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Résumé

[ZUMOI, une protéine spermatique, est un des acteurs protéiques essentiels a I’interaction
gametique. En son absence, la fécondation ne peut pas se faire, ce qui entraine une stérilité

totale.

Par des méthodes de docking moléculaire, nous avons recherché parmi les médicaments
approuvés par la FDA, des inhibiteurs potentiels d’ IZUMOI1. L’objectif est d’empécher son
interaction avec JUNO. Cette interaction est en effet essentielle a la fécondation.

Les résultats obtenus nous ont permis de ressortir 7 molécules susceptibles de se lier avec
IZUMOL1 avec une forte affinité de liaison. Nous en avons retenu trois : la Naldemedine, la
Dihydroergotamine et la Simeprevir, en raison de leurs effets secondaires mineures compares

aux autres médicaments.

Ces molécules pourraient étre repositionnées dans le cadre d une contraception non hormonale.
Toutefois, des essais in vitro seraient nécessaires pour tester la stabilité de 1’interaction entre

ces médicaments et IZUMOL, et leur efficacité a bloquer la fécondation.

Mots clés : IZUMOL1, fécondation, contraception non hormonale, docking moléculaire.
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Abstract

IZUMOL, a spermatic protein, is one of the protein actors essential to gametic interaction. In

its absence, fertilization cannot be done, which leads to total sterility.

Using molecular docking methods, we searched for potential IZUMOL1 inhibitors among FDA-
approved drugs. The goal is to prevent his interaction with JUNO. This interaction is indeed

essential to fertilization.

The results obtained allowed us to identify 7 molecules likely to bind with IZUMO1 with a
strong binding affinity. We selected three: Naldemedine, Dihydroergotamine and Simeprevir,

because of their minor side effects compared to other drugs.

These molecules could be repositioned as part of non-hormonal contraception. However, in
vitro tests would be needed to test the stability of the interaction between these drugs and

IZUMOL, and their effectiveness in blocking fertilization.

Keywords: 1ZUMOL, fertilization, non-hormonal contraception, molecular docking.
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Introduction

Au cours du XXe siécle, la prévention des grossesses non désirées est devenue une
préoccupation majeure tant pour les femmes que pour la société dans son ensemble, aboutissant
au développement du premier contraceptif hormonal mis sur le marché en 1960. Depuis lors,
tous les contraceptifs administrés par voie orale sont composés de combinaisons d’hormones
stéroides des familles des progestatifs et des cestrogénes, qui inhibent le développement
folliculaire et empéchent I’ovulation et la réceptivité endométriale. Cependant, ces
médicaments ont un sérieux impact sur la santé de nombreuses femmes avec de nombreux effets
secondaires (Sabatini et Cagiano, 2006 ; O’Connell et al., 2007) méme a des doses plus
faibles (Rosenberg et al., 1999). Les contraceptifs progestatifs « mini-pilules » réduisent bon
nombre de ces risques, mais sont toujours associés a un niveau ¢élevé d’abandon (McCann et

Potter, 1994).

Des recherches substantielles ont donc été consacrées au développement de contraceptifs non
hormonaux susceptibles de réduire ou d’éliminer ces effets secondaires. Pour atteindre cet
objectif, il est essentiel d’identifier les protéines impliquées dans le processus de fécondation,
en dehors des récepteurs d’hormones stéroidiennes, afin qu’elles puissent étre ciblées par les
candidats non hormonaux. De nombreuses protéines de ce type ont été identifiées au fil des ans,
principalement par des expériences d’inactivation ou par blocage avec des anticorps (Gupta et
al., 2015). Parmi celles-ci, deux apparaissent comme les plus cruciaux pour I’interaction initiale
entre les gametes : IZUMOL sur le sperme, découvert par Inoue et al., (2005) et son partenaire
ovocyte, JUNO, découvert par Bianchi et al., (2014).

L’objectif de notre travail est la recherche d’agents pharmacologiques approuvés par la FDA
(Food and Drugs Administration), capables d’interagir avec la protéine 1IZUMO1 afin
d’empécher sa liaison avec JUNO et bloquer ainsi la fécondation. 1l s’agit d’une étude in silico,
utilisant les outils bioinformatiques du docking moléculaire et visant a repositionner des

médicaments dans le cadre d’une contraception non hormonale.
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Chapitre 1

1 Lafécondation

La fécondation est un processus en plusieurs étapes qui comprend la reconnaissance du
spermatozoide et la fusion spermatozoide-ovule, résultant en un organisme diploide
génétiquement distinct. La fusion montre une spécificité d’espece moins distincte que 1’étape
de reconnaissance spermatozoide-ovule de la fécondation, ce qui suggéere que le mécanisme et
les molécules responsables de la fusion des gametes sont plus fortement conservés parmi les
différentes espéces que ceux responsables de la reconnaissance spermatozoide-ovule
(Allingham et Floraino, 2021).

2 Les gametes

2.1 Le spermatozoide

Le gamete male a été visualisé pour la premiére fois par le néerlandais Antoine Van
Leeuwenhoek en 1677. Cet homme passionné par la microscopie, décrivit cette cellule comme
ayant un corps rond et une queue de cinq a six fois la longueur du corps (Karamanou et al.,
2010). Le spermatozoide est une cellule hyperspécialisée et bien compartimentée, et peut étre
divisée en deux grandes parties : la téte et le flagelle. Le flagelle peut étre subdivisé en trois
piéces : intermédiaire, principale, et terminale (Figure 1). Alors que les fonctions de la
fécondation sont confinées a la téte du spermatozoide, la motilité est prise en charge par le
flagelle (Buffone et al., 2012).

La téte est composée d’un noyau dans lequel I’ADN est hyper condensé par des protamines, ce
qui permettra de créer une forme hydrodynamique favorisant la mobilité et la pénétration du

spermatozoide dans I’ovule (Figure 1) (Fawcett, 1975).

L’acrosome de mammifere est un organite hautement spécialisé recouvrant 1’avant partie du
noyau du sperme et contient une variété de protéines, y compris des enzymes hydrolytiques et
molécules matricielles (Figure 1). Fonctionnellement, 1’acrosome antérieur est impliqué dans
la réaction de 1’acrosome a I’interaction spermatozoide-zone pellucide, tandis que le segment
équatorial (acrosome postérieur) est impliqué dans la fusion spermatozoide-ovule (Yoshinaga
et Toshimori, 2003).
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Figure 1: Structures principales du spermatozoide mammifére mature (Borg et al., 2010)

2.2 L’ovocyte

L’ovocyte est une cellule sphérique de grande taille, 80um de diameétre chez la souris et 120um
de diametre chez ’homme. Elle est entourée d’un manteau de 3 glycoprotéines (ZP1, ZP2, ZP3)
chez les mammiferes non humains, et 4 chez I’homme (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4) (Gupta et
Bhandari, 2011). Appelé zone pellucide (ZP), ce manteau protége 1’ovocyte du milieu
environnant et constitue une barriere pour les spermatozoides (Gahlay et al., 2010). L’espace
compris entre la membrane plasmique ovocytaire et la ZP est appelé espace périvitellin. La
membrane cytoplasmique de 1’ovocyte est recouverte de microvillosités, des protrusions
membranaires maintenues par un cytosquelette d’actine. Elles permettent une augmentation
importante de la zone de contact potentielle avec la téte du spermatozoide et interviennent lors
de I’internalisation de ce dernier (Runge et al., 2007). Le cytoplasme est riche en organelles. Il
s’agit surtout des mitochondries et du réticulum endoplasmique lisse, impliqués dans la
régulation et le stockage de calcium (Blakier et al., 2002). L’ovocyte est entouré par un nuage
cellulaire, le cumulus oophorus, qui est composé d’environ 20 000 cellules folliculaires de la
granulosa, maintenues entre elles en reseau par une matrice extracellulaire. Ces cellules

persistent jusqu’a 72 heures apres la fécondation (Figure 2) (Familiari et al., 2006).
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Figure 2: Vue schématique d’un ovocyte ayant expulsé son premier globule polaire
(Evans, 2012)

3 Les acteurs protéiques impliqués dans I’interaction gamétique

Un nombre important de molécules ont été identifiées comme jouant un réle dans I’interaction
gamétique (Rubinstein et _al., 2006a et 2006b; Inou et al., 2011). La détermination des
molécules candidates a débuté par 1’utilisation des anticorps bloquants dans des expériences de
fécondation in vitro. Plus récemment, les travaux de protéomique ont permis d’identifier
d’autres molécules (Figure 3) (Nishimura et al., 2001 ; Stein et al., 2006 ; Wolkowicz et al.,
2008).

1ZUMO1 ADAMs  SPESP1
Sperme
Ovocyte
Tetraspanine CD9  Integrines GPI-protéines
des souris ancrées

Figure 3: Schéma récapitulatif représentant les principaux acteurs impliqués dans les
processus d’adhésion/fusion gamétique (Gadella et Evans, 2011)

3.1 Les acteurs ovocytaires
e Les tétraspanines : Constituent une famille de protéines, identifiees en premier sur les
leucocytes humains (Hotta et al., 1988 ; Classon et al., 1989 ; Classon et al., 1990),
largement présentes dans différents organismes. Elles sont également exprimées par
differents tissus impliqués dans de nombreux processus cellulaires importants tels que

la migration, 1I’adheésion, la fusion, la signalisation cellulaire, la réponse immunitaire et
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les processus metastatiques (Figure 4) (Maecker et al., 1997 ; Charrin et al., 2009 ;
Sala-Valdes et al., 2012 ; Hemler, 2014).

Extraceliviar

'''''

...... 4 ¢ :

Intraceliutar

N-termmunus C-terminus

Figure 4: Exemple de la structure d’une tétraspanine : Structure de la tétraspanine CD9
(Kawano et al., 2011)

Les tétraspanines CD9 et CD81 sont impliquées dans le processus d’interaction gamétique.
CD9 est impliqueé dans le processus fusionnel lors de la fécondation ; la premiére preuve a été
expérimentale : 1’anticorps monoclonal JF9 dirigé contre CD9 inhibe la fusion gamétique
(Chen et al., 1999). Le phénotype majeur observé sur des souris knock-out (KO) pour cette
protéine est une forte réduction de la fertilité des femelles (chute de plus de 95% du taux de
fécondation) causée par un défaut de fusion des gamétes. Lors d’expériences de fécondation in
vitro, les spermatozoides adhérents a 1’ovocyte CD9-/- mais ne peuvent pas fusionner. En
revanche, en s’affranchissant de cette étape de fusion, en injectant un spermatozoide
directement dans le cytoplasme de 1’ovocyte CD9-/-, le processus de fécondation peut se
poursuivre (Kaji et al., 2000 ; Le Nouar et al., 2000 ; Miyado et al., 2000 ; Ziyyat et al.,
2006).

Les souris KO pour CD81 présentent également un défaut de fertilité ; moins sévére cependant
que celui observé pour CD9. Ces souris ont des taux de fertilité de 40% inférieurs a la normale
(Rubinstein et al., 2006).

Le double KO CD9 et CD81 est quant a lui compléetement stérile, suggérant une interaction
entre ces deux protéines (Rubinstein et al., 2006 ; Ziyyat et al., 2006). Mais cette question est
encore sujette a débat et a été¢ derniérement contredite par 1’équipe de Miyado (Ohnami et al.,
2012).
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e Les intégrines : Parmi les molécules associées aux tétraspanines, se trouve la famille
des intégrines dont un groupe est partenaire de la tétraspanine CD151. Il s’agit d’une
famille de récepteurs transmembranaires impliqués dans les processus d’adhésion
cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire, dans la migration, la division et la
réponse au stress mecanique. Ce sont également des molécules de signalisation a deux
directions : de I’intérieur de la cellule vers 1’extérieur (inside-out) et a I’inverse de
I’extérieur vers I’intérieur (outside-in) (Bowen et Hunt, 2000 ; Wolf et al., 2011). Elles
ont été décrites pour la premiére fois par Tamkun et al. (1986).

Leurs réles dans I’interaction gamétique ont été rapporté en 1995, par une équipe qui a identifié
I’intégrine a6B1 lors d’expériences d’inhibition de FIV (Fécondation invtro) par 1’anticorps
GoH3 (Evans et al., 1995). L’intérét pour cette famille de protéines a augmenté lors de travaux
ultérieurs qui ont montré leur interaction avec les protéines de la famille des ADAMs
notamment ADAMZ2 portées par la membrane spermatique (Tarone et al., 1993 ; Evans et al.,
1995). L’équipe de Barraud-Lange et al., (2007), a montré que I’intégrine abfl était
également présente a la surface du spermatozoide. Toutefois, les travaux sur des animaux
transgéniques portant sur les invalidations de genes pour ces protéines de la membrane
ovocytaire, ont ensuite montré que les lignées KO pour différentes intégrines sont fertiles
(Evans et al., 1995 ; He et al., 2003 ; Sengoku et al., 2004 ; Bayas et al., 2007).

e Les ancres membranaires GPIl-anchoredproteins (GPI-APS) : Sont des
protéines "ancrées "a la membrane plasmique grace a un glycolipide : le glycosyl-
phosphatidylinositol.

Le role actif de la GPI-APS dans I’interaction gamétique a été découvert lors d’expériences de
fecondation in vitro, menées en présence de phosphatidylinositol phospholipase C (PI-PLC).
Cette molécule clive les GPI anchored proteins. Les spermatozoides mis en présence d’ovocytes
ayant subi ce traitement, adhérent a la membrane plasmique de 1’ovocyte mais ne fusionnent
pas (Coonrod et al., 1999). La genération de lignées délétees de ces protéines uniqguement dans
I’ovocyte, montre que les spermatozoides S’accumulent dans 1’espace périvitellin sans
fusionner. Les expériences de fécondation in vitro, menées avec cette lignée, montrent un taux

de fécondation diminué de 90% et un taux d’adhésion diminué de 40% (Alfieri et al., 2003).

3.2 Les acteurs spermatiques
e ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) : Est une famille de protéines

transmembranaires, caractérisée initialement grace a des études d’analogie avec des
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métalloprotéases contenues dans le venin de serpent. Les premiéres ADAMs de
mammiféres ont ét¢ découvertes a la surface de spermatozoide de cochon d’Inde
(Primakoff et al., 1987 ; Wolfsbrg et white, 1996). Cette famille de protéines a été
appelée ainsi, car ses membres possédent tous un domaine « métalloprotéase » et un

domaine « désintégrine » (Figure 5) (Murphy, 2008).
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Figure 5: Diagramme schématique de la structure de domaine de la famille ADAM (une
désintegrine et une métalloprotéinase) (Murphy, 2008)

Les protéines de la famille des ADAMSs ont pendant longtemps été considérées comme des
protéines jouant un rdle clé dans I’interaction gamétique. Mais I’apport des travaux sur les
lignées transgéniques KO a montré que bien qu’elles semblent jouer un rdle important dans
I’interaction gamétique, leur absence n’entraine pas de stérilité totale. Leur rdle dans
I’adhésion/fusion n’est pas complétement élucidé. La fertiline ou complexe PH-30 est
constituée de deux sous-unités : la fertiline a dite ADAMI et la fertiline p dite ADAM2
(Primakoff et al., 1987 ; Blobel et al., 1992). Des expériences d’immuno- précipitation ont
montré que la fertiline B développait une liaison en trans avec ’intégrine a6p1 ovocytaire (Eto
et al., 2002). Ces résultats ont alors été étayés par des tests d’inhibition de la fécondation qui
ont montré une baisse importante du taux de fécondation, toutefois celle-ci était encore possible.
La génération de souris KO pour la fertiline B a révélé différentes anomalies fonctionnelles, une
chute importante du taux de fécondation mais pas de stérilit¢ compléte (Nishimura et al.,
2001).

Les expériences d’inhibition de la fécondation in vitro ont monté qu’en bloquant le domaine
désintégrine d’ADAM3 on observait 80% de baisse du taux d’adhésion et 90% de baisse de
taux de fusion (Yuan et al., 1990). De méme, les animaux transgeniques délétés pour la

cyristetine ne montre pas de stérilité totale. Cette protéine semble étre impliquée dans le
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processus d’adhésion du spermatozoide avec la zone pellucide et non avec la membrane

plasmique ovocytaire (Nishimura et al., 2001).

SPESP1 (Sperm Equatorial Segment protein) : Est une protéine de la région
équatoriale qui demeure intacte apres la réaction acrosomique (Wolkowicz et al., 2003).
Les anticorps dirigés contre cette protéine inhibent la fusion entre les spermatozoides
humains et les ovocytes de hamster (Wolkowicz et al., 2008). Les spermatozoides issus
de la lignée KO pour cette protéine montrent une baisse importante du taux de
fécondation par défaut de fusion (Fujihara et al., 2010).

JUNO : Est un membre de la famille des récepteurs au Folate (FOLR). Cette famille est
constituée de FOLR1 (FR1), FOLR2 (FR2) et FOLR4 (FR4) chez les mammiferes, et
du FOLR3 (FR1) en plus chez les primates. FOLR1/2/3 lient la vitamine B9 (folate),
par un mécanisme identifié. Les structures précises de FR1 et FR2 ont été établies et ont
révélé que Dlarchitecture globulaire des FR est stabilisée par de multiples ponts
disulfures et reconnait le folate dans une « poche » (Chen et al., 2013). Le FR4 (JUNO)
ne présente pas cette « poche » et ne lie pas le folate (Bianchi, 2014). En revanche, il
conserve une structure globulaire stabilisée par de multiples ponts disulfures (Figure 6)
(Yamaguchi et al., 2007).

NH3+ )

Milieu ('\“\_./
: . N o
xtracellulaire COO‘;,.J ~Liaison covalente

\

Milieu
Intracellulaire

Figure 6: Schéma représentant la structure de JUNO (Bianchi et al., 2014)
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JUNO est une GPI-AP localisée sur la membrane de 1’ovocyte de plusieurs espéces et
notamment la souris et I’homme. On la retrouve également sur un type cellulaire, un sous-
groupe de cellules T régulatrices, les T CD4+ CD25+ chez la souris (Yamaguchi et al., 2007).
Son réle sur ’ovocyte n’a été clairement défini que lorsqu’il a été montré qu’elle était le
récepteur d’IZUMOI1 chez la souris. Jean et al. (2019), ont étudié JUNO sur les ovocytes
humains aprés la mise en évidence de son rdle crucial chez la souris, et ont montré qu’elle était
également nécessaire pour la fécondation en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre

la protéine JUNO humaine.

e 1ZUMO 1 (Chapitre 2)

4  Les étapes de la fécondation
L’interaction entre I’ovocyte et le spermatozoide fécondant est un événement tres spécifique :

le spermatozoide est la seule cellule capable de traverser la ZP et d’atteindre 1’espace

périvitellin (EPV) (Allard et al., 2007).

4.1 Attachement des spermatozoides sur la ZP

La membrane plasmique du spermatozoide se fixe sur la zone pellucide (Goudet et al., 2008).

Deux mécanismes non exclusifs sont possiblement impliqués dans [’attachement des
spermatozoides sur la zone pellucide et le blocage de la polyspermie. La premiere hypothése
est que les spermatozoides s’attachent a des O-glycanes portés par la ZP3 et activent ainsi les
glycosidases, et la seconde, que les spermatozoides s’attachent au domaine N-terminal de la

ZP2 et activent les protéases (Avella et al., 2013).

Par ailleurs, plusieurs protéines localisées sur la membrane acrosomique ou la membrane
plasmique des spermatozoides sont impliquées dans 1’attachement des spermatozoides a la ZP :
B1,4-galactosyltransférase, fucosyltransférase5, lactadhérines, Angiotensin Converting
Enzymel, dertiline a, acrosine, zonadhésine, spermadhésine, arylsulfatase, Sp56 (Meslin et al.,
2012 ; Awvella et al., 2013). L’attachement sur la zone pellucide pourrait impliquer des
interactions récepteur-ligand multiples, avec la formation d’un complexe multimérique de
reconnaissance de la ZP. De plus, I’interaction du spermatozoide avec la zone pellucide serait

facilitée par des protéines chaperonnes (Bromfield et Nixon, 2013).

4.2 Induction de la réaction acrosomique
L’induction de la réaction acrosomique (RA) permettra au spermatozoide de traverser la zone

pellucide. Seuls les spermatozoides capacités sont susceptibles de faire cette réaction. La RA

12



Chapitre 1

est déclenchée par une interaction espéce-spécifique des molécules de la membrane du
spermatozoide avec les résidus sucrés de la ZP. Chez la souris, la RA est déclenchée par la
fixation du spermatozoide a la glycoprotéine ZPC/ZP3 de la ZP des ovocytes (Wu et Sampson,
2013). Cette fixation entraine la dépolarisation de la membrane du spermatozoide, laquelle
active les protéines G, entrainant une élévation du pH, une activation des phospholipase C et
une ouverture des canaux calciques (Witte et Schafer-Somi, 2007). Ces événements entrainent
la fusion entre la membrane plasmique et la membrane acrosomique externe du spermatozoide.
Des fenestrations au travers de la membrane de 1’acrosome se forment provoquant la libération

du contenu de I’acrosome et I’exposition de la membrane acrosomique interne face a la ZP

(Allard et al., 2007).

La RA aboutit au relargage progressif du matériel acrosomal dans I’environnement du
spermatozoide (Figure 7). Elle s’accompagne également de la relocalisation de la protéine
IZUMOL1 vers la région équatoriale de la téte spermatique, étape préalable a la fusion du
spermatozoide et de la membrane ovocytaire. Contrairement au dogme établi suivant lequel le
spermatozoide ne faisait sa RA qu’au contact de la ZP lors de sa liaison a la ZPC/ZP3 (libérant
ainsi les enzymes lui permettant de la traverser). Les spermatozoides font également leurs RA
avant d’atteindre la ZP et elles sont capables de traverser la zone pellucide d’un ovocyte en
plusieurs fois (Jin et al., 2011). Aucun spermatozoide avec un acrosome intact n’a été retrouvé
dans I’espace périvitellin. La RA est donc bien un prérequis pour cette traversée. Apres cette

réaction, le spermatozoide a une durée de vie limité a quelques heures (Allard et al., 2007).
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Figure 7: Repreésentation schématique classique des étapes de la réaction acrosomique
(Ladyofhats et al., 2006)
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4.3 Pénétration de la zone pellucide
Les mécanismes permettant la traversée de la zone pellucide par un spermatozoide sont encore
mal connus chez les mammiféres. Cette traversée pourrait se faire par digestion enzymatique

ou/et par la force mécanique des mouvements hyperactifs du spermatozoide (Bedford, 2008).

4.4  Adhésion des gametes

Apres avoir traversé la zone pellucide, le spermatozoide atteint 1’espace périvitellin, puis se
recouvre de fragments membranaires provenant de 1’ovocyte, en une vingtaine de secondes
chez la souris (Miyado et al., 2000). Les spermatozoides sont donc capables de capter des
fragments de membrane ovocytaire et de les intégrer dans leur propre membrane. Ce transfert
de matériel membranaire peut se faire grace a deux mécanismes : la captation d’exosomes
(microvesicules provenant des compartiments endosomiques de la cellule et captées a distance
d’une cellule a I’autre) et/ou par trogocytose (échange de matériel membranaire nécessitant le
contact entre les deux cellule concernées) (Barraud-Lange et al., 2007). Bien que la fonction
de ce transfert ne soit pas complétement élucidée, il contribue probablement a déclencher la

fonction de « fusion membranaire » du spermatozoide (Allard et al.,2007).

Le spermatozoide va ensuite adhérer a la membrane plasmique de I’ovocyte. De nombreuses
molécules sont impliquées dans 1’adhésion entre spermatozoide et ovocyte : 1ZUMO1,
ADAMI15, cadhérines, intégrines o et B, tétraspanines CD9, CD81 et CD151 (Meslin et al.,
2012 ; Evans, 2012). Le spermatozoide ayant effectué sa RA, sécrete de la vitronectine, laquelle
pourrait agir comme un « Velcro » entre les deux molécules d’intégrines avp3, présentes a la
fois sur la membrane ovocytaire et sur la membrane spermatique (Boissonnas et al., 2010).
D’autres molécules sont également impliquées : GPI-AP (Glycosyl Phosphatidyl Inositol-
Anchored Proteins), glycolipide qui attache des protéines au feuillet externe des membranes
cytoplasmiques, ou les fertilines o (ADAM1) et f (ADAM2). Chez I’homme, le FEEc augmente
I’index de fécondation c’est a dire le nombre de spermatozoides pénétrant dans des ovocytes

humains immatures ou non fécondés dépellucidés (Allard et al., 2007).

4.5 Fusion des gametes

Apres 1’adhésion du spermatozoide a la membrane de I’ovocyte, le segment équatorial du
spermatozoide fusionne avec la membrane ovocytaire, et toute ou une partie du spermatozoide
pénétre a I’intérieur de I’ovocyte (Figure 8) (Nixon et al., 2007). Ce processus met en jeu des
familles de molécules différentes de celles impliquées dans I’adhésion. Toutes les protéines

ayant un réle identifié dans la fusion gamétique sont exprimées a la fois sur la membrane
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ovocytaire et sur la membrane spermatique, a I’exception d’IZUMOI qui n’a pas été retrouvée
sur I’ovocyte. Les tétraspanines, molécules organisatrices de membrane, jouent un réle majeur.
Chez une souris femelle porteuse d’une délétion du géne de la tétraspanine CD9, les ovocytes
voient les spermatozoides pénétrer I’espace périvitellin mais la fusion membranaire n’a pas lieu

(Le Naour et al., 2000).

La fusion dépend également de la protéine IZUMOL, apparentée aux immunoglobulines et
indispensable a la capacité fécondante des spermatozoides (Okabe et al., 1987). En effet, les
souris males et femelles ayant subi une délétion du gene IZUMO ne présentent comme seule
anomalie que l’incapacité des spermatozoides a fusionner avec la membrane ovocytaire.
(Meslin et al.,2012). Lors de la RA, la protéine IZUMOL1 est relocalisée de la partie antérieure
de la téte spermatique & la région post-acrosomale, zone de fusion avec I’ovocyte. Cette
relocalisation apparait nécessaire a la fusion et fait intervenir la protéine Tssk6, une sérine
kinase exprimée apres la méiose au cours de la spermatogenése. Aprés inactivation de Tssk6,
la relocalisation d’IZUMOI n'a pas lieu, entrainant I’absence de fusion entre spermatozoide et

ovocyte et une stérilité des males Tssk6 -/- (Sosnik et al., 2009).

Figure 8: Schéma de la fusion membranaire des gameétes (Yanagimachi, 1978)

a : Le spermatozoide se trouve dans l’espace périvitellin en regard de la région membranaire
de I’ovocyte dotée de microvillosités ; b : Le spermatozoide adhére a la membrane ovocytaire
par son segment équatorial ; ¢ : La fusion gamétique des membranes commence au niveau de

la partie postérieure du segment équatorial ; d : La fusion des membranes s étend de proche
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en proche jusqu’a l’incorporation de la téte spermatique dans [’ooplasme. Le flagelle sera

également intégré dans le cytoplasme ovocytaire
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1 1ZzUuMO01
IZUMO 1 est une protéine transmembranaire de typel (Inoue et al., 2005), qui se localise dans
les membranes acrosmiques interne et externe des spermatozoides avant de subir une

relocalisation dynamique a la surface cellulaire a la fin d’une réaction acrosomique (Satouh et

al., 2012).

Les analyses western blot ont indiqué qu’IZUMO n’est exprimée que dans les testicules et est
présente sur les spermatozoides matures. La protéine a été détectée par immunofluorescence
sur des cellules vivantes uniquement apres 1’exocytose acrosmique, suggérant qu’il s’agit d’une
protéine acrosomique transmembranaire, exposée a la surface du sperme aprés la réaction

acrosomique (Ellerman et al., 2009).

En plus d’étre trouvé chez la souris, [ZUMO est présent chez ’homme, et les résultats
d’expériences in vitro suggérent que IZUMO joue également un role dans la fusion des gamétes

humains (Inoue et al., 2005)

2 Lafamille IZUMO

Trois protéines 1ZUMO2, 1IZUMO3 et 1ZUMO4, ont été découvertes ; elles partagent une
similarité de séquence locale avec le premier IZUMO découvert, qui a maintenant été renommé
IZUMOL. Seul IZUMOA4 s’est avérée étre exprimée dans les testicules ainsi que dans les tissus
non reproducteurs, les autres ont une expression spécifique aux spermatozoides/testicules. Bien
qu’aucun test d’orthologie et de paralogie n’ait été effectué, des comparaisons de séquences,
indiquent que les quatre protéines IZUMO ont huit résidus cystéines conservés au sein d’une
region de 144 acides aminés avec quatre hélices a. Cette région de protéine a été nommée le
domaine 1IZUMO (Grayson et al., 2012 ; Inoue et al., 2013).

3 Propriétés structurales

IZUMO est constituée de 397 acides aminés avec une grande région extracellulaire, une seule
région transmembranaire et une courte queue cytoplasmique C-terminale qui ne semble pas
essentielle dans la fécondation (Inoue et al., 2013 ; Young et al., 2016). Le domaine
extracellulaire de 320 acides aminés, comprend un peptide signal en N-terminal, un domaine
immunoglobuline unique de 145 acides aminés comprenant 8 résidus cystéines hautement
conservés qui permettraient la formation d’un unique pont disulfure sur lequel un site de N-
Glycosylation en position 204 (Figure 9) (Inoue et al., 2005 ; Ellerman et al., 2009 ; Kim et
al., 2013).
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Figure 9: Structure de 1ZUMO (Inoue et al., 2005)

A : Représentation schématique de 1IZUMO tel que décrit par I’équipe d’Okabe. B : Schéma
de la structure primaire d’[ZUMOI.

4 Lerole de IZUMOI1 dans I’interaction gamétique

IZUMOL est une protéine d’adhésion qui géneére une adhésion avec 1’ovocyte, forte et
indispensable, grace aux liaisons intercellulaires qu’elle forme avec JUNO (Inoue et al., 2013 ;
Chalbi et al., 2014 ; Ravaux et al., 2018).

L’équipe d’Okabe confirme le caractere indispensable d’IZUMO1 dans I’interaction gamétique
en générant par recombinaison homologue une lignée de souris IZUMO-/-. Les femelles de
cette lignée sont normalement fertiles, alors que les males délétés de 1IZUMOL1 sont totalement
stériles. En dépit d’un comportement sexuel standard et de spermatozoides de morphologie et
motilité normales, 1’analyse des ovocytes prélevés chez les femelles sauvages 24 heures apres
accouplement avec un male 1ZUMO-/-, montre que les spermatozoides s’accumulant dans
I’espace périvitellin, adhérent & la membrane ovocytaire mais ne peuvent pas fusionner (Inoue
et al., 2005).
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1 Lacontraception
La contraception est I’acte de prévenir la grossesse. Cela peut &tre un appareil, un médicament,

une procédure ou un comportement (Sarao et al., 2021).

2  Contraceptifs hormonaux

2.1 Contraceptifs hormonaux combinés

Les contraceptifs hormonaux combinés (CHC) font partie des types de médicaments les plus
couramment prescrits et les plus documentés (Jones et al., 2012 ; Daniels et al., 2013). Les
cestrogénes et progestatifs synthétiques ont révolutionné la planification familiale moderne
lorsque cette combinaison est apparue pour la premiere fois sur le marché sous forme de pilule
en 1960. Aujourd’hui, les CHC peuvent étre administrés par le biais d’une pilule, d’un spatch
ou d’un anneau vaginal avec des taux d’échec similaires : moins de 1% avec une parfaite
utilisation et 7% a 9% avec une utilisation typique (Lopez et al., 2013 ; Chabbert-Buffet et
al., 2017 ; Hatcher et al., 2018)

Dans les CHC, les progestatifs et les cestrogénes inhibent 1’axe hypothalamo-hypophyso-
ovarien, qui contrble le cycle de reproduction. Les progestatifs préviennent la grossesse en
inhibant la poussée de I’hormone lutéinisante (LH), supprimant ainsi 1’ovulation, épaississant
la glaire cervicale, diminuant la motilité des trompes de Fallope et provoquant 1’atrophie de
I’endomeétre (Murphy et al., 2013). Les cestrogénes préviennent la grossesse en supprimant la
production de 1’hormone folliculo-stimulante (FSH), qui empéche le développement d’un
follicule dominant. Le progestatif est responsable de la majorité de I’action contraceptive et des
effets secondaires ; I’ajout d’cestrogene aide a prévenir les saignements irréguliers ou imprévus

(Hatcher et al., 2018).

2.2 Méthodes progestatives
Elles comprennent les pilules, les injections, les implants et les dispositifs intra-utérins (DIU).
Sans cestrogénes concomitants, les méthodes progestatives présentent moins de risque de

thromboembolie veineuse que les CHC (Britton et al., 2020).

3 Contraceptifs non hormonaux

Les méthodes non hormonales comprennent le diapositif intra-utérine (DIU) au cuivre, les
méthodes de barriere avec et sans spermicides et les méthodes comportementales. Les méthodes
non hormonales présentent genéralement moins de risques et d’effets secondaires car, par

définition, elles n’impliquent pas d’exposition a des hormones exogenes ou synthétiques.
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Comme pour les méthodes hormonales, I’efficacité, la sécurité et la facilit¢ d’utilisation de
diverses méethodes non hormonales sont des considérations importantes pour 1’utilisateur et

influenceront fortement les choix individuels (Britton et al., 2020).

La méthode non hormonale réversible la plus efficace est le DIU au cuivre, qui a un taux
d’échec inférieur a 1% avec une utilisation a la fois typique et parfaite ; I’appareil peut étre
utilisé jusqu’a 10 ans et doit étre inséré par un prestataire qualifié (Hatcher et al., 2018 ;
Copper, 2019). Les ions cuivre sont spermicides. Le DIU au cuivre n’affecte pas 1’ovulation

ou le moment du cycle menstruel (Hall et al., 2016)

Les méthodes barriéres sans spermicides, comprennent les préservatifs et les diaphragmes
utilisés au moment des rapports sexuels. L’efficacité dépend fortement du comportement de
I’utilisateur, et les taux d’échec avec une utilisation typique et parfaite varient
considérablement. Pour le préservatif masculin, les taux d’échec avec une utilisation typique et
parfaite sont respectivement de 13% et 2% ; pour le préservatif féminin, 21% et 5%

respectivement ; et pour le diaphragme, 17% et 16% respectivement (Hatcher et al., 2018)

Les diaphragmes sont insérés dans le canal vaginal de maniére a bloquer 1’orifice cervical et
peuvent étre placés jusqu’a une heure avant le rapport sexuel. Les diaphragmes sont utilisés

avec un spermicide pour augmenter leur efficacité (Curtis et al., 2016).

4  Méthodes comportementales

Elles comprennent le sevrage, I’aménorrhée de lactation et les méthodes basées sur la
connaissance de la fécondité. Le retrait (souvent appelé « extraction ») consiste a retirer le pénis
du canal vaginal pendant les rapports sexuels mais avant 1’éjaculation. Les taux d’échec sont
de 20% avec une utilisation parfaite (Hatcher et al., 2018). Il est couramment utilisé en
conjonction avec d’autres méthodes et peut ne pas étre considéré comme une « vraie » méthode,

son utilisation peut étre sous-déclarée (Jones et al., 2014).

La méthode de I’allaitement et 1’aménorrhée repose sur la suppression naturelle du pic de
I’hormone lutéinisante qui Se produit pendant 1’allaitement exclusif. Elle est trés efficace
lorsque les nourrissons sont exclusivement nourris au lait maternel a la demande, lorsque la
femme n’a pas encore repris ses regles. Si 1’allaitement n’est pas exclusif ou si le nourrisson a

plus de six mois, I’efficacité diminue (Murphy, 2013).

Les FABM (Fertility Awareness Based Method) impliquent d’éviter les rapports sexuels non
protégés pendant une fenétre fertile estimée, qui est déterminée par une variété de stratégies
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d’efficacité variable. Il existe des données limitées sur les taux d’échec pour chaque approche
(Peragallo et al., 2018) ; mais collectivement, les FABM semblent avoir des taux d’échec de
15% avec une utilisation typique et de 0.4% a 5% avec une utilisation parfaite (Hatcher et al.,
2018). Ces méthodes peuvent impliquer le suivi du cycle menstruel, de la température basale
du corps, de la glaire cervicale ou des niveaux de LH afin de calculer la période fertile probable.
Au milieu du cycle, la poussée de LH précédant 1’ovulation est suivie d’une augmentation de
la progestérone, provoquant une augmentation faible mais mesurable de la température basale

du corps (Johnson et al., 2018).
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Chapitre IV

1 Ledocking moléculaire

Appelé aussi ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire, vise a prédire la structure et tous les
mécanismes et interactions impliqués dans le processus de formation des complexes
moléculaires « ligand-protéine » ou « protéine-protéine » a partir des molécules isolées. Cette
approche dite in silico, est plus facile a réaliser, moins chére, et plus rapide que d’utiliser des
méthodes in vitro. L’amarrage moléculaire permet la découverte de nouvelles molécules (par
assemblage de deux ou plusieurs molécules), ou comprendre les propriétés des complexes

moléculaires obtenues par cristallographie (Lgaz et al., 2019)

2  Principe du docking moléculaire

L’amarrage décrit le processus de placement de molécules (ligands) sur des sites actifs de la
protéine cible dans I’espace tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants : prédiction de
I’affinité du complexe « ligand-protéine » et prédiction de la position correcte (le ligand pénétre
dans le site actif de la protéine). La prédiction d’affinité est liée a différents ligands parmi les

collections, certaines sont plus appropriées que d’autres (Schulz et al, 2004 ; Wang et al, 2004)

3 Etapes du docking
Le processus de docking moléculaire implique deux étapes fondamentales qui sont le docking

et le scoring.

e Le docking utilise des algorithmes pour la prédiction de la conformation du ligand ainsi
que sa position et son orientation dans le site actif de la protéine (généralement appelés
pose).

e Le scoring est I’évaluation de I’affinité de liaison entre le ligand et le récepteur. 1l donne

un score aux poses obtenues lors de la phase de docking (Kitchen et al., 2004).

4  Applications du docking moléculaire

La plus ancienne des applications est la prédiction du mode d’interaction et la plus récente
consiste en I’optimisation des molécules ayant déja une activité avec le récepteur. L’interaction
entre une petite molécule et une protéine enzymatique peut entrainer 1’activation ou I’inhibition
d’une enzyme. Si la protéine est un récepteur, la liaison du ligand peut entrainer un effet
agoniste ou antagoniste. L’amarrage est le plus souvent utilisé dans le domaine de la conception
de médicaments. La plupart des médicaments sont des molécules biologiques et I’amarrage peut

étre demande pour :
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e L’identification des hits : I’amarrage combiné avec une fonction de score peut étre
utilisé pour filtrer rapidement des bases de données de médicaments potentiels in silico
pour identifier les molécules susceptibles de se lier & la protéine cible ;

e L’optimisation des hits : I’amarrage peut étre utilisé pour prévoir 1’orientation relative
avec laquelle un ligand se lie & une protéine (c'est-a-dire le mode de liaison ou la pose).
Cette information peut a son tour étre utilisée pour concevoir des analogues puissants et
sélectifs ;

e La bioremédiation : la fixation de ligand protéique peut également étre utilisée pour

prévoir les polluants qui peuvent étre dégradés par les enzymes (Gaba et al., 2010).
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Matériels et Méthodes

1 Logiciels et banques de données utilisés

PDB (https://www.rcsh.org/) est la banque de données protéiques (Protein Data Bank),
principale source de données de biologie structurale. Elle permet en particulier
d’accéder a des structures 3D de protéines d’intérét pharmaceutique. Ces structures sont
principalement déterminées par deux méthodes : la cristallographie a rayons X et la
RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) (Sthal et Rarey,2001).

ZINC (https://www.zinc.docking.org/) est une ressource publique gratuite pour la
découverte de ligands. La base de données contient plus de 20 millions de molécules
disponibles dans le commerce dans des représentations biologiquement pertinentes qui
peuvent étre téléchargées dans des formats et sous-ensemble populaires préts a I’emploi
(Sterling et Irwin, 2015).

PyRex est un logiciel libre, doté d'une interface utilisateur intuitive et fonctionnant sur
tous les principaux systéemes d'exploitation (Linux, Windows et Mac OS) (Dallakyan
et Olson, 2014).

Chimera ou UCSF Chimera, est un programme pour la visualisation et I'analyse
interactives des structures moléculaires et des données associées, congu pour étre utilisé
par les biologistes structurels, les chercheurs biomédicaux et autres personnes
intéressées par la structure et la fonction moléculaires. Chimera est une application de
bureau dont les racines sont principalement dans I'analyse visuelle interactive (Huang
et al., 2014).

PubChem est une base de données chimique publique qui sert les communautés
scientifiques ainsi que le grand public. Cette base de données collecte des informations
chimiques a partir de centaines de sources de données et les organise en plusieurs
collections de données, notamment Substance, Composé, BioAssay, Protein, Gene,
Pathway et Patent. Ces collections sont liées les unes aux autres, permettant aux
utilisateurs de découvrir des enregistrements connexes dans les diverses collections (des
médicaments ciblant une protéine ou des génes modulés par un produit chimique)
(Sungwan, 2021).

Discovery Studio : est un logiciel de solutions de conception moléculaire biologique
pour les chimistes et les biologistes computationnels et facilite I’examen des propriétés
des petites et grandes molécules. De plus, des meilleurs algorithmes de visualisation a

3D des interactions qui résultent par des stimulations de docking (Seeliger et al., 2010).
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2.1 Préparation des molécules au docking

2.1.1 Recepteur

Premierement, nous allons a la PDB pour télécharger le récepteur. IZUMO est disponible dans

la banque, répertorié sous le code 5JK9. Il s’agit de I’extrémité C-terminale d’IZUMO

s’étendant de 1’acide aminé 148 a 160, déterminée par cristallographie a rayons X.

La figure 10, représente la structure 3D de la chaine a de IZUMO, contenant I’extrémité C-

terminale.

S5JK9

Crystal structure of human IZUMO1
PDB DOI: 10_2210/pdb5JK2/pdb
Classification: CELL ADHESIOM
organism(s): Homo sa
Expression System: O
Mutation(s): No €

Deposited: 2016-04-26 Released: 2016-06-22

Deposition Author(s): Ohto. U_. Ishida. H., Shimizu, T.

Experimental Data Snapshot

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2 10 A

R-Value Free: 0.231

R-Value Work: 0.194

R-Value Observed: 0.196

wwPDB Validation & & 3D Report || Full Report
Metric Percentile Ranks Value
Rfree E— Lo I 0236
e —
Clashscore I 0N

|| =
=
RSRZ outliers M ‘il — s 10

wraras Eemer

I 4%
e )

Ramachandran outliers S

Sidechain outliers HN

B percentie retstive to sl Xray sutures

[ Percentie reltive i X-ray Strsctures of similar resokutian
Ligand Structure Quality Assessment €

Worse 0 I I I | Eetter
Ligand structure goodness of fit to experimental data

Figure 10: Structure 3D de la protéine chaine a de IZUMOL1
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2.1.2 Ligand
Les structures des ligands sont obtenues & partir du site PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Pour télécharger les molécules FDA (Food and Drugs Administration), nous suivons les

étapes suivantes :

» Cliquer sur Substances pour rechercher les sous-ensembles.
» Cliquer sur Sous-ensembles pour rechercher les médicaments approuvés par la
FDA, dans la Drug Bank.

» Télécharger les structures des ligands sous forme SDF.

2.2 Docking moléculaire

Le docking moléculaire sur PyRx se déroule selon les étapes suivantes :

» Télécharger PyRx : http://pyrx.sourceforge.net/downloads

Pyvthon Prescription =0LIF R
Virmaal Sereeming Teol
o m Prp— E pre—. Hig Fus e i

Homre Deramioadts

Downloads

F"','QI Ei"lar!,' Diistribution cligmer ol posr cdldchsrper |3 wermion grarnioes de B

.

Py S SEEN EOUNCE §OTRGE S 107 O 0 e - Aedad Orug Deasigh diseris il r Simgificd S50 Licanse
ﬂ Eystem Reguerements far PyRY are similar ta Seoond | ime

PyRa=0.9.2-Selup.exs S159.93 f:E...-..-Fluw }E_: |-'r:ﬂ.: == I'herEn;)

Py weiGan 0 0 6 avakals o 'lj. Py O i Selup B (D M) I
TR TSR AR P T, e

» Chargement des molécules dans I'espace de travail PyRx.
» Cliquer sur File puis sur Load Molecule et sélectionner le fichier 5JK9.
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» Cliquer Vina Wizard — sélectionner Local /start /Add Macromolecule

—sélectionner 5JK9.
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“Vina Wizard ) ) AutoDock Wzard mopmm wmmsw Owg_ou
U Sthere X, seectivleaes Runvina [ AndyzeResuls

This wizard will guide you through setting up and running AutoDock Vina.

S

Vina Execut
@:r:::;mﬂs(m)mmm Cluster (Portable Batch System) (O Remote (0pal Web Services)

» Cliquer sur Open Babel puis cliquer droit sur les ligands et sélectionner

Convert All to AutoDock Ligand (pdbqt).

)‘g

» Cliquer sur le premier ligand et sur shift puis sur le dernier ligand pour

sélectionner tous les ligands/et en fin sur forward.
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8

Back |\ || Forward

qmm | [ 2 Floks '_Em |Tables g Openzsbel | Vima - 202_modellD/ZIRCOOODOZS0TEDA_ufl_E=506.55

Command ine: “C:'Program Sles (k85 PyRxiyina. exe” —config conf. et ~dgand .. | {Ligands {7 INCOD000 3807804 _uff_E=506.55.ndbat
Workdng drectony:  C:\Usensuser LmgHoole \Pyelx acromoieoules\2_model 10

# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
§ 4155-461 &
& &
4 DOT 10.1002 Jcc.21334 *
L L]
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. ¥
RREERRRARRRE RPN RN

Cucpuc will be ..%..\Ligands‘\ZINCO00003807804 uff E=506.55_ out.pdbgc
Decected 2 CPUa

Reading input ... done.

Secting up the acoring functiom ... done.

Analyzing the binding sice ... done.

Uzing random seed: 102342824

Ferforming aearch ..

0 Fi) 30 40 50 &0 T -y 100% .
- Le docking

Ensuite, on transforme le fichier de minimisation pdb en pdb.qt pour entrer dans un le

programme Chimera.
Le docking moléculaire se poursuit sur Chimera selon les étapes suivantes :

» Telécharger UCSF Chimera
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
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projects peapie publications

resources VisIf s search

Documentation
Getting_Started
User's Guide

Command Index
Tutorials and Videos
Guide to Volume Data

Release Notes
Download
What's New in Daily Builds

UCSF CHIMERA

an Extensible Molecular Modeling System

Download Chimera

« Daily Builds » Bug Tracking System » Graphics Driver Bugs
« Snapshot Releases « Licensing Information « Benchmark Results

« Unsupported Releases  « Experimental Chimera Features  » Chimera Source Code
« Old Releases + Plug-ins on the Web + Cygwin Source Code

Tip: We recommend ChimeraX for higher performance and many new features instead of legacy Chimera.

Galleries
Image Gallery,

Map of Download Location:

s

Current Production Releases

= See the release notes for a list of new features and other information
e

» Préparer les stimulations de docking : ouvrir avec UCSF Chimera la structure
pdb du récepteur (1IZUMO) puis les ligands, les structures de ces derniers sont

téléchargé de ZINC (docking.org) sous forme SDF.

ikipedia

A / substances / ZINCO00001612996

1612996 (Irinotecan)
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2.2.1 Préparation du récepteur

» Cliquer sur File puis Open pour ouvrir le fichier 5JK9
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» Cliquer sur Tools puis sur Surface/Binding Analysis / Dock prep.
» Dans Dock prep selectionner toute les options sauf « Delte non-complexed »
et « WriteMol2 file » / cliquer sur OK/OK/OK

plaexad ons

ocations, keaep only highest occupancy

= = selenormethionme (MSE ) to rmethiionrie (MET)
I~ Bromo-LUIMP (SBU) to umMe (u)

rmeethyiselenyhdCMP (CSL) to oM ()

- side chains: Replace using Dunbrack rotarmer Iibhrary

2.2.2 Préparation du ligand

» Cliquer sur File puis Open/ On commence par ouvrir le premier ligand.
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L/

» Docking moléculaire

Pour réaliser le docking, nous préparons les paramétres de simulation.

» Cliquer sur Tools/Surface/Binding Analysis/ AutoDock Vina.

T oots Favormtes Healp
Gemnerad Comtrols
Wierwwing Comtrol=s

D orsc o

Structure Analysis
Structure C.ormparison

S ecpasansc e

Surtacea Binciemng Analysss

Structure Ectang
Auaniber
MDD /Ensembble Analysis

Hagher Orcer Stnuactusre
Volhurme Dasts

Deaermncos

MowverTvort

U taletoenss

Accatomnad Tooks

. FarncSii1 Bor

Fing Clashes/ Comtacts
Electrostatic Surface Colonmng

. Cosdormiac Saustface Colonng
- APBS
- Sauntace CTapesing

Swurface Zome

VWiaowDock

Dock Progp

AntcoliDogh Ve

Moasiwe Volurme st Area
Moanswsre ana Color Bliobs
Irntersus?

Surfret

DelPtwC omtrolier

» Dans AutoDock Vina cliquer sur Brose, nommer le complexe/ puis sélectionner le
récepteur et le ligand /, et cliquer sur button 1/définir ’espace de recherche (taille et

position de contre de grille).

» Cliquer sur I’écran par la souris clic droit pour mettre le complexe sur une boxe.
» Pour contréler le mouvement de la boxe de docking nous cochons sur Resize.

» Ensuite cliquer sur Ok/ running.
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L’amarrage moléculaire a maintenant commencé et une fois 1’analyse terminée,l’interface
« View Dock » est ouverte et le tableau de score AG apparait.

Enfin, pour enregistrer les fichiers obtenus, cliquer sur file/save pdb/cocher le récepteuret le
ligand (3.1) en cliquant sur cntrl /insérer le code de ligand dans file name /Save.

On recommence toutes ces etapes pour les autres ligands
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Résultats Et Discussion

IZUMOL est une protéine spermatique clé dans la fécondation, qui génére une adhésion avec
I’ovocyte, forte et indispensable, grace aux liaisons intercellulaires qu’elle forme avec JUNO,
son partenaire ovocytaire. Dans le but de cibler cette protéine, en vue d’une approche de
contraception non hormonale, nous avons entrepris une étude par docking moléculaire pour

identifier des inhibiteurs d’IZUMO1 parmi des molécules pharmaceutiques connues et utilisées.

1  Criblage moléculaire
Le screening moléculaire par PyRx a permis de ressortir 1615 molécules susceptibles de cibler
IZUMOL en interagissant avec son extrémité C-terminale. Les meilleurs scores selon 1’énergie

de liaison AG sont donnés dans le tableau 1.

Le AG ou enthalpie libre ou encore énergie libre de Gibbs, est une fonction d'état introduite par
Willard Gibbs. Elle correspond a I'énergie disponible dans une réaction pour effectuer un travail
utile (Reichle, 2020).

Tableau 1: Les meilleurs scores AG révélés par le screening moléculaire par PyRx

Ligands Zinc Code AG (kcal/ml)
Paritaprevir 203757351 -9.5
Irinotecan 1612996 -8.8
Ergotamine 52955754 -8.8
Naldemedine 100378061 -8.7
Simeprevir 253632968 -8.6
Nilotinib 6716957 -8.5
Dihydroergotamine 3978005 -8.5

2 Docking moléculaire

Nous avons ensuite soumis les molécules retenues lors du screening au docking par Chimera.

(tableau 2)
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Tableau 2: Les meilleurs scores AG révélés par le docking moléculaire par Chimera

Résultats Et Discussion

Ligands Zinc Code AG (kcal/ml)
Paritaprevir 203757351 -7.6
Nilotinib 6716957 -7.6
Ergotamine 52955754 -71.5
Irinotecan 1612996 -7.3
Naldemedine 100378061 -7.2
Simeprevir 253632968 -7.1
Dihydroergotamine 3978005 -7.1

Toutes ces molécules, sont répertoriés dans la banque FDA. Elles appartiennent a des
classes pharmaceutiques différentes :

Paritaprévir est un agent antiviral a action directe destiné a étre utilisé dans le cadre d’un
traitement multi médicamenteux contre I’infection par le virus de de 1’hépatique C. Le
Paritapévir est contre indiqué chez les patients présentant une insuffisance hépatique sévére
en raison du risque de toxicité. Parmi les effets indésirables liés au Paritaprevir, on peut
citer I’anémie sévere, une diminution de 1’hémoglobiline, une élévation de la bilirubine,
prurit et asthénie. (Dennis et al., 2015).

Nilotinib est une anti-tyrosine kinase de deuxiéme génération indiquée dans le traitement
des leucémies myéloides chroniques en phase chronique ou accélérée (Swadogo et al.,
2014). Les effets secondaires associés a la Naldemedine sont la thrombocytopénie, la
myalgie, les céphalées. L’utilisation a long terme du Nilotonib présente une toxicité
cardiovasculaire (Wang et al., 2021).

Ergotamine est utilisée en pratique clinique pour le traitement de la migraine aigue. Le
traitement par I’Ergotamine peut provoquer des douleurs musculaires parfois séveres, un
changement de la pression artérielle, une dépression myocardique, une vasoconstriction
coronarienne, une vasoconstriction périphérique (Goadsby et al., 2000).

Irinotecan est un inhibiteur de I’ADN topoiomérase 1 et est utilisé en tant qu’agent
chimiothérapeutique crucial. Il est largement utilisé seul ou en association contre diverses
tumeurs solides, en particulier pour le traitement du cancer colorectal métastatique.
L’administration a long terme ou a forte dose de I’lrinotecan peut altérer le parenchyme

hépatique, entrainant ainsi une hépato toxicité. Elle peut aussi augmenter le risque de
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morbidité et de mortalité¢ chez les patients atteints de CRCLM (cancer colorectal
métastatique) (Han et al., 2021).

e Naldemedine est un antagoniste des opioides approuvé pour le traitement de
1I’OCI (constipation induite par les opoides) chez les adultes souffrant de douleur chronique
non cancéreuse. Le Naldemedine provoque souvent nausees, diarrhées, vomissements,
douleurs abdominales et la sensation de froid. (Baker, 2017).

e Simeprevir est un inhibiteur de la protéase du virus de 1’hépatite C(VHC) de deuxiéme
géneration. Il a récemment été approuvé pour le traitement de 1’hépatite C chronique de
génotypel. Les effets indésirables les plus fréquemment rapportés associés aux schémas
thérapeutiques contenant du Simeprevir comprennent la fatigue, les maux de téte et les
nausees (lzquierdo et al., 2014).

e Dihydroergotamine est efficace pour le traitement de la migraine aigue méme chez les
patients souffrant de migraine difficile a traiter. Les principaux effets indésirables de la
Dihydroergotamine sont les étourdissements, les maux de téte, les nausées, les

vomissements et la diarrhée (Stephen et al., 2020).

Il apparait clairement d’apres ce listing que toutes ces molécules ne peuvent pas étre envisagées
comme medicaments ciblant IZUMO1 dans le cadre d’une thérapie hormonale en raison de
leurs effets secondaires plus ou moins graves. C’est pourquoi, pour le reste des analyses, nous
n’avons retenu que trois d’entre elles : la Naldemedine, la Simeprevir et Dihydroergotamine ;

en raison de leurs effets indésirables mineures.

Comme le montrent les digrammes 2D, les trois molécules engagent, chacune un grand nombre

de liaisons.

Entre la Naldemedine et IZUMO1, nous pouvons recenser :

e 2 liaisons hydrogénes formeées entre N —ter de la Naldemedine et les résidus Lysine en
position 131 et histidine en position 157 du C-ter de 5KJ9 (figure 11). La liaison
hydrogene est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dip6le entre 2
molécules ou entre 2 groupements d'une molécule. Elle joue un rdle stabilisateur de la

structure secondaire des macromolécules biologiques (Elie, 2004)
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e 2 liaisons pi alcaline entre le ligand et le résidu Lysine en position 138, arginine en
position 160 du récepteur 5JK9 (figure 11). La liaison pi alcaline est une liaison
chimique covalente qui est créé entre deux atomes (Allen et al., 2001).

e Une liaison pi-pi empilée (empilement pi) entre le ligand et 1’acide aminé histidine en
position 157 de 5JK9 (figure 11).

e 3 liaisons carbone- hydrogene entre glutamine en position 130, tyrosine en position 134

et lysine en position 161 et le récepteur 5JK9 (figure 11)
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Figure 11: Digramme 2D de ’interaction Naldemedine-1ZUMO1

L’interaction IZUMO-Dihydroergotamine engage :
Nous remarquons :

e Une liaison hydrogenes formée entre N —ter de la Dihydroergotamine et les résidus

lysine en position 161 du C-terminal de 5JK9 (figure 12).
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Résultats Et Discussion

6 liaisons pi alcaline entre le ligand et le résidu tyrosine en position 134, valine en
position77 et méthionine en position 75, cystéine en position 185, histidine en position
157, tryptophane en position 145 du récepteur 5JK9 (figure 12).

Une liaison pi-cation entre le ligand et le résidu lysine en position 161 du récepteur
5JK9 (figure 12).

Une liaison carbone-hydrogéne formeées entre le Dihydroergotamine et le résidu

arginine en position 160 du 5JK9 (figurel2).
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Figure 12: Digramme 2D de I’interaction Dihydroergotamine-1ZUMO1

D’apreés la figure 13, le complexe Simeprevir-1IZUMOL1, présente :

Deux liaisons hydrogénes formées entre N —ter de la Simeprevir et les résidus arginine
en position 160 et lysine en position 161 du C-terminal de 5JK9 (figure 13). La liaison
hydrogéne est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dipble entre 2
molécules ou entre 2 groupements d'une molécule. Elle joue un réle stabilisateur de la
structure secondaire des macromolécules biologiques (Elie, 2004)

Une liaison alkyl entre le ligan et le résidu cystéine en position 135 du récepteur 5JK9
(figure 13).

43



Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Allcyl
I:I Carbon Hydrogen Bond

Figure 13: Digramme 2D de I’interaction Simeprevir-1ZUMO1



CCCCCCCCCC

CONCLUSION

N



CONCLUSION

Par une approche in silico, nous avons identifié 1615 molécules approuvées par la FDA et
susceptibles d’interagir avec IZUMOI1. Nous en avons retenu trois, la Naldemedine, un
antiopioide utilisé dans le traitement des constipations chroniques, la Dihydroergotamine, un
médicament dérivé de I’ergot de seigle principalement utilisé dans le traitement de la migraine,
et la Simeprevir, un inhibiteur de la protéase NS3/4A du virus de I’hépatite C chronique de
génotype 1 et 4. Ces molécules, ont été sélectionnées d’une part a cause de leur affinité de

liaison élevée avec IZUMOL et d’autre part en raison de leurs effets secondaires mineures.

La Naldemedineet, la Dihydroergotamine et la Simeprevir s’averent des candidats potentiels
pour un repositionnement dans le cadre d’une contraception non hormonale ciblant IZUMOL1.
Cependant, des analyses de simulation moléculaire restent indispensables pour déterminer la
stabilité de cette interaction au cours du temps. Toutefois, seuls des tests in vivo, pourraient
confirmer ou infirmer cette interaction et potentiellement I’effet inhibiteur de la fécondation par

ces molécules.
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