicaments étaient
principalement la conséquence de mauvaises performances pharmacocinétiques. Ce probléme a été
en grande partie résolu grace a 1’utilisation d’un filtrage précédant ’utilisation des chimiothéques,
réduisant les taux d’échec dans les phases de développement. Les filtres de type ADME-Tox
(Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité) sont rapidement devenus

populaires 4.

C’est un concept important qui décrit l'impact potentiel d'un produit chimique ou d'un
médicament sur un systeme vivant dans le contexte de la biologie cellulaire et de la biochimie. En
effet, le mouvement et le métabolisme des molécules sont déterminés par les propriétés physico-
chimiques de la molécule ainsi que du systeme hote 555, L’évaluation des propriétés ADME des
candidats-médicaments doit étre faite a un stade précoce de la découverte d'un médicament

permettant un gain de temps et d’argent %,

9.1. Absorption

L’absorption est I’incorporation d’un médicament par I’organisme. Aprés administration
orale, la phase d’absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site
d’administration a la circulation générale *°. Apreés la désagrégation de la forme galénique et la

dissolution du principe actif dans les sucs digestifs, le médicament va devoir traverser les cellules
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épithéliales via des mécanismes de transport paracellulaire (entre les cellules) ou transcellulaire (a
travers les cellules) (Figure 11.10a). Les membranes plasmiques, constituées d’une bicouche
phospholipidique, représentent une barriere presque infranchissable pour les molécules non

lipophiles.

Les mécanismes transcellulaires permettent de laisser passer une plus grande diversité de
molécules. Ces mécanismes peuvent étre passifs (diffusion) pour les molécules lipophiles, peuvent
faire intervenir des transporteurs (transport facilité ou actif) et dans certains cas des vesicules
(transcytose) pour les molécules hydrophiles ou de poids moléculaire plus élevé 559, Ainsi, la
solubilité, la lipophilie ou encore le pKa sont les principales propriétés physicochimiques qui

influencent I’absorption d’une molécule dans I’organisme.

b) DOSE )

VEINE PORTE

INTESTINS

BIODISPONIBLITE

SELLES

*  Principe actif M Transporteurs

Métabolite ATP

.
Vesicule . CYP3A4

Enzymes digestives

Figure 11.10 Vue d’ensemble des phénomeénes qui interviennent lors de la phase d’absorption. a) Illustration
des mécanismes enzymatiques et des mécanismes de transport mis en ccuvre lors du passage des cellules
épithéliales: 1) Hydrolyse enzymatique ; 2) Transcytose ; 3) Diffusion passive ; 4) Transport actif via un

transporteur (mécanisme d’influx) ; 5) Mécanisme paracellulaire ; 6) Métabolisme via le CYP3A4 ; 7)
Mécanisme d’efflux via les transporteurs P-gp. b) Schéma global de la phase d’absorption suite & une
administration par voie orale.

9.2. Distribution
La phase de distribution regroupe les phénomenes impliqués dans le transport via la

circulation sanguine et le partage du médicament entre le sang et les différents tissus de

’organisme (Figure 11.11) ®%. Les variations de distributions des molécules sont déterminées en
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grandes partie par leur capacité a traverser les membranes et leur solubilité dans les lipides/eau

Trois mesures permettent de prédire le volume de distribution d’une nouvelle molécule 62
v’ Liaison aux protéines plasmatiques humaines ;
v" Log D expérimentale: le coefficient de distribution ;

v pka : constante d’équilibre.

a)

FRACTION
LIEE

FRACTION
LIBRE

METABOLISME ELIMINATION EFFET
THERAPEUTIQUE

Figure 11.11 Vue d’ensemble des phénomeénes qui interviennent lors de la phase de distribution. a)
Représentation schématique de la fixation du principe actif (cercle bleu) aux protéines plasmatiques (cercle
gris). La protéine plasmatique représentée est 1’albumine (PDB : 4L9K). b) Schéma globale de la phase de

distribution suite a I’absorption du principe actif. Les différentes phases de diffusion tissulaire sont
représentées dans la partie supérieure: 1) Volume intravasculaire ; 2) Volume intravasculaire et interstitiel ;

3) Volume extra- et intracellulaire ; 4) Enrichissement cellulaire.

9.3. Métabolisme

La phase du métabolisme peut étre décrite comme un processus de biotransformation du
principe actif par lequel il va étre plus polaire, et par consequent plus facilement dissout dans les
milieux aqueux, tels que la bile ou I’urine, afin d’étre éliminé par 1’organisme ®3. Néanmoins le
principal site de biotransformation est situé au niveau hépatique, dans les enzymes des microsomes.
Les modifications réalisées peuvent rendre les xénobiotiques inactifs mais peuvent également leur

conférer une activité meédicamenteuse, ou une activité toxique. Deux types de réactions
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enzymatiques interviennent lors de la biotransformation: les reactions enzymatiques de phase | et

celles de phase 11°.

9.4. Elimination

L’¢limination est la phase qui assure la disparition d’une substance de I’organisme soit parce
qu’elle est excrétée, soit parce qu’elle est transformée en d’autres produits qui ne sont plus
décelables ®*. La plupart des excrétions se font par les reins sous forme d'urine ou de matiéres
fécales, certaines molécules peuvent étre excrétées a travers la peau sous forme de sueur et
certaines peuvent étre excrétées par les poumons par échange de gaz . Pour un certain nombre de
voie d’élimination, un phénomene de réabsorption du médicament peut étre rencontré, qui

contribue a diminuer ou ralentir 1’élimination du médicament .

9.5. Toxicité

La mise au point de nouveaux médicaments exige que des études toxicologiques soient
effectuées afin d’estimer I’innocuité de ces nouvelles entités moléculaires avant la demande
d’AMM auprés des autorités compétentes . La toxicologie est une discipline scientifique qui
¢tudie les effets indésirables d’une molécule chimique sur les organismes vivants, pouvant
provoquer des dommages séveres, voire mortels dans les cas les plus graves . La toxicité des
molécules est 'une des causes majeures et indiscutables d’abandons lors d’essais cliniques, un
abandon si tardif du développement d’un médicament représentant un échec financiérement
dramatique . 1l est donc trés important de tenter de prédire la toxicité d'un composé a partir de sa
structure lors des phases précoces de développement R&D. La toxicité peut étre classifiée selon

I'organe affecté ou selon le mécanisme de toxicité .
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1. Introduction

Le choix du matériel et des méthodes est essentiel pour garantir des résultats fiables dans
toute €tude scientifique. Dans ce chapitre, nous allons concentrer sur le matériel et les méthodes
utilisés pour obtenir et présenter les résultats de notre étude. En effet, il est crucial de comprendre
le processus qui a conduit a I'obtention de ces résultats pour pouvoir les interpréter correctement et
tirer des conclusions valides. Par conséquent, nous allons donc décrire en détail les instruments que
nous avons utilisés, ainsi que les différentes méthodes employées pour préparer les échantillons et

réaliser les mesures.

2. Matériel et outils utilisés
Les matériels suivants ont été utilisés pour identifier les meilleurs inhibiteurs de I'infection a

virus Ebola par modélisation avec Docking moléculaire:

2.1. Micro-ordinateurs
Nous avons utilisé deux micro-ordinateurs ayant les caractéristiques suivantes pour réaliser
notre travail.

Tableau I11.1 les caractéristiques des micro-ordinateurs utilisés.

Ordinateur 2

Caractéristiques Ordinateur 1

2GB

Mémoire (RAM) 6 GB

AMD A4-1250 APU with Radeon™  Intel® Pentium® CPU G2030 @
Processeur HD Graphics 1.00 GHz 3.00 GHz

Systeme d’exploitation Windows 10 Home Windows 7 Ultimate

Type de systeme 64 bit 32 bit

2.2. Banques de données et logiciels
2.2.1. La banque de données « Protein Data Bank (PDB) »

La Banque de données protéiques a été créée en 1971 au Brookhaven National Laboratoire en
tant que seul référentiel international pour les données de structure tridimensionnelle des
macromolécules biologiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie

aux rayons X ou par spectroscopie RMN 2.



Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

< G M [ https//www.rcsb.org/structure/4AM0Q A

jol

5 C @ Q¢ & @O

| G Google M@ rorororo-..- 1yl By Google Traduction @8 YouTube | [) Other favorites

RCSB PDB Deposit - Search -~ Visualize - Analyze ~ Download - Learn - About - Documentation - Careers

A B 201,079 Stuctures from the PDB
= ~ 3D Structures @ | Enter search termn(s), Entry ID(s), or sequence Include CSM ©
FROTEIN DATA BANK E 1,068,577 Gomputed Structure
Models (CSM) Advanced Search | Browse Annotations Help
7 g — -
B SPDB 200cReon )18 3 o0 PDB-Dev BYy00

Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Versions
< Biological Assembly 1 @ ) B 4 M 0 Q
-
7

Ebola virus VP24 structure
PDB DOI: 10.2210/pdb4M0Q/pdb

Classification: VIRAL PROTEIN

Organism(s): Zaire ebolavirus

Expression System: Escherichia coli BL21(DE3)
Mutation(s): No &

Deposited: 2013-08-01 Released: 2014-03-19
Deposition Author(s): Xu, W, Leung, D.W., Borek, D., Amarasinghe, G.K.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation € ¥ 3D Report | Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION B

Resolution: 1.92 A .

R-Value Free: 0232

© 3D View: Structure | 1D-3D View | R-Value Work: 0.209 .
o D vvewa e o R.\alue Ohsaryed:- ) 211

Figure 111.1 L’interface du site Protein Data Bank.
2.2.2. La banque de données « PubChem »

PubChem est une source d'informations sur les produits chimiques du National Center for
Biotechnology Information (NCBI) des Etats-Unis. Depuis son lancement en 2004, PubChem est
devenu une base de connaissances clé qui sert les communautés de recherche biomédicale dans de
nombreux domaines, notamment la chimio-informatique, la biologie chimique, la chimie

médicinale et la découverte de médicaments 3.

= @ @ (& hitpsy//pubchem.ncbi.nim.nih.gov/search/search.cgi A & @ 2|1 feo ]
| G Google [ rorororo-..-uyll By Google Traduction [ YouTube | [] Other favorites.

Pub@Chem (Fuchen corpound <1l =
Structure Search | imits  Advanced search Help
Try the new PubChem Search.
o Name/ Identity/ Substructure/
Search By: it Molecular Formula 3D Conformer Saved Search
Text Similarity Superstructure
o) sy IDeseri term etc: | Search @
Clear
You are here: NGBI > Chemicals & Bioassays > PubChem » Struclure Search Support Gentar
GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED NCBI INFORMATION
NCBI Education Chemicals & Bioassays PubMed GenBank About NCBI
NCBI Help Manual Data & Software Nucleotide Reference Sequences Research al NCEI
NCBI Handbook DNA & RNA BLAST Map Viewer WCBI Newsletier
Training & Tutorials Domains & Structures PubMed Central Genome Projects NCBI FTP Site
Genes & Expression Gene Human Genome NCBI on Facebook
Genetics & Medicne Bookshelf Mouse Genome NCBI on Twitter
Genomes & Maps Protein Influenza Virus NCBI on YouTube hd

Figure 111.2 L’interface du site PubChem.
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2.2.3. Schrodinger suite

Schrodinger suite est un package de modélisation moléculaire trés complet et tres puissant
qui comprend les programmes et applications, et les solutions les plus sophistiqués et les plus
performants dans le monde de la bio-informatique, la chimio-informatique et la conception des

médicaments assistée par ordinateur *.

Maestro File Edit Select Workspace Scripts View Window Help

Nt M-

4 v %Al
4 ¥ & 1KV1
o ¥ X Ligands
- o BMU391
4 » & Protein
v . Solvents
» A Waters

Figure 111.3 L’interface du logiciel Schrodinger suite.
2.2.4. BIOVIA Discovery Studio
Discovery Studio est un ensemble de logiciels permettant de stimuler le systeme de petites
molécules et de macromolécules. 1l est développé et distribué par Accelarys °. Il permet aux
utilisateurs de visualiser, de profiler et d'analyser diverses sources de bibliotheques chimiques pour
concevoir et optimiser la sélection de composés ®; et permet d'étudier et de tester des hypothéses in
silico avant une mise en ceuvre expérimentale colteuse, réduisant ainsi le temps et les dépenses

nécessaires a la mise sur le marché des produits °.
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Figure 111.4 L’interface du logiciel Discovery Studio.
2.2.5. SwWissADME

SwissADME est destiné a une soumission conviviale et a une analyse facile des résultats.
L'opération pour réaliser les études est simple et la génération des résultats est également rapide et
fiable. La prévisibilité de divers facteurs tels que les facteurs physicochimiques, la lipophile, la
solubilité dans I'eau, la pharmacocinétique, la ressemblance aux médicaments et d'autres facteurs
liés a la chimie medicinale est incluse pour une meilleure compréhension des propriétés des petites

molécules au cours du processus de découverte et de développement de médicaments 7.

Par rapport a I'état de l'art des outils gratuits en ligne pour 'ADME et la pharmacocinétique
et en dehors d'un acces unique a des méthodes performantes, les points forts de SwissADME sont,
de maniére non exhaustive: différentes méthodes de saisie, le calcul pour plusieurs molécules et la
possibilite d'afficher, enregistrez et partagez les résultats par molécule individuelle ou via des

graphiques globaux intuitifs et interactifs 8.

&N
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Figure 111.5 L’interface du site SwissADME.

2.2.6. pkCSM
pkCSM utilise le concept de signatures structurelles basées sur des graphes pour étudier et

prédire une gamme de propriétées ADME-Tox pour de nouvelles entités chimiques. Cette approche
fournit également une plate-forme pour [lanalyse et [l'optimisation des propriéetes
pharmacocinétiques et de toxicité mises en ceuvre dans une interface Web conviviale et librement
disponible, un outil précieux pour aider les chimistes médicinaux a trouver lI'équilibre entre la

puissance, la sécurité et les propriétés pharmacocinétiques °.

@ pkCsM X+

& 3 C ) § biosiglabuqgeduau/pkesm/prediction 2 v 0@
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Figure 111.6 L’interface du site pkCSM.
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3. Méthodologie des calculs

Dans notre étude nous avons basés sur les interactions entre le site actif de la protéine VP24
et les ligands pour former des complexes stables a 1’aide du programme Schrddinger suite. Le
protocole général de Docking moléculaire utilisée dans notre travail est schéematisé dans la Figure
117,

—_ 1- Préparations des ligands

« Téléchargement les ligands depuis le site PubChem.
« L'optimisation des ligands grace a logiciel Schrédinger (LigPrep).

2- Preparation de la protéine

« Téléchargement de la protéine 4MO0Q.
« Eliminer les autres chaines et les molécules d'eau.
« Détecter la cavité de la protéine.

— 3- Docking Moléculaire

* Rechercher les meilleurs conformations des ligands.

« Visualiser les intéractions des meilleurs confomations pour les complexes
ligands-4MOQ et les meilleurs énergies scores.

« Appliquer la regle du Lipinski.
« Appliquer la regle du Veber.
« Appliquer les filtres ADME-Tox.

Figure 111.7 La méthodologie de notre travail.
3.1. Préparations des ligands
La premiere étape du Docking moléculaire consiste a préparer les ligands utilisés dans

I'étude. Dans notre travail, nous avons utilisé des dérivés de Terpénoide comme ligands.

Les Terpénoides, parfois appelés isoprénoides, forment une classe large et diverse de
composés organiques rencontrés dans la nature, similaires aux terpenes, dérivant d'unités
isopréniques a cing atomes de carbone assemblées et modifiées de milliers de fagons. Les terpénes
sont des hydrocarbures basiques, tandis que les Terpénoides contiennent des groupes fonctionnels

supplémentaires.

Les composés ont été téléchargés a partir de la base de données PubChem sous forme de
fichier "sdf" et optimiser ses géométries avec le logiciel LigPrep de la suite Schrédinger 2018.
Cette préparation a été générée pour chaque ligand un certain nombre de structures (jusqu'a 32)

AN


https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Terp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Isopr%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Groupes_fonctionnels

Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

avec divers énantioméres, leurs états d'ionisation et tautomérisation a été prédit par Epik2.2 a pH
7,0+ 2.

Les structures 2D des 244 inhibiteurs sont représentées dans I’Annexe N° 01.

3.2. Préparation de la protéine

Nous avons obtenu la structure de la protéine VP24, qui est une cible clé dans le traitement
du virus Ebola, en la téléchargeant a partir de la base de données Protein Data Bank
www.rcsh.org/pdb  sous forme de fichier PDB avec le code daccés 4MO0Q. Cette structure

tridimensionnelle a été déterminée par diffraction de rayons X avec une résolution de 1.92 A,
comme indiqué dans la Figure 111.8.

Le Tableau I11.2 résume les caractéristiques cristallographiques de la protéine 4M0Q.

Sur la base des résultats de recherche et des articles similaires a nos études, nous avons
sélectionné le composé Bisdéméthoxycurcumine comme ligand de référence pour notre protéine.
Cette décision a ete prise aprés une analyse approfondie des informations disponibles et des etudes

antérieures.

La Bisdéméthoxycurcumine est un curcuminoide présent dans le curcuma qui est appartient
a la famille des Terpénoides °. La Bisdéméthoxycurcumine est utilisée comme pigment et
nutraceutique aux propriétes antimutagenes. La structure chimique de Bisdéméthoxycurcumine

ligand de référence est donnée dans la Figure 111.9:

La structure de PDB comporte diverses informations manquantes sur une connectivité
spécifique, ainsi que les charges formelles. La structure de la protéine est importée de PDB dans
Maestro dans l'assistant de préparation de protéines (the protein preparation wizard). Lors de la
préparation de la protéine simplifiée, on a éliminé la chaine B ainsi que les molécules d’eau,
ensuite La structure a été préparée en ajoutant des atomes d'hydrogene, en optimisant les liaisons
hydrogene et en vérifiant les états de protonation de HIS, GLN et ASN. La minimisation de
I'énergie a été réalisée en utilisant la contrainte par défaut de 0,3 A RMSD et le champ de force
OPLS 2005.


http://www.rcsb.org/pdb
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HO OH

Figure 111.9 Structure chimique de Bisdéméthoxycurcumine.
Tableau I11.2 Donnés cristallographiques.

Protéine Classificatior Chaine Résolution Résidus Atomes

‘ 4MOQ Protéine virale A 1.92 A 230 3581

3.3. Détection de cavité

Les cavités ont un réle ambigu dans la stabilité de la protéine. Ces vides dans la structure
permettent ainsi un équilibre entre stabilité thermodynamique et flexibilité 1. Les cavités ont
souvent un réle central dans la fonction des protéines. Les sites actifs des enzymes en sont

I’exemple évident: siege de la fonction, les cavités enzymatiques ont une forme particuliére
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permettant de fixer spécifiquement leur substrat. A ce titre, les cavités des sites enzymatiques sont
régulierement étudiées en parallele de leur structure. Le lien entre les cavités et la fonction d’une

protéine peut également apparaitre de fagon plus subtile et moins spécifique 1213,

La boite de grille peut généralement étre générée en utilisant "the receptor grid generation".
La génération de grille de récepteurs nécessitait une structure protéique préparée avec un ordre de
liaison approprié et des charges formelles. Le site active est définit comme réctangulaire de 20 A,
Les coordonnées de grille X, y et z sont respectivement (-10, -15, -20) pour 4M0Q.

La Figure 111.10 présente la cavité choisie de la protéine 4M0Q.

Figure 111.10 La cavité choisie de la protéine 4M0Q.
3.4. Simulation de Docking moléculaire

Le protocole GLIDE de la suite Schrodinger a été utilisé pour ancrer les ligands dans la
grille de récepteurs générée. Cela permet d'évaluer les interactions ligand-protéine et de

sélectionner les ligands les plus prometteurs pour une étude plus approfondie.

Tous les composés ont été soumis a I'étape de Docking SP (Standard Precision). Les
composés SP résultants ont ensuite été ancrés en utilisant un mode plus précis et plus intensif en

termes de calcul lors de la derniere étape du criblage, appelée Docking XP (Extra Precision).
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L'étape de Docking SP implique le positionnement des composés dans le site actif de la
protéine cible en utilisant des calculs de Docking moléculaire pour prédire leur conformation et
leur interaction. Cela permet de filtrer un grand nombre de composés et de ne retenir que les plus
prometteurs pour la suite de I'étude.

Ensuite, lors de I'étape de Docking XP, une méthode de calcul plus avancée et précise est
utilisée pour affiner d'avantage les prédictions de liaison et obtenir une estimation plus précise de
I'affinité et de la stabilité des complexes ligand-protéine. Cela permet de sélectionner les composés

les plus susceptibles de se lier avec haute affinité a la protéine cible.

3.5. Prédiction des propriétés moléculaires des ligands

Nous avons utilisé l'outil serveur SwissADME http://www.swissadme.ch/ pour éetudier la

regle de Lipinski et VVeber dans cette étape de notre travail. Pour chaque ligand, nous avons collé le
SMILE dans l'outil SwissADME afin de calculer les propriétes du ligand.

3.6. Prédictions des ADME-Tox propriétés

Il'y a eu récemment des développements dans les méthodes utilisées pour accéder a la
précision du domaine de prédiction et d'applicabilité des modeéles d'absorption, de distribution, de
métabolisme, d'excrétion et de toxicité, ainsi que dans les méthodes utilisées pour prédire les
propriétés physicochimiques des composés aux premiers stades de la développement *; une
mauvaise ADME-Tox cause des échecs codteux aux stades avancés du développement du

medicament °.

Pour étudier les propriétés ADME-Tox, nous avons utilisé l'outil pkCSM disponible a

I'adresse https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction . Pour chaque ligand, nous avons collé le

SMILE correspondant dans I'outil pour obtenir les résultats nécessaires.


http://www.swissadme.ch/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

1. Introduction

La premiére étape de la plupart des réactions biologiques est I'interaction entre une protéine et
son substrat. Pour comprendre son mode de fonctionnement et identifier les résidus impliqués,
plusieurs éléments doivent étre definis: I'affinité entre les deux molécules, les distances séparant les

acides aminés du site actif de I'enzyme et ceux des inhibiteurs, ainsi que I'énergie d'interaction 1,

Ce chapitre présentera les résultats de notre travail in silico sur les interactions entre
différents inhibiteurs et la protéine VP24 (4MO0Q) a l'aide de la méthode de Docking moléculaire en
utilisant le logiciel Schrédinger. Notre étude se base sur plusieurs paramétres clés, notamment le
score de Docking et les distances entre certains groupements de la chaine latérale de la protéine et
ceux des inhibiteurs, ainsi que les différents types d'interactions qui se produisent entre certains

acides aminés de la protéine étudiée et de l'inhibiteur.

Par ailleurs, nous aborderons I'étude des propriétés moléculaires des ligands en évaluant leur
caractere DRUG-LIKENESS, ainsi que leurs propriétés ADME-Tox.

2. Resultats et discussion
2.1. Résultats de Docking moléculaire

Un criblage virtuel est effectué avec I'outil GLIDE pour prédire les molécules principales qui
se lient sélectivement aux residus biologiqguement actifs de la protéine VP24. Une boite de grille est
générée avec des residus actifs de la protéine VP24 a l'aide de la génération de grille de récepteur
dans l'outil de glissement de la suite de Schrddinger, pour obtenir la bonne interaction d'amarrage au

niveau du domaine de liaison créé.

Nous avons étudiés les interactions entre la protéine VP24 (4MO0Q) et les inhibiteurs en
utilisé le logiciel Discovery studio, en comparant les interactions de Bisdéméthoxycurcumine?

similaire a nos inhibiteurs dans sa structure avec notre protéine.

Premierement, nous allons exposer les résultats des scores de Docking SP et XP ainsi que de
I'énergie de Glide des ligands, ou les scores inférieurs a -6 Kcal/mol ont été obtenus a l'aide du

logiciel Schrédinger (Tableau 1V.1).

Les conformations de chaque ligand obtenues a laide du 1’étape de Docking XP sont

présentées dans I'’Annexe N° 02.
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Tableau IV. 1 Résultats de de scores inférieur & -6 Kcal/mol de la protéine 4MO0Q avec les ligands.

Ligands SP Docking score | XP Docking score Glide Energie
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
CID163102707 -8.952 -9.660 -30.869
Cl1D162994788 -8.044 -8.645 -46.607
CID76047846 -7.550 -8.400 -35.440
CI1D162966423 -7.750 -8.374 -27.940
C1D163858558 -7.396 -8.134 -42.437
CID75069707 -7.620 -7.973 -30.612
CI1D162934567 -6.759 -7.525 -55.459
CID163108317 -6.756 -7.137 -68.125
CID75110805 -6.066 -7.105 -32.759
C1D22298413 -6.809 -6.996 -48.130
Cl1D162818176 -6.541 -6.971 -36.650
CI1D162897348 -6.373 -6.874 -29.765
CID73657143 -6.546 -6.855 -33.815
CID155130667 -5.380 -6.855 -54.905
C1D85225929 -5.756 -6,410 -38.877
C1D102126897 -5.236 -6.390 -36.070
CID73815018 -5.610 -6.357 -32.806
Bisdéméthoxycurcumine -3.918 -4.334 -49.52

Le protocole utilisé dans le Docking moléculaire avec le logiciel Schrodinger est montré dans
la Figure IV.1:
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244
Ligands Application de I’étape de Docking SP

Score < -3.918

100
Ligands Application de I’étape de Docking XP

19

Ligands
Score < -6.00

17

Ligands

Figure 1V.1 Le protocole utilisé dans le Docking moléculaire.
2.1.1. Etude des interactions protéine-ligand
Dans notre étude, nous avons examiné la conformation la plus stable du complexe protéine-
ligand, qui correspond au niveau d'énergie le plus bas. Cette partie de notre étude a été réalisée en
utilisant les six meilleurs ligands CID (163102707, 162994788, 76047846, 162966423, 163858558
et 75069707). En choisissant les ligands avec les scores d'énergie les plus faibles, nous cherchions
a identifier les composés qui présentaient une meilleure complémentarité et interaction avec la

proteine cible par rapport a Bisdémeéthoxycurcumine.

Les résultats des interactions entre ces ligands et la protéine sont présentés dans le Tableau
IV.2, et les structures 2D et 3D des interactions protéine-ligand ont été visualisées a l'aide du
logiciel Discovery Studio. Dans cette analyse, les composés interagissent avec les résidus d'acides
aminés du site actif par le biais de forces d'interaction telles que la liaison hydrogéne et I'interaction

hydrophobe.
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Tableau 1V.2 Les interactions des meilleurs inhibiteurs de la protéine 4M0Q.

Complexes (Ligands
-4M0Q)

Les interactions

Les catégories

Les types

ASP124 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
THR183 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
SER123 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN184 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN184 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
C1D163102707-4M0Q GLN103 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
ASP124 Hydrogéne Carbone hydrogéne bond
GLN103 Hydrogéne Carbone hydrogéne bond
GLY120 Hydrogéne Carbone hydrogéne bond
GLY120 Hydrogéne Carbone hydrogéne bond
LEU121 Hydrophobe Alkyl
LEU121 Hydrophobe Alkyl
GLU180 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
ASP108 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
ASP104 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
ALA116 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
GLN103 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
C1D1629943788-4M0Q GLN103 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN184 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
GLN184 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
GLY120 Hydrogene Carbone hydrogene bond
GLN184 Hydrogene Carbone hydrogéne bond
GLN103 Hydrogene Carbone hydrogene bond
ASP124 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
THR183 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
SER123 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
GLN184 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
C1D76047846-4M0Q GLN184 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN103 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
ASP124 Hydrogene Carbone hydrogene bond
GLN103 Hydrogene Carbone hydrogene bond
GLY120 Hydrogene Carbone hydrogene bond
ALA116 Hydrophobe Alkyl
ASP124 Hydrogene Conventionnel hydrogéene bond
GLN184 Hydrogene Conventionnel hydrogéene bond
SER123 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
GLN103 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
C1D162966423-4M0Q ASP124 Hydrogéne Carbone hydrogeéne bond
GLN103 Hydrogene Carbone hydrogene bond
GLY120 Hydrogeéne Carbone hydrogene bond
ILE107 Hydrophobe Alkyl
ILE107 Hydrophobe Alkyl
ALA120 Hydrophobe Alkyl
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ASP124 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
GLN184 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
GLN103 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN103 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
C1D163858558-4M0Q GLY120 Hydrogéne Carbone hydrogéne bond
ALA116 Hydrophobe Alkyl
ALA116 Hydrophobe Alkyl
ALA116 Hydrophobe Alkyl
ILE107 Hydrophobe Alkyl
ASP124 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN184 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
CID75069707-4M0Q SER123 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
GLN103 Hydrogéne Conventionnel hydrogéne bond
ASP124 Hydrogéne Carbone hydrogene bond
GLN103 Hydrogene Carbone hydrogene bond
ASP124 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
ASP108 Hydrogéne Conventionnel hydrogene bond
Bisdéméthoxycurcumine GLN103 Hydrogene Conventionnel hydrogene bond
-4M0Q ASP108 Hydrophobe Pi-Anion
SER123 Hydrophobe Amide-Pi Stacked

+ Les interactions protéine-Bisdéméthoxycurcumine
La re-Docking du ligand de réference fait référence au processus de repositionnement du
ligand de référence dans le site de liaison d'une cible protéique, Le but du re-Docking est de verifier
la capacité du logiciel de Docking a prédire avec précision la pose du ligand de réference dans le
site de liaison, en utilisant les informations de structure de la cible.
La re-Docking du ligand de référence (Bisdéméthoxycurcumine) a été réalisée a l'aide du
logiciel Schrodinger. Les résultats ont révélé un score de -4,334 Kcal/mol, Il est observé que le

ligand de référence a établi cing interactions avec le récepteur 4M0Q:

» Deux liaisons hydrogéne ont été établies entre les atomes d'hydrogéne du ligand et les atomes
d'oxygéne des résidus ASP124 et ASP108 de la protéine.

> Le ligand de référence a également forme une liaison hydrogene entre I'atome d'oxygene du
ligand et le résidu GLN103 de la protéine.

» Enfin, deux liaisons hydrophobes ont été formées entre le cycle benzénique du ligand de
référence et les résidus ASP108, SER123 de la protéine.
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Bisdemethoxycurcumin-4M0OQ

Interactions

|:| Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Sigma
[ PiAnion [ Amide-Pi Stacked

Figure 1V.2 Interactions entre le ligand de référence et les résidus de 4MO0Q (structure 2D).
+ Les interactions protéine-C1D163102707
La complexe CID163102707-4M0Q a un score de Docking moléculaire faible de -9.660
Kcal/mol, ce qui indique une forte affinité entre le composé et la protéine. De plus, ce composé est
le meilleur inhibiteur identifié lors de notre criblage virtuel en termes de score. Dans cette
conformation, il forme 12 interactions avec la protéine, comprenant des liaisons hydrogene et des

interactions hydrophobes avec différents résidus d'acides aminés de la protéine.

» Nous avons observé dix liaisons hydrogene différentes dans le complexe étudié. Sept d'entre
elles se sont formées entre les atomes d’hydrogene du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus
ASP124, GLN103, THR183, SER123 et GLY120. Pour le résidu ASP124, deux liaisons ont été
détectées a des distances de 1.59 A et 2.30 A, tandis que pour le résidu GLN103, les liaisons ont
été mesurées a des distances de 1.86 A et 2.56 A, et trois autres impliquant les résidus THR183,
SER123 et GLY120 avec les distances 1.91 A, 2.13 A et 2.71 A respectivement. Nous avons
également identifié deux liaisons formées entre les atomes d'oxygene du ligand et les atomes
d'hydrogéne du résidu GLN184, avec des distances de 2.03 A et 2.47 A. Enfin, une liaison a été
observée entre l'atome d'oxygéne du ligand et I'atome de carbone du résidu GLY120, a une
distance de 3.68 A.
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> De plus, nous avons détecté deux liaisons hydrophobes entre le résidu LEU121 et les atomes
de carbone du ligand, mesurées a des distances de 5.21 A et 4.54 A

ALA
A:99

163102707-4MOQ
Interactions
D van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkeyl

In103

Figure V. 3 Les interactions entre le ligand CID163102707 et la protéine VP24 (A: 2D ; B: 3D).
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Figure V. 4 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand CID163102707.

MName Visible Caolor Parent Distance Category Types

1 AGLNIS4HN - (UNKS00:04 | [f]ves |:| Ligand Mo... 2,03609 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
2 A:GLM184:HN - :UNK900:06 [#]ves |:| Ligand Mo... 2,47756 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
3 UNKS00:H2S - A:GLN103:0EL  []Yes |:| Ligand Mo... 1,8a01 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
4 UNK900:H26 - AsSER123:06 [#]es |:| Ligand Mo... 2,13657 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
5 :UNKS0O:H27 - ATHR183:0G1  []ves |:| Ligand Mo... 1,91289 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
& :UNKS0O:H2B - A:ASP124:0D1  []ves |:| Ligand Mo... 1,59675 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
T AGLY120:CA - :UNK900:02 [#]ves |:| Ligand Mo... 3,68825 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

8 :UMNKS00:H18 - A:GLY 120:0 [#]ves |:| Ligand Mo... 2,71391 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

O :UNKS00:H1S - A:GLMI03:0EL  []ves |:| Ligand Mo... 2,56271 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

10 :UNKS00:H21 - A:ASP124:0D1  []Yes |:| Ligand Mo... 2,30772 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

11 UMNKS00 - A:LEU121 [#]ves |:| Ligand Mo... 5,21285 Hydrophobic Alkyl

12 :UNKS00:C8 - AsLEU121 [#]es |:| Ligand Mo... 4,54159 Hydrophobic Alkyl

Tableau V.3 Les interactions entre le ligand CID163102707 et la protéine VP24.
+ Les interactions protéine-C1D162994788
Le score de Docking moléculaire du complexe est de -8.645 Kcal/mol, ce qui est considéré
comme un score faible, indiquant une forte interaction entre le ligand et la protéine. Le complexe
forme un total de 12 liaisons, ce qui suggére une forte affinité entre le ligand et le site actif de la

protéine:

» Ce complexe présente 12 liaisons de type hydrogene : neuf liaisons sont formées entre les
atomes d'hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus GLN103, ASP104, GLN184,
ALA116, ASP108 et GLU180, avec trois liaisons pour le résidu GLN103 avec des distances de
1.94 A, 2.72 A et 2.46 A, et deux liaisons pour le résidu ASP104 avec des distances de 1.57 A et
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2.58 A, tandis que les quatre autres liaisons concernent les résidus GLN184, ALA116, ASP108 et
GLU180 avec des distances respectives de 2.51 A, 2.14 A, 1.98 A et 1.94 A. De plus, deux liaisons
sont formées entre les atomes d'oxygéne du ligand et les atomes d'hydrogene du résidu GLN184
avec des distances de 3.06 A et 2.01 A. Enfin, une liaison est observée entre l'atome d'oxygéne du

ligand et I'atome de carbone du résidu GLY 120, avec une distance de 3.36 A.

162994788-4M0OQ

Interactions

- Conwventional Hydrogen Bond I:I Carbon Hydrogen Bond

Figure 1V.5 Les interactions entre le ligand C1D162994788 et la protéine VP24 (A: 2D ; B: 3D).
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Figure 1V.6 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand CID162994788.

Name
1 A:GLN134HN
2 A:GLN134HN
3 UNKS00:H40
4 UNKS00:H44
5 :UNK900:H4a
6 :UNK300:H51
T :UNKS00:H54
8 :UNK300:H58
9 AGLY120:CA
10 :UNK300:H33
11 :UNKS00:H37
12 :UNKS00:H41

- {UNK900:05

- UNKS00:011
- A:ASP108:002
- A:GLU180:0

- A:ASP104:0D1
- A:GLN103:0EL
- A:GLN103:0EL
- A:ALAL1S:O

- :UNKS00:012
- A:GLN134:0E1
- A:ASP104:001
- A:GLN103:0EL

Vizible
Yes
Yes
[¥]es
Yes
[v]es
Yes
Yes
Yes
Yes
[v]es
Yes
Yes

N o o o

Parent

Ligand Non-bond Manitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Mon-bond Monitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Non-bond Monitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Mon-bond Monitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Non-bond Monitor
Ligand Non-bond Manitor
Ligand Non-bond Manitor

Distance

3,06236
2,01174
1,38857
1,94579
1,57224
1,96324
2, 72046
2,14445
3,30182
2,51157
2,5811

2,46433

Category  Types

Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

Tableau 1V.4 Les interactions entre le ligand CID162994788 et la protéine VP24,
+ Les interactions protéine-C1D76047846
Ce complexe présente un total de 10 liaisons et affiche un score de -8.400 Kcal/mol:

» Le ligand forme neuf liaisons de type hydrogéne. Sept liaisons formées entre les atomes
d’hydrogene du ligand et les atomes d’oxygéne des résidus ASP124, GLN103, THR183, SER123
et GLY120, dont deux liaisons pour ASP124 (1.59 A et 2.30 A), deux pour GLN103 (1.88 A et
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2.58 A), et trois pour THR183, SER123 et GLY120 (1.91 A, 2.15 A et 2.65 A respectivement). De
plus, il y a deux liaisons formées entre les atomes d'oxygéne du ligand et les atomes d'hydrogéne du
résidu GLN184 (2.02 A et 2.47 A).

> Enfin, une liaison de type hydrophobe est observée entre le carbone du ligand et le résidu
ALA116 avec une distance de 4.49 A.

® @
A @ &

76047846-4M0Q

Interactions
D van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkeyl
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Figure 1V. 8 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand 76047846.
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Mame Visible  Color  Parent  Distance  Category Types

1 A:GLN184:HN - :UNKS00:04 [ Ino D Ligand No... 2,02178 Hydrogen Bond iConventional Hydrogen Bond
2 A:GLN184:HN - :UNK900:06 [vo D Ligand No... 2,47678 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
3 UNKS0O:H31- AGLNI0ZOEL [ JNo D Ligand No... 1,88171 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
4 :UNKSOO:H34 - A:SER12%0G [ Mo D Ligand No... 2,15426 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
3 UNKS0O:H35 - ATHRIB3:0G1 [ Mo D Ligand MNo... 1,9118 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
6 :UNKS0O:H3 - A:ASP124:0D1 [ [No D Ligand No... 1,59481 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
T :UNK900:H26 - A:GLY120:0 [vo D Ligand No... 2,65765 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

B :UNKSO0O:H27 - A:GLN10ZOEL [ [No D Ligand MNo... 2,58261 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

0 :UNKI00:H29 - A:ASP124:0D1 [ No D Ligand No... 2,30816 Hydragen Bond Carbon Hydrogen Bond

10 A:ALALLG - UNK900:C14 (e D Ligand No... 4,4339 Hydrophobic Alkyl

Tableau V.5 Les interactions entre le ligand CID76047846 et la protéine VP24.
+ Les interactions proteine-C1D162966423
Le score de ce complexe est de -8.374 Kcal/mol, avec formation de 10 liaisons:

> Il y a sept liaisons de type hydrogéne dans ce complexe, dont six sont formées entre les
atomes d'hydrogene du ligand et les atomes d'oxygeéne des résidus ASP124, GLN103, GLY120 et
SER123. Les distances de deux liaisons du résidu ASP124 sont de 1.64 A et 2.32 A, celles de deux
liaisons du résidu GLN103 sont de 1.66 A et 2.92 A, et les distances des deux autres liaisons
formées avec les résidus GLY120 et SER123 sont de 2.67 A et 2.18 A, respectivement. De plus,
une liaison est formée entre I'atome d'oxygene du ligand et I'atome d'hydrogene du residu GLN184,
avec une distance de 2.14 A,

> En outre, ce complexe présente trois liaisons de type hydrophobe, dont deux sont formées
entre le cycle benzénique du ligand et les résidus ILE107 et ALAL116, avec des distances
respectives de 5.45 A et 4.52 A, tandis que l'autre liaison est formée entre le carbone du ligand et le
résidu ILE107, avec une distance de 4.39 A.
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162966423-4M0OQ

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Alloyl

I Carbon Hydrogen Bond

Figure IV. 9 Les interactions entre le ligand CID162966423 et la protéine VP24 (A: 2D ; B: 3D).
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Figure 1V.10 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand C1D162966423.

Name Visible  Color  Parent  Distance  Category Types

1 BGLN1B4HN - :UNKS00:07 ¢ [¥]'es |:| Ligand No... 2,14642 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
2 :UNK300:H33 - A:GLN103:0E1 []es |:| Ligand No... 1,66625 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
3 :UNK900:H36E - A:SER123:0G [V]es |:| Ligand No... 2,18057 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
4 :UNK300:H33 - A:ASP124:001 [¥]es |:| Ligand No... 1,64555 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
5 :UNK900:H2 - :UNK300:05 []es |:| Ligand No... 2,76177 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

6 :UNKI00:H21 - ALY 120:0 [#]es |:| Ligand No... 2,67537 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

7 :UNK900:H29 - A:GLN103:0E1 []es |:| Ligand No... 2,92314 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

§ :UMK900:H31 - A:ASP124:0D1 [V]es |:| Ligand No... 2,32117 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

§  A:ALA1IA - :UNKS00 [¥]es |:| Ligand No... 4,52987 Hydrophobic Allyl

10 :UNKS00 - &:ILE107 [V]es |:| Ligand No... 5,45855 Hydraphobic Alleyl

11 :UNK300:C11 - A:ILE107 [#]es |:| Ligand No... 4,39759 Hydrophobic Allyl

Tableau 1V.6 Les interactions entre le ligand CID162966423 et la protéine VP24,
+ Les interactions protéine-C1D163858558
Le score de ce complexe est de -8.134 Kcal/mol et il établit neuf liaisons:

» Le complexe présente cing liaisons hydrogéne, dont quatre impliquent les atomes
d'’hydrogéne du ligand et les atomes d'oxygéne des résidus GLN103, ASP124 et GLY120. Les
distances des deux liaisons de GLN103 sont de 2.09 A et 2.06 A, tandis que les deux liaisons
d’ASP124 et GLY120 ont des distances respectives de 2.60 A et 2.42 A. De plus, il y a une liaison

S
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entre lI'atome d'oxygene du ligand et I'atome d'hydrogéne du résidu GLN184, avec une distance de
2.01 A

> Il 'y a également quatre liaisons de type hydrophobe formées entre les atomes de carbone du
ligand et les résidus ALA116 et ILE107. Trois liaisons sont de résidu ALA116 avec des distances
de 3.84 A 3.79 A et 3.84 A, tandis qu'une autre liaison est de résidu ILE107 avec une distance de
5.09 A.

ASP
AC108

163858558-4M0Q

Interactions

D van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
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Figure 1V.12 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand CID163858558.
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Mame Visible Color Parent Distance Category Types

1 A:GLMN184:HN - :UNKS00:08 | [ |No . Ligand Mo... 2,01673 Hydrogen Bond Conventional Hydroge. ..
2 :UNKS00:H46 - A:GLN103:0E1 [ Mo . Ligand Mo... 2,09924 Hydrogen Bond Conventional Hydroge. ..
3 :UNK900:H4% - A:GLN103:0E1 [ |No . Ligand Mo... 2,06965 Hydrogen Bond Conventional Hydroge. ..
4 :UNKSOOD:HS7 - A:ASP124:0D1 [ Mo . Ligand Mo... 2,60742 Hydrogen Bond Conventional Hydroge. ..
3 UNES00:H40 - :UNKS00:06 [ IMa |:| Ligand Mo... 2,41735 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B UMES00:H43 - A:GLY 120:0 [IMa |:| Ligand Mo... 2,42255 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
T UNES00:H45 - :UNKS00:0 1 [ Ime |:| Ligand Mo... 2,71993 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
3 AALAL1G - :UNKS0D:C14 [IMa |:| Ligand Mo... 3,84223 Hydrophobic  Alkyl

9 A:ALA116 - :UNKS00:C17 [ Imo |:| Ligand Mo... 3,79903 Hydrophobic  Alkyl

10 A:ALAL1G - :UNES00:C18 [ma |:| Ligand Mo... 3,34089 Hydrophobic  Alkyl

11 UMES00:C20 - A:ILE107 [ Ino |:| Ligand Mo... 5,09174 Hydrophobic  Alkyl

Tableau V.7 Les interactions entre le ligand CID163858558 et la protéine VP24.
+ Les interactions protéine-CID75069707

> Le complexe présent affiche un score de -7.973 Kcal/mol, qui est attribué a la formation de
six liaisons de type hydrogene. Les atomes d'hydrogéne du ligand se lient aux atomes d'oxygene
des résidus ASP124, GLN103 et SER123 pour former cing liaisons distinctes. Le résidu ASP124
forme deux liaisons, dont les distances sont de 1.89 A et 2.23 A, tandis que le résidu GLN103
forme également deux liaisons, avec des distances de 1.82 A et 3.07 A. La derniére liaison est
formée avec le résidu SER123, a une distance de 2.28 A. De plus, une liaison est formée entre

I'atome d'oxygéne du ligand et I'atome d'hydrogéne du résidu GLN184, & une distance de 2.26 A.

75069707-4M0Q

- Conventional Hydrogen Bond D Carbon Hydrogen Bond

Interactions
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Figure 1V.14 Les structures 3D de la protéine VP24 avec le ligand CID75069707.

SR
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MName Visible  Color  Parent Distance  Category Types
1 iA:GLN 184:HN - :LUNKS00:08 | [W]ves D Ligand Mon-bond Manitor ~ 2,26944 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
2 UNKS00:H26 - :UNK300:08 [V]es D Ligand Mon-bond Monitor ~ 1,83032 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
3 :UNK800:H31 - A:GLN103:0E1 [V]fes D Ligand Mon-bond Monitor ~ 1,82537 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
4 :UNK900:H34 - A:5ER123:06 [V]es D Ligand Mon-bond Monitor ~ 2,28985 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
5 :UNK300:H36 - A:ASP124:0D1 [¥]es D Ligand Mon-bond Monitor ~ 1,89232 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B :UNK300:H2 - :UNKA00:03 [¥]es D Ligand Mon-bond Monitor ~ 3,0125 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
7 :UNK800:H28 - A:GLN103:0E1 [V]es D Ligand Mon-bond Monitor ~ 3,07713 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B :UNKBO0:H29 - A:ASP124:0D1 [V]fes D Ligand Mon-bond Monitor ~ 2,23455 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

Tableau V.8 Les interactions entre le ligand CID75069707 et la protéine VP24.
2.1.2. Discussion de Docking moléculaire
+ Les résultats présentées dans le Tableau V.1 révelent ce qui suit:

En comparant le score de Bisdéméthoxycurcumine avec ceux de tous les autres ligands, nous

avons conclu que 17 inhibiteurs présentent une faible énergie (score inférieur a -6 Kcal/mol).

Les complexes des six ligands CID (163102707, 162994788, 76047846, 162966423,
163858558 et 75069707) formés avec le récepteur 4M0Q présentent les scores les plus faibles par
rapport au ligand de référence, suggérant ainsi qu'ils sont les plus stables. En conséquence, on peut

ordonner ces ligands par rapport au ligand de référence comme suit:

CID163102707<CI1D162994788<CID76047846<CI1D162966423<C1D163858558<CID75069707

< Bisdeméthoxycurcumine.
+ Selon les résultats de Tableau 1V.2:

Nous avons constaté que les distances d'interactions hydrogene dans nos complexes étaient

généralement courtes (Distances entre 2.5 A et 3.1 A), ce qui suggére une interaction forte.

Le nombre de liaisons hydrogéne dans les complexes formés est élevé, ce qui a contribué a la

stabilité de ces composeés.

Les résultats de notre étude ont identifié plusieurs acides aminés clés qui jouent un réle
crucial dans la formation des liaisons les plus favorables avec le ligand. Ces acides aminés sont
SER123, ASP124, GLN103, GLY120, GLN184 et ALA116. lls ont été observés pour étre les

principaux résidus impliqués dans les interactions dans le site actif de la cible étudiée.

Ces acides aminés speécifiques sont souvent impliqués dans des interactions spécifiques,
telles que des liaisons hydrogene (ASP124, GLN103, GLY120) des interactions hydrophobes
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(ALAL116, SER123., etc). Leur présence et leur arrangement spatial dans le site actif de la cible

permettent une reconnaissance et une liaison optimales avec le ligand.

2.2. Résultats des propriétés moléculaires (DRUG LIKNESS)
Suite a l'étude antérieure, nous avons identifié 17 composés comme étant les meilleurs
inhibiteurs par rapport a la Bisdéméthoxycurcumine. Pour approfondir notre analyse, nous

procédons a I'évaluation de leurs propriétés moléculaires selon divers regles :

2.2.1. Application de la regle de LIPINSKI
Tableau 1V.9 Les résultats de la regle de LIPINSKI pour les meilleurs ligands sur 4MO0Q.

Nombre de
Ligands Masse(UMA) | LogP | N°OHNH N°ON violation
CID163102707 332.39 -1.01 5 7 0
C1D162994788 664.78 -1.47 9 14 3
CID76047846 400.51 0.41 5 7 0
C1D162966423 418.52 -0.09 6 8 1
C1D163858558 632.82 0.95 8 11 3
CID75069707 432.51 -1.10 6 9 1
C1D162934567 664.78 -1.47 9 14 3
C1D163108317 632.82 0.95 8 11 3
CID75110805 434.52 -1.26 7 9 1
C1D22298413 416.51 -0.07 5 8 0
Cl1D162818176 392.48 -0.62 6 8 1
CI1D162897348 420.49 -1.65 7 9 1
CID73657143 434.52 -1.12 7 9 1
CID155130667 544.72 2.28 6 9 2
C1D85225929 402.52 0.94 5 7 0
C1D102126897 402.52 0.94 5 7 0
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C1D73815018 392.48 -0.48 6 8 1

Bisdémeéthoxycurcumine 308.33 3.13 2 4 0

N°ON : Liaisons hydrogéne accepteurs, N° OHNH : Liaisons hydrogéne donneurs.
Le Tableau 1V.9 fournit les informations suivantes:

+ Les valeurs des poids moléculaire: Les ligands avec des poids moléculaires inférieurs a
500 UMA, tels que CID (163102707, 76047846, 162966423, 75069707, 75110805, 22298413,
162818176, 162818176, 162897348, 73657143, 85225929, 102126897, 73815018) et
Bisdéméthoxycurcumine; ont généralement une meilleure capacité a étre absorbées par le corps.
Leur taille réduite facilite leur passage a travers les membranes cellulaires, ce qui favorise une
meilleure absorption apres administration. Et aussi peuvent se disperser plus facilement dans les
tissus et atteindre leur site d'action souhaité. Leur petite taille leur permet de pénétrer dans les

espaces intercellulaires et de se diffuser plus rapidement dans l'organisme.

En revanche, les ligands ayant des poids moléculaires supérieurs a 500 UMA, tels que CID
(162994788, 163858558, 162934567, 163108317 et 155130667), sont considérés comme ayant une
faible capacité de pénétration a travers les membranes cellulaires.

+ Les valeurs de log p: Le coefficient de partage est un indicateur de la différence de solubilité
des composés chimiques dans deux solvants différents: I'eau et l'octanol. Cette mesure permet de
déterminer si un composé est hydrophile ou hydrophobe (lipophile) .

Les ligands CID (76047846, 163858558, 163108317, 155130667, 85225929, 102126897) et
Bisdéméthoxycurcumine ont des valeurs de log P positives et inférieures a 5, ce qui indique leur
caractere lipophile. Ces composés ont une bonne permeéabilité a travers la membrane cellulaire, une
forte affinité pour les protéines plasmatiques et une élimination métabolique via le foie. Cependant,

ils ont une faible solubilité et une mauvaise tolérance gastrique.

En revanche, les ligands CID (163102707, 162994788, 162966423, 75069707, 162934567,
75110805, 22298413, 162818176, 162897348, 73657143 et 73815018) ont des valeurs de log P
négatives, ce qui indique leur caractere hydrophile. Ces composés ont une bonne solubilité dans
I'eau, une tolérance gastrique ameéliorée et une élimination efficace via les reins. Cependant, ils ont
une faible perméabilité a travers la membrane cellulaire et une mauvaise affinité pour les protéines

plasmatiques.

+ Nombre des liaisons d’hydrogéne accepteur: Les ligands CID (163102707, 76047846,
162966423, 75069707, 75110805, 22298413, 162818176, 162897348, 73657143, 155130667,
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85225929, 102126897, 73815018) et Bisdéméthoxycurcumine présentent un nombre d'accepteurs
d'hydrogene inférieur a 10, En revanche, les ligands CID (162994788, 163858558, 162934567 et
163108317) ont des valeurs supérieures a 10.

Une molécule avec moins de 10 liaisons hydrogene accepteur peut avoir une plus grande
sélectivité dans son interaction avec les récepteurs cibles. Cela peut permettre de réduire les effets
indésirables en minimisant les interactions non spécifiques avec d'autres composants du corps. Une
molécule avec un nombre limité de liaisons hydrogene accepteur peut avoir une meilleure activité
pharmacologique en se liant de maniere plus spécifique a sa cible thérapeutique. Cela peut
améliorer I'efficacité et réduire les doses nécessaires pour obtenir I'effet désiré.

+ Nombre des liaisons d’hydrogéne donneur: Les ligands CID (163102707, 76047846,
22298413, 85225929, 102126897) et Bisdeméthoxycurcumine présentent un nombre de donneurs
d'’hydrogéne inférieur ou égal a 5, ce qui favorise les propriétés physico-chimiques, telles qu'une
meilleure solubilité ou une meilleure perméabilité a travers les membranes biologiques. Cela peut

faciliter l'absorption, la distribution et la biodisponibilité du médicament dans I'organisme.

En revanche, les ligands CID (162994788, 162966423, 163858558, 75069707, 162934567,
163108317, 75110805, 162818176, 162897348, 73657143, 155130667 et 73815018) ont un
nombre de donneurs d'hydrogéne supérieur a 5, ce qui réduit leur perméabilité a travers la

bicouche lipidique.

+ Le nombre de violation: Les ligands suivants ont des nombres de violations inférieurs ou
égaux a 1: CID (163102707, 76047846, 162966423, 75069707, 75110805, 22298413, 162818176,
162897348, 73657143, 85225929, 102126897, 73815018) et Bisdéméthoxycurcumine. En
revanche, les ligands CID (162994788, 163858558, 162934567, 163108317 et 155130667) ont des
nombres de violations supérieurs a 1.

Donc on a conclure que les composés CID (163102707, 76047846, 162966423, 75069707,
75110805, 22298413, 162818176, 162897348, 73657143, 85225929, 102126897, 73815018) et
Bisdéméthoxycurcumine sont en accord avec la régle de LIPINSKI, ce qui suggere que ces

composés théoriquement n’auront pas des problémes avec la biodisponibilité orale.

2.2.2. Application de la Régle de VEBER
Apres avoir vérifié le respect de la régle de Lipinski et confirmé les résultats positifs, nous

pouvons également vérifier le respect de la regle de Veber pour assurer sa conformité. La regle de
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Veber se concentre sur le nombre de liaisons libres dans la molécule et mesure la mobilité

potentielle de la molécule.

Tableau 1V.10 Les résultats de la régle de VEBER pour les meilleurs ligands sur 4M0Q.

Ligands NRB TPSA (A?) Nombre de violation
CID163102707 4 119.61 0
C1D162994788 8 228.22 1
CID76047846 4 119.61 0
CI1D162966423 4 139.84 0
CID163858558 9 189.53 1
CID75069707 4 149.07 1
CI1D162934567 8 228.22 1
CID163108317 12 189.53 2
CID75110805 4 160.07 1
C1D22298413 4 128.84 0
Cl1D162818176 7 139.84 0
CI1D162897348 4 160.07 1
CID73657143 4 160.07 1
CID155130667 7 149.07 1
C1D85225929 4 119.61 0
C1D102126897 4 119.61 0
CID73815018 6 139.84 0

Bisdéméthoxycurcumine 6 74.60 0

D'aprés le Tableau 1V.10, on peut constater que:

+ Les valeurs des NRB: Notre ensemble des composés présentent des valeurs de liaisons
rotatives inférieures a 10, suggérant une faible flexibilité moléculaire lors de leur interaction avec
une protéine, et donc des changements de conformation minimes. A I'exception du composé
CID163108317, dont la valeur de liaison rotative dépasse 10, indiquant une plus grande flexibilité

moléculaire et potentiellement une mauvaise biodisponibilité.

4N



Chapitre IV : Résultats et Discussion

+ Les valeurs des TPSA: Les composés CID (163102707, 76047846, 162966423, 22298413,
162818176, 85225929, 102126897, 73815018) et Bisdéméthoxycurcumine ont des valeurs de
surface moléculaire inférieures & 140 A2 Les molécules ayant une faible surface polaire ont
tendance a étre moins solubles dans les milieux aqueux. Cela peut limiter leur dissolution et leur
disponibilité dans le corps, ce qui peut avoir un impact sur leur efficacité.
les composeés CID (162994788, 163858558, 75069707, 162934567,
163108317, 75110805, 162897348, 73657143 et 155130667) présentent des valeurs de surface

moléculaire supérieures a 140 A?, ce qui indique une mauvaise capacité de transport a travers les

En revanche,

membranes.

D’apres les résultats obtenus de 1’étude des propriétés moléculaires (DRUG LIKNESS) nous
trouvons que seuls les composes CID (163102707, 76047846, 162966423, 22298413, 162818176,
85225929, 102126897, 73815018) et Bisdéméthoxycurcumine sont respectés les regles de
VEBER et LIPINSKI. Le respect des regles de Veber et de Lipinski est une étape importante pour
la sélection de composes potentiels en tant que médicaments.

2.3. Résultats des filtres ADME-Tox

L'étude du profil ADME-Tox des huit composés est trés importante pour comprendre la
capacité de ces composés a produire un effet thérapeutique souhaité et pour éviter l'apparition
d'effets secondaires pouvant conduire a des resultats négatifs. D'autre part, la cible de prédiction
d’ADME-Tox nous facilite également I'identification du meilleur composé potentiel pour tous les

COMPOSES récuperes.

2.3.1. Absorption
Cette étape consiste a évaluer la capacité du composé a étre absorbé dans le systéme

biologique aprés administration. Le Tableau V.11 présente les résultats obtenus.

Tableau IV.11 Les résultats de I’ Absorption.

Perméabilité | Absorption
Solubilité Caco2 (Log intestinale | Perméabilité | Glycoprotéine
Ligands dans I’eau Papp an 10 (humain cutanée P dela
(Log. Mol/L) cm/s) Absorbé %o) (Log.kp) Substrat
C1D163102707 -2.758 0.51 54.86 -2.808 Oui
CID76047846 -3.358 0.711 61.67 -2.773 Oui
C1D162966423 -3.194 0.23 50.70 -2.864 Oui
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C1D22298413 -3.399 0.313 59.589 -2.963 Oui
CID162818176 -2.545 0.195 31.999 -3.062 Oui
C1D85225929 -3.421 0.154 58.662 -3.097 Oui
C1D102126897 -3.416 0.154 58.662 -3.065 Oui
CID73815018 -2.227 0.233 35.743 -3.157 Oui
Bisdéméthoxycur- -3.38 0.957 91.159 -2.804 Oui
Cumine

Selon les résultats du Tableau 1V.11;

+ Solubilité dans I'eau: C'est une propriété importante de l'absorption. Selon le Tableau
V.11, tous les composés et la Bisdéméthoxycurcumine sont inférieures a -2, ils sont donc
considérés comme des molécules soluble dans I'eau. La solubilité dans l'eau facilite I'administration
du médicament, car de nombreux medicaments sont administrés sous forme de solutions orales ou
injectables. Un composé soluble dans l'eau peut étre formulé plus facilement dans ces formes
galéniques et permet une administration plus pratique au patient.

+ Perméabilité caco2: Les lignées cellulaires Caco2 ou d'adénocarcinome colorectal épithélial
humain sont couramment employées comme modeles in vitro pour anticiper I'absorption d'un
médicament administré par voie orale dans la muqueuse intestinale humaine °. Donc selon les
résultats : seul la valeur prédite de Bisdéméthoxycurcumine supérieur a 0.90 il a donc une
perméabilité élevée pour le Caco2. Par contre nos composés ont des valeurs inférieures a 0.90 donc
une mauvaise perméabilité pour le Caco2. Une mauvaise perméabilité pour les cellules Caco-2 peut
indiquer que le composé a du mal a traverser la barriere intestinale et a étre absorbé efficacement
dans la circulation sanguine. Cela peut entrainer une biodisponibilité réduite du médicament, c'est-
a-dire que seule une faible quantité de médicament atteint la circulation systémique.

+ Absorption intestinale: En raison de sa grande surface, l'intestin est le principal site
d'absorption d'un médicament administré par voie orale °. Si la valeur de l'absorbance d'une
molécule est inférieure a 30%, on considere qu'elle est mal absorbée. Donc d’aprés notre analyse,
les composés CID (163102707, 76047846, 76047846, 162966423, 22298413, 85225929,
102126897) et Bisdéméthoxycurcumine, ils ont une bonne absorption dans les intestins humains,
tandis que les deux composés CID (162818176 et 73815018) sont mal absorbés.

+ Perméabilité cutanée: Le développement de systémes d'administration de médicaments

transdermiques et dautres formulations topiques de médicaments dépend largement de la
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perméabilité cutanée 7. Une pénétration cutanée satisfaisante est attendue si le log Kp est supérieur
a -2.5. D'apreés les résultats obtenus les valeurs de log Kp de tous les composés soit inférieur a -2.5,
le fait que suggére généralement que leur capacité a traverser la peau est limitée.

+ Substrat P-glycoprotéine: Les résultats indiquent que tous les composés, y compris la
Bisdéméthoxycurcumine, sont des substrats de la glycoprotéine P (P-gp). si les composés sont des
substrats de la glycoprotéine P (P-gp) et que leur log Kp est inférieur a -2,5, cela suggére
généralement que la capacité de ces composés a traverser la peau est limitée. La glycoprotéine P
(P-gp) est une pompe de transport active qui joue un réle dans I'efflux des médicaments hors des
cellules, y compris des cellules de la peau.

+ 2.3.2. Distribution

Les résultats d'évaluation des différents parametres de distribution sur les inhibiteurs les plus
performants ont été étudiés lors du processus de développement du médicament. Les détails de ces

résultats sont présentés dans le Tableau 1V.12.

Tableau 1V.12: Les résultats de Distribution.

Perméabilité du
Ligands Vds (humain) Perméabilité BBB SNC
CID163102707 0.249 -0.857 -3.655
CID76047846 0.042 -0.811 -3.647
C1D162966423 -0.214 -0.936 -3.812
C1D22298413 -0.18 -0.888 -3.805
Cl1D162818176 -0.366 -1.128 -3.741
C1D85225929 -0.199 -0.907 -3.572
C1D102126897 -0.181 -0.893 -3.572
CID73815018 -0.43 -1.246 -4.086
Bisdéméthoxycurcumine 0.139 -0.089 -2.271

+ Le volume de distribution: Le volume de distribution est un paramétre clé de la
pharmacocinétique qui permet de déterminer la quantité de médicament distribuée dans les tissus

du corps, et qui est donc essentiel pour la conception d'un schéma posologique adapté a chaque

&N



Chapitre IV : Résultats et Discussion

médicament °. Il représentant le volume de plasma ou de sang dans lequel le composé est supposé
étre dissous a I'état stable ou a I'équilibre °.

Si le volume de distribution est inférieur a -0.15, il est consideré comme faible. En revanche,
s'il est supérieur a 0.45, il est considéré comme éleve. D’aprés I’analyse, tous les composés et la
Bisdeméthoxycurcuine ont des valeurs de volume de distribution faible Cela peut étre dd a un
efflux de P-gp.

+ Perméabilité BBB: Prédire si un composé est capable de traverser la barriére
hématoencéphalique (BBB) peut étre bénéfique pour minimiser les effets secondaires et les
toxicités des composés de téte. En outre, cela peut également améliorer l'efficacité des
médicaments ayant une activité pharmacologique dans le cerveau 2.

Les molécules ayant un log BBB supérieur a 0.3 sont susceptibles de traverser facilement la
barriere hématoencéphalique, tandis que les composés ayant un log BBB inférieur a -1 ont
généralement une mauvaise distribution dans le cerveau °. Ainsi, les valeurs de log BBB des deux
composés CID (162818176 et 73815018) sont inférieures a -1, cela suggére qu'ils ont une faible
distribution dans le cerveau.

+ Perméabilité de SNC: La mesure de la perméabilité de SNC est considérée comme une
méthode plus directe que la mesure de la perméabilité BBB, car elle est obtenue a partir de
perfusions cérébrales in situ ou le composé est injecté directement dans lartére carotide.
Contrairement a la mesure de la permeéabilité BBB, cette méthode est moins sujette aux effets de
distribution systémique qui peuvent fausser la perméation cérébrale 2.

Les composés dont le coefficient de perméabilité a travers la barriere hématoencephalique
(PS) est supérieur a -2 peuvent pénétrer dans le systéme nerveux central (SNC), alors que ceux
avec un PS inférieur a -3 sont incapables de traverser la barriére hématoencéphalique pour atteindre
le SNC 2. L'analyse indique que tous les composés ont des valeurs de PS inférieures a -3, ce qui
signifie qu'ils sont incapables de traverser la barriere hématoencéphalique pour atteindre le systéeme
nerveux central (SNC). Par conséquent, ces composés ne peuvent pas exercer dactivité

pharmacologique dans le SNC ni induire d'effets secondaires dans cette région du corps.
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2.3.3. Métabolisme

Les modeles de type "Oui" ou "Non" indiquent si une molécule étudiée a une probabilité plus
élevée d'étre un inhibiteur ou un non-inhibiteur d'un cytochrome P450 (CYP) donné.
Tableau 1V.13 Les résultats de Métabolisme.

Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur
Ligands du CYP1A2 | du CYP2C19 | du CYP2C9 | du CYP2D6 | du CYP3A4
CID163102707 Non Non Non Non Non
CID76047846 Non Non Non Non Non
C1D162966423 Non Non Non Non Non
C1D22298413 Non Non Non Non Non
C1D162818176 Non Non Non Non Non
C1D85225929 Non Non Non Non Non
C1D102126897 Non Non Non Non Non
CID73815018 Non Non Non Non Non
Bisdéméthoxycurc Oui Oui Oui Non Oui
umine

Dans le metabolise il existe deux types de réactions: la réaction de phase | et la réaction de
phase 1, les enzymes les plus couramment impliquées dans la phase I sont les cytochromes P450,
qui ont lieu dans le foie et sont responsables de I'oxydation, de la réduction et de I'hydrolyse des
composeés lipophiles. Si une molécule ne réagit pas avec ces enzymes, elle ne subira pas ces

réactions et ne sera pas métabolisée dans la phase I.

Les résultats de I'analyse ont montré que notre composés ne réagissent pas avec les enzymes
de la phase I, ce qui signifie qu'ils ne subiront pas les réactions d'oxydation, de réduction et
d'hydrolyse dans cette phase du métabolisme. Si le médicament candidat est un inhibiteur du CYP,
il peut toujours étre sujet a dautres réactions de métabolisme de phase II, telles que la
glucuronidation, la sulfatation ou la méthylation. Si le médicament candidat est un inhibiteur du
CYP, il peut toujours étre sujet a d'autres réactions de métabolisme de phase I, telles que la

glucuronidation, la sulfatation ou la méthylation.
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Par contre le Bisdéméthoxycucumine est inhibe CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 et CYP3A4
mais n’inhibe pas le CYP2D6 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 et CYP3A4 sont les
isoformes du cytochrome P450).

2.3.4. Elimination

La phase finale du cycle de vie d'un médicament est son élimination de l'organisme, ou
excrétion. Cette étape est trés importante pour le corps. Le Tableau 1V.14 présente les principaux
paramétres relatifs a cette étape.

Tableau V.14 Les résultats de ’Elimination.

Clearance totale
Ligands (Log ml/min/kg) Substrat OCT2 rénal
CID163102707 11 Non
CID76047846 0.921 Non
CI1D162966423 1.015 Non
C1D22298413 0.98 Non
Cl1D162818176 1.396 Non
C1D85225929 0.979 Non
C1D102126897 0.993 Non
CID73815018 1.304 Non
Bisdéméthoxycurcumine -0.008 Non

+ La clairance totale: La clairance totale du médicament est le résultat de la combinaison de
sa clairance hépatique et de sa clairance rénale, et elle est liée a sa biodisponibilité. 1l est essentiel

de déterminer les doses nécessaires pour atteindre des concentrations a I'état d'équilibre.

On remarqgue que tous les composeés, a lI'exception de la Bisdéméthoxycurcumine, présentent

des valeurs de clairance totale élevées, ce qui indique qu'ils sont éliminés plus rapidement du corps.

+ Le transporteur rénal de cations organiques 2 (OCT2): Le transporteur de cations
organiques 2 rénal (OCT?2) est un acteur clé dans I'élimination rénale des médicaments cationiques.

Cela implique un risque potentiel d'interactions médicamenteuses, notamment pour les composés
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qui inhibent I'OCT2, réduisant ainsi la clairance du substrat OCT2 3. Cependant, les résultats

obtenus ont montré qu’aucun des composés n'était considéré comme un substrat rénal de 'OCT2.

2.3.5. Toxicité

L'étude de la toxicité d'une substance implique la réalisation d'essais pharmacologiques visant
a déterminer son niveau de dangerosité et/ou de nocivite, dans le but de réglementer son utilisation.
L'évaluation de l'action d'une substance toxique se base sur plusieurs paramétres, notamment son
mode d'administration 4. Le Tableau 1V.15 représente les différents paramétres de toxicité
étudiés.

Tableau V.15 Les résultats de Toxicité.

Toxicité aigué Sensibilisation
Ligands Toxicite AMES | (LD50) « Mol/kg » cutanée
C1D163102707 Non 2.101 Non
CID76047846 Non 2.342 Non
C1D162966423 Non 2.347 Non
C1D22298413 Non 2.318 Non
Cl1D162818176 Non 1.923 Non
C1D85225929 Non 2.278 Non
C1D102126897 Non 2.305 Non
CID73815018 Non 2.198 Non
Bidéméthoxycurcumine Non 2.09 Non

+ AMES toxicité: Le test AMES est une méthode largement répandue pour évaluer le potentiel
mutagéne d'un composé a l'aide de bactéries. Un résultat positif indique que le composé est

mutagéne, ce qui signifie qu'il peut avoir des effets cancérogénes °.

D'apres l'analyse, tous les composés, y compris la Bisdéméthoxycurcumine, ont donné des

résultats de test négatifs, ce qui indique l'absence de risque mutagene.

+ La dose létale médiane ou (LD50): La LD50 est une mesure couramment utilisée pour

évaluer la toxicité aigué d'un composé chez le rat. Elle permet de déterminer la dose de substance
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nécessaire pour tuer 50% des animaux testés . En général, plus la valeur de la LD50 est faible,

plus le composeé est considéré comme étant toxique et potentiellement mortel.

D'aprés les résultats, tous les composés ont des valeurs de LD50 élevees, ce qui indique qu'ils

sont moins toxiques et moins létaux.

+ La sensibilisation cutanée: La dermatite de contact allergique est un effet secondaire des
médicaments qui peut causer des problémes de santé potentiellement mortels *’. Les résultats ont

montré qu’aucun des composé€s n'était susceptible de causer une allergie cutanée.
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Conclusion Générale

Les méthodes de criblage virtuel ont démontré leur efficacité dans l'accélération de la
recherche, en particulier dans le domaine pharmaceutique ou elles sont largement utilisées en
phases pré-cliniques. Grace a ces méthodes, il est possible de filtrer des bases de données pour
prédire des hits pour une cible thérapeutique, mais également pour détecter des composés qui
pourraient avoir des effets déléteres et qui doivent donc étre éliminés de la liste des candidats
thérapeutiques avant de poursuivre les phases d'optimisation chimique et de tests in vitro et in vivo.
En somme, le criblage virtuel est un atout majeur pour la recherche pharmaceutique, qui permet
d'optimiser les processus de découverte de médicaments et de réduire les codts et les délais

associés a leur développement.

Notre travail de recherche s'est concentré principalement sur la réalisation du Docking
moléculaire et 1'é¢tude des paramétres d’ADME-Tox, afin de contribuer au développement in silico
de nouveaux inhibiteurs potentiellement actifs et efficaces de dérivés de Terpénoide ciblant la
proteine VP24 «4MO0Q» impliquée dans la régulation de la réponse immunitaire de I'nGte infecte
par le virus Ebola.

Au debut de notre travail, nous avons examiné de maniere générale le virus Ebola, en étudiant

sa structure, sa réplication virale et les vaccins existants.

Dans le deuxieme chapitre de notre travail, nous nous sommes concentres sur les principes
fondamentaux de la méthode de Docking moléculaire. Nous avons également abordé les différents
concepts de filtrage tels que DRUG-LIKENESS et ADME-Tox, qui sont utilisés pour évaluer la
capacité des composes proposés dans cette étude a étre développés en tant que médicaments
potentiels. Ces concepts de filtrage sont importants pour approfondir notre étude de la série de

composes proposeés et évaluer leur efficacite et leur sécurité en tant qu'agents antiviraux potentiels.

Dans le troisieme chapitre, nous avons abordé l'aspect pratique de notre recherche en
détaillant les méthodes et matériels que nous avons utilisés pour effectuer le criblage virtuel de nos
composés. Nous avons présenté les différentes bases de données moléculaires que nous avons
utilisées, ainsi que les logiciels de simulation moléculaire pour effectuer le Docking et l'analyse
ADME-Tox. Nous avons également expliqué les critéres de sélection des composés pour le

criblage virtuel et comment nous avons évalué leur activité potentielle contre la protéine VP24,
Le cceur de notre recherche est présenté dans le quatrieme chapitre:

Nous avons utilisé le logiciel «Schrédinger» pour réaliser le Docking Moléculaire sur 244

ligands et prédire leur affinité lors de la formation de complexes protéine-ligand. En analysant les
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différentes liaisons formées, nous avons pu identifier les meilleurs complexes obtenus, en nous

concentrant sur deux facteurs clés:

+ L'énergie score formée par le complexe proteine — ligands: Nous avons comparé
les scores d'énergie obtenus pour nos complexes avec la valeur de ligand du référence
Bisdéméthoxycurcumine (-4,334 Kcal/mol) pour sélectionner les ligands avec les scores les plus
bas, ce qui indique une affinité plus élevée pour la protéine cible.

+ Les interactions moléculaires des meilleurs composés avec la protéine 4MO0Q ont été
étudiées en détail.

Nous avons identifié 17 inhibiteurs grace a une étude d'amarrage moléculaire. Parmi eux, les
six inhibiteurs suivants : CID (163102707, 162994788, 76047846, 162966423, 163858558 et
75069707), ont forme des complexes avec le recepteur 4M0OQ ayant les scores d'énergie les plus
bas par rapport a Bisdéméthoxycurcumine. Ces six composés présentent de fortes liaisons avec les
résidus du site actif de la protéine 4M0Q, notamment de type hydrogenes et hydrophobiques, ce
qui contribue a la stabilité des complexes formés. En comparaison avec Bisdéméthoxycurcumine,
ces six composeés ont démontré une activité potentiellement plus élevée. Ainsi, nous pouvons

conclure que ces six composes sont les meilleurs inhibiteurs pour la cible 4MO0Q.

Nous avons ensuite mené une étude de filtrage en évaluant d'autres concepts, a savoir les
propriétés de DRUG-LIKENESS, sur les 17 composés identifiés precédemment. Cette étude a été
réalisée en appliquant les regles de LIPINSKI et de VEBER. D'aprés les résultats obtenus en
appliquant la régle de LIPINSKI, les ligands CID (163102707, 76047846, 162966423, 75069707,
75110805, 22298413, 162818176, 162897348, 73657143, 85225929, 102126897 et 73815018)
respectent cette régle et sont donc susceptibles d'étre biodisponibles par voie orale. Les résultats de
la regle de VEBER montrent que seuls les composés CID (163102707, 76047846, 162966423,
22298413, 162818176, 85225929, 102126897 et 73815018) respectent cette regle.

Nous avons effectué une analyse de la pharmacocinétique et de la toxicologie de ces huit
composés CID (163102707, 76047846, 162966423, 22298413, 162818176, 85225929, 102126897
et 73815018) pour approfondir nos recherches. Les résultats ont montré que ces composes avaient
des propriétés favorables en termes d'absorption intestinale et qu'ils ne présentaient aucun risque
mutagéne. Ces résultats suggérent que ces composés pourraient étre prometteurs pour un

développement ultérieur en tant que candidats médicamenteux potentiels.

Nos résultats nous permettent de conclure que les composés CID (163102707, 76047846,
162966423, 22298413, 162818176, 85225929, 102126897 et 73815018) sont des inhibiteurs
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puissants de la protéine VP24, présentant des caractéristiques structurelles favorables pour le
développement de traitements antiviraux efficaces. Cette étude démontre également l'importance
de [lutilisation de plusieurs méthodes de modélisation moléculaire dans la découverte et
I'identification de nouveaux médicaments. Ces résultats sont encourageants et peuvent fournir une

base solide pour de futures recherches sur le développement de médicaments antiviraux.
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Annexe Ne 01: Structures des 244 inhibiteurs.
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Annexe Ne 02: Conformations de chaque ligand obtenues a l'aide du I’étape de Docking XP.

CID Docking score Glide gscore Glide emodel
163102707 -9.660 -9.660 -30.869
163102707 -9.181 -9.181 -28.183
163102707 -9.117 -9.117 -29.998
162994788 -8.645 -8.645 -46.607
76047846 -8.400 -8.400 -35.440
162966423 -8.374 -8.374 -27.940
163858558 -8.134 -8.134 -42.437
163102707 -8.071 -8.071 -49.808
162994788 -8.021 -8.021 -54.315
75069707 -7.973 -7.973 -30.612
162994788 -7.797 -71.797 -51.332
162994788 -7.628 -7.628 -49.492
163102707 -7.565 -7.565 -45.719
162934567 -7.525 -7.525 -55.459
163858558 -7.327 -1.327 -40.899
163108317 -7.137 -7.137 -68.125
75110805 -7.105 -7.105 -32.759
22298413 -6.996 -6.996 -48.130
162818176 -6.971 -6.971 -36.650
162897348 -6.874 -6.874 -29.765
162818176 -6.866 -6.866 -33.340
73657143 -6.855 -6,855 -33.815
155130667 -6,855 -6,855 -54,905
163102707 -6,783 -6,783 -43,847
163108317 -6,667 -6,667 -41,739
162934567 -6,633 -6,633 -51,365
162818176 -6,554 -6,554 -31,718
155130667 -6,541 -6,541 -57,955




162818176 -6,541 -6,541 -39,542
155130667 -6,516 -6,516 -57,404
162818176 -6.510 -6.510 -36,654
155130667 -6,504 -6,504 -62,649
162818176 -6,446 -6,446 -40,446
162818176 -6.418 -6.418 -42,094
162818176 -6.412 -6.412 -39.394
85225929 -6.410 -6.410 -38.877
102126897 -6.390 -6.390 -36.070
163108317 -6.371 -6.371 -51.183
73815018 -6.357 -6.357 -32.806
163108317 -6.347 -6.347 -63.152
163108317 -6.347 -6.347 -58.831
162818176 -6.333 -6.333 -34.568
162818176 -6.329 -6.329 -40.235
162818176 -6.240 -6.240 -41.863
155130667 -6.224 -6.224 -53.268
155130667 -6.219 -6.219 -55.977
162818176 -6.195 -6.195 -38.888
162818176 -6.186 -6.186 -34.553
85259863 -6.053 -6.053 -36.715
162818176 -6.035 -6.035 -34.575
102149491 -6.033 -6.033 -48.057
162818176 -5.805 -5.805 -39.727
162818176 -5.785 -5.785 -37.780
162966423 -5.775 -5.775 -23.313
162994788 -5.727 -5.727 -56.825
155130667 -5.708 -5.708 -62.247
70834435 -5.671 -5.671 -33.653
162818176 -5.660 -5.660 -42.801




