République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

UNIVERSITE de TLEMCEN

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la

Terre et I'Univers

Deépartement de Biologie

MEMOIRE

Présenté par
Rezine Esma et Benmousa Meriem

En vue de [’obtention du

Diplome de MASTER

En Biologie Moleculaire et Cellulaire

Theme

Zone pellucide, cible pour une contraception
non hormonale

Soutenu le devant le jury composeé de :
Présidente TABET HELLAL Sana Maitre de conférences classe A Université TLEMCEN
Examinatrice BEKHCHI Chahrazed Professeur Université TLEMCEN

Encadrante  BERRAHOUI Samira Maitre de conférences classe B Université TLEMCEN

Année universitaire 2022/2023



Remerciements

Nous adressons nos remerciements a 1’éternel, ALLAH tout puissant qui nous a soutenu et

renforcé dans notre détermination a mener & bien ce travail.

Nos remerciements s’adressent ensuite a notre encadrante Dr BERRAHOUI samira pour
avoir accepté de guider notre travail. Nous la remercions pour ses précieux conseils et
corrections qui nous ont permis de mener a bien ce travail. Sa vision, son expertise et son

soutien indéfectible ont été des sources d'inspiration constantes tout au long de cette recherche.

Nous tenons également a remercier, Dr TABET HELLAL Sana, maitre de conférences au

département de biologie, d'avoir accepté de présider le jury.

Nos remerciements s'adressent aussi au Dr BEKHCHI Chahrazed, Professeur au département

de biologie, d’avoir accepté d’examiner ce travail.

Nous tenons a exprimer également toute notre reconnaissance a Dr CHERRAK Sabri qui nous
a aidé et guidé tout le long de la réalisation de la partie pratique de cette étude, en nous faisant

bénéficier de son expérience dans le domaine du docking moléculaire.

Nos remerciements s’adressent aussi a tous nos enseignants du département de biologie a la
faculté des sciences de la Nature et de la Vie, des sciences de la Terre et de I’Univers,

Université Abou-Bakr Belkaid Tlemcen.



Dédicaces

Je dedie mon travaille... ... ...

A mes chers parents

Je tenais a prendre un moment pour vous exprimer toute ma reconnaissance et
mon amour, vous avez été une source inépuisable de soutien d'encouragement et
d'amour tout au long de ce voyage, votre confiance en moi et votre soutien
indéfectible ont été les piliers de ma réussite. Je vous suis profondément
reconnaissant d'étre a mes cotés et des sacrifices que vous avez consentis pour

me permettre d'atteindre cet objectif.

A ma famille qui m'a soutenu avec amour, patience et compréhension Votre
soutien inconditionnel et vos encouragements continus ont été une force motrice
puissante pour mon succes. Je vous suis profondément reconnaissant d'étre a

mes cotés.

A ma seule et ma chére sceur bien aimée Chahrazed

A mes chers frére Oussama, Yacine

A mes chéris Hiba, Rajaa, Youssra, Lila, Chaimaa, Nour Al-Huda, Romaissa

A mes amis les plus fidéles Wissam, Douaa, Asma, Hafsa, Cette dédicace est un

témoignage de mon amour et de ma gratitude envers vous, je vous remercie pour

taus les moments inoubliables qu’on a passé ensemble.

A mon bindme Benmousa Meriem, dans les moments de stress et de pression ta
présence rassurante m'a donné la force nécessaire pour aller de I'avant, ton
soutien inconditionnel et ta capacité a trouver des solutions ont été des atouts

précieux dans notre travail d'équipe.

Esma



Dédicace

Je dédié ce modeste travail

A mes chers parent

pour leur soutien , leur patience leur encouragement durant mon parcours
scolaire. surtout ma mere qui m’a soutenu financierement et moralement.
A mes chers freres , Youcef et Ali pour leur confiance.

A chaque membre des familles Benmoussa ,Berrahoui

A mes amis qui ont partagé toutes sortes de moments avec moi.

A mon amie la plus proche Narimen.

Ainsi @ ma copine Abd moumen Hafssa, Je tiens a la remercier pour son aide.

Sans oublier mon binbme Rezine Essma pour leur patience, leur gentillesse et

soutien dans des circonstances difficiles et sa patience pour compléter ce t
Et A tous ceux qui ont contribué de prés ou de loi pour que ce travail soit

possible, je vous dis merci.

ravail.

Meriem



Résumé

ZP3, est I'une des protéines constitutives de la zone pellucide. Elle est indispensable pour la
reconnaissance spécifique des spermatozoides et la fusion avec I'ovocyte ; en son absence, la

fécondation ne peut pas se faire

Par docking moléculaire, nous avons rechercheé parmi les médicaments approuvés par la FDA,
des inhibiteurs potentiels, susceptibles d’interagir avec ZP3. L’objectif est d’empécher la

fécondation par une approche contraceptive non hormonale.

Les résultats de 1’amarrage moléculaire ont permis de ressortir 7 molécules susceptibles de se

lier avec ZP3 avec une forte affinité de liaison.

Des études in vitro et in vivo seront nécessaires pour tester I’efficacité de ces molécules a faible

dose afin d’éviter leurs effets secondaires.

Mots clés : ZP3, fécondation, contraception non hormonale, docking moléculaire.



Abstract

ZP3 is one of the constituent proteins of the zona pellucida. It is essential for specific sperm

recognition and fusion with the oocyte; in its absence, fertilization cannot take place.

Molecular docking was used to search for potential inhibitors of FDA-approved drugs that
might interact with ZP3. The aim is to prevent fertilization using a non-hormonal contraceptive

approach.

Molecular docking results have identified 7 molecules likely to bind ZP3 with high binding
affinity.

In vitro and in vivo studies will be required to test the efficacy of these molecules at low doses

in order to avoid their side effects.

Key words: ZP3, fertilization, non-hormonal contraception, molecular docking.
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ZP : Zone Pellucide
Zpl : Zone pellucide 1
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Zp3 : Zone pellucide 3
Zp4 : Zone pellucide 4
AG : Energie libre de Gibbs
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Introduction

La surpopulation peut entrainer de nombreux problémes de société ainsi que des changements
dans I'habitat. Des mesures de contrdle des naissances sont donc nécessaires pour controler

cette croissance (Vickram et al., 2022).

La contraception est pratiquee depuis des milliers d'années. D'apres les études de I'organisation
mondiale de santé, une grande partie des besoins en contraception humaine ne sont pas
satisfaits par les méthodes disponibles pour diverses raisons médicales, économiques,
politiques ou culturelles. De ce fait, le développement de nouvelles méthodes de contraception
plus accessibles a des populations moins médicalisées, de moindre colt et aussi efficaces que
les moyens actuels apparait comme une nécessité. Au cours des 20 derniéres années, un nombre
important de stratégies a été proposé pour le développement de vaccins a effets contraceptifs
(Najar, 2003).

Malgré les attentes élevées concernant des contraceptifs plus sdrs, efficaces, économiques et a
action prolongée, a ce jour, aucun vaccin contraceptif homologué n'est disponible sur le
marché. Les vaccins ont sans aucun doute un réle a jouer en tant qu'aide a I'espacement des
naissances et en tant que moyen non chirurgical de générer la stérilité¢ (Lekhwani et Vaswani,
2014).

Des recherches ont été menées et de nombreuses études sur le contrdle de la fertilité des
animaux sauvages se sont concentrées sur les immunocontraceptifs qui ciblent les hormones ou
les protéines (Massei, 2023). Pour atteindre cet objectif, il est nécessaire d'identifier les
protéines impliquées dans le processus de fécondation. Les cibles comprennent les antigenes du
sperme, les antigénes des ovocytes, en particulier les protéines de la zone pellucide (Cooper et
Larsen, 2006). Depuis les années 1970, la zone pellucide a suscité une attention considerable,
cible prometteuse pour I'immunocontraception en tant que potentiel cible pour la contraception
puisque son role clé dans les premieres étapes de la fécondation a été reconnu (Aitken, 2002).
C'est une couche de glycoprotéine extracellulaire entourant I'ovocyte de mammifere, impliquée
dans la liaison spermatozoide-ovule spécifique a I'espéce (Ownby et Shivers, 1972).

Shivers et Dunbar ont noté pour la premiére fois la présence naturelle d'anticorps anti-zone
pellucide chez les femmes infertiles en 1977. Ces auteurs ont rapporté une incidence de 32 %
d'auto-anticorps dans un groupe de 22 femmes infertiles testées ; les auto-anticorps n'ont pas

été trouvés dans les temoins fertiles (Caudle et Shivers, 1989).



Introduction

Il a été déemontré que les anticorps dirigés contre la zone pellucide peuvent étre utilisés pour
I'inhibition de la fertilité. Depuis, plusieurs groupes ont étudié le potentiel des vaccins immuno-
contraceptifs a base de ZP (zone pellucide). Ces vaccins sont trés efficaces et non invasifs, ils
peuvent offrir un effet a long terme allant de plusieurs mois a plusieurs années sans la nécessité
d'une prise quotidienne ou régliere et contrairement aux méthodes contraceptives hormonales,
ils n'entrainent pas des effets secondaires tels que des saignements irréguliers, des maux de téte

et des nausées (Kirkpatrick et al ., 2009).

L’objectif de notre travail est d'envisager une contraception non hormonale en ciblant la zone
pellucide et plus précisément la protéine ZP3, afin d'empécher le spermatozoide de se fixer a

I’ovule, inhibant ainsi la fécondation.

Pour une approche in silico, nous avons cherché dans la base de données FDA, tenté de

repositionner des molécules connues et commercialisées, pour cibler la protéine ZP3.
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1. Fécondation
La fécondation est le processus biologique par lequel un spermatozoide pénetre dans un ovule

pour former une cellule unique appelée zygote. Cela se produit dans les trompes de Fallope
chez la femme. La fécondation est nécessaire pour la reproduction sexuée et la formation d'un

nouvel étre vivant (Figure 1) (Hanisha et al., 2019) .

Ce processus marque le début du développement embryonnaire chez les organismes sexués et
conduit a la formation d'un nouvel individu. La fécondation est souvent précédée par une série
de processus de reconnaissance et d'interaction entre les spermatozoides et I'ovule, qui
permettent la sélection d'un spermatozoide capable de féconder I'ovule. Aprés la fusion des
gametes, le zygote subit une serie de divisions cellulaires pour former une structure
multicellulaire appelée blastocyste, qui peut ensuite s'implanter dans I'utérus pour poursuivre le
développement embryonnaire. La fécondation est un processus crucial pour la reproduction
sexuée et est étroitement régulée par une variété de mécanismes moléculaires et cellulaires

complexes (Gupta et al., 2009) .

La fécondation peut étre naturelle, c'est-a-dire qu'elle se produit lors d'un rapport sexuel entre
un homme et une femme, ou elle peut étre assistée par des techniques de procréation

médicalement assistée, telles que la fécondation in vitro(FIV) (Serres et al ., 2008).

Binding of Acrosome-intact Sperm to Eggag =P

lasma membrane
Aead o —Midpiece

Figure 1: Diagramme schématique de [I'interaction spermatozoide-ovule chez les

mammiféres (Wassarman, 1999)
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2. Lesgameétes

2.1.Spermatozoide

Le mot sperme est dérivée du mot grec «sperma», qui signifie «graine» (GeorGadaki et al.,

2016). Le spermatozoide d'un mammifére peut étre séparé en deux parties :

téte et queue

(Teves et Roldan, 2022). La tete contient le noyau, que renferme des fibres de chromatine

densément enroulées, et sera encerclé antérieurement par I'acrosome, un sac étroit et aplati qui

transporte des enzymes pour percer l'ceuf femelle. La queue est le composant le plus long,

également connu sous le nom de flagelle (Figure 2) (Lee, 2021).

Acrosome
3a
4,5u

Noyau
Cape post-acrosomale

¥ Espace nuckéaire posteriew
Plague basale
Colonnes segmentées

Centnole praximal
Mitochondries

Fibres denses

Axoneme

Annulus

Gaine fibreuse

|

Pyece terminale

» Mitochondries
f\v .
N
W . . \', _ " Fibres denses
¢ R
5 Piece
mtermédiare ‘
’
= (SR toomtme
ah
3
- .. Colonne longitudinale
Gaine fibreuse
P Prace
prncipale .
4 'f-" o)
1 v 3 -
J

Figure 2 : Représentation schématique d'un spermatozoide (Cohen-Bacrie, 2008)
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2.2.0vocyte

Situé au niveau de l'ovaire, I'ovule une grosse cellule sphérique, immobile, entourée d'une
enveloppe translucide formée de protéines, la ZP. A l'extérieur de la ZP, I'ovocyte est inclus
dans une masse cellulaire appelée cumulus oophorus, dont la couche en contact avec la ZP est

nommée corona radiata (Figure 3) (Royére,2006)

ZONA B CORONA
PELLUCIDA _WiiRaand  RADIATA

CORTICAL &
GRANULE 5

<®

NUCLEUS

CYTOPLASM

Figure 3 : Structure d’un ovocyte (Gahlay et Rajbut, 2020)

3. Lesétapes de fécondation

3.1.Maturation des spermatozoides
Pour devenir fécondants, les spermatozoides doivent subir deux processus de maturation extra-
testiculaires, lI'un dans I'appareil reproducteur masculin, connu sous le nom de maturation
épididymaire des spermatozoides, et le second dans I'appareil féminin, appelé capacitation. Les
deux sont associés a des changements biochimiques séquentiels se produisant dans différents

compartiments du sperme (Gervasi et al ,2017).

3.2.Capacitation
Comprend de multiples modifications physiologiques et biochimiques. Les modifications

biochimiques associées au processus de capacitation comprennent un efflux de cholestérol de la
membrane plasmique entrainant une augmentation de la fluidite et de la perméabilité de la

membrane aux ions bicarbonate et calcium (lckowicz et al, 2012).
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3.3. Hyperactivation
Les spermatozoides subissent une hyperactivation dans I'appareil reproducteur féminin avant la

pénétration de 1'ceuf. Les spermatozoides mobiles ne subissant pas d'hyperactivation ne peuvent

pas féeconder (Dey et al., 2019).

3.4.Reaction acrosomique
Est une étape cruciale lors de I'interaction des gametes chez toutes les especes, y compris

I'nomme. Elle permet aux spermatozoides de pénétrer dans la zone pellucide et de fusionner
avec la membrane de I'ovocyte (Figure 4).Les spermatozoides incapables de subir la réaction
acrosomique ne féconderont pas les ovocytes intacts (Brucker et al ,1995).

4. Lazone pellucide
Est une enveloppe acellulaire entourant I'ovocyte des mammiferes (Bercegeay et al , 1993).

Elle est composée de quatre glycoprotéines désignées sous le nom de zone pellucide
glycoprotein-1 (ZP1), -2 (ZP2), -3 (ZP3) et -4 (ZP4) respectivement (Ganguly et al , 2010).

Les glycoprotéines ZP jouent un rdle essentiel dans I'accomplissement de la fécondation en
agissant comme ligand pour la liaison des spermatozoides a I'ovule suivi de I'induction de

I'exocytose acrosomique et blocage de la polyspermie (Figure 4)(Gupta,2018).

La ZP a plusieurs fonctions ,dont la Protection I'ovocyte des dommages physiques et des
attagues immunitaires, ainsi que la régulation de I'entrée des spermatozoides dans I'ovocyte.De
plus .elle facilite la fusion des membranes des spermatozoides et des ovocytes lors de la

fécondation.

La ZP joue également un réle essentiel dans la prévention de la polyspermie, ou la fécondation
de l'ovule par plus d'un spermatozoide. Ceci est réalisé grace a un certain nombre de
mécanismes, notamment la création d'une barriere physique qui blogue I'entrée de
spermatozoides supplémentaires et la libération d'enzymes qui dégradent la ZP aprés qu'un seul
spermatozoide I'a pénétrée avec succes (Wassarman, 2008).

Dans les technologies de procréation assistée, telles que (FIV), le retrait ou la modification de
la ZP peut étre nécessaire pour faciliter la fécondation et I'implantation d'embryons (Goudet et
al., 2008).
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5. La famille des génes ZP

Le géne ZP1 humain posséde 12 exons et code pour un polypeptide de 638 acides
aminés (aa) ( Lefievre et _al.,, 2004). ZP1 remplit une fonction structurelle, étant
indispensable pour la liaison ou la fécondation des spermatozoides . Les femelles nulles
ZP1 présentent une folliculogenése perturbée et, bien que les taux d'ovulation ne soient
pas affectés, le taux de clivage et la taille de la portée sont réduits, probablement en
raison de l'incapacité de la zone nulle ZP1 a protéger I'embryon en développement
(Toranzo,2019).

Le gene ZP2 humain a 19 exons et code pour un polypeptide de 745 aa de long. La
protéine ZP2 de la zone pellucide joue un réle important dans le processus de
fécondation en assurant la liaison secondaire des spermatozoides aux ovocytes de
mammiféres (Hinsch et al., 1998).

La ZP3 humaine est un polypeptide long de 424 aa, codé par 8 exons. Il possede une
séquence peptidique signal hydrophobe N-terminale longue de 22 aa qui entraine la
protéine dans la voie de sécrétion (Bansal et al. , 2009).

Le géne humain ZP4 (pseudogéne chez la souris) , code pour un polypeptide long de
540 acides aminés. Le géne ZP4 couvre 12 exons et 11 introns (Meczekalski et al.,
2015). Le role de la ZP4 humaine dans l'induction de la réaction acrosomique a
également été confirmé par des études indépendantes utilisant de la ZP4 native ou
recombinante (Youger et al., 2011).La figure 4 résume le réle de chacunes des PZP

dans le processus de fécondation.

Primary sperm binding i Capacitated
) ZP3 g - I spermatozoon
Zona pellucida (424 aa) S - - I
ZP4 SN j /nduction of
B acrosomal
$aq0ns] PO | exocytosis
zP1 -~ I
(638 aa) ' ER
ZP 2 — > =y
(745 aa) Secondary sperm binding

Acrosome-reacted
spermatozoon

Figure 4: Diagramme illustrant le role des protéines ZP dans la liaison aux

spermatozoides et I'induction de la réaction lysosomale (Gupta et al ., 2009)
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6. La protéine ZP3
La ZP3 joue un réle essentiel dans la processus de la fécondation se liant au sperme et en

déclenchement de la réaction acrosomique (Wassarman ,2008).

La structure de la zone pellucide change pendant la fécondation. La liaison des spermatozoides
a la protéine ZP3 déclenche une cascade d'événements qui conduit au durcissement de la ZP et
a la libération d'enzymes permettant aux spermatozoides de pénétrer dans la matrice et de

fusionner avec la membrane de I'ovocyte (Xu et al., 2020).

ZP3 est hautement conservée parmi les especes de mammifere et une cible clé pour le
développement de contraceptifs et de traitements de fertilité. Les chercheurs étudient
I'utilisation de vaccins ou d'anticorps a base de ZP3 comme moyen de prévenir la fécondation
en bloquant la liaison des spermatozoides a la ZP, ce qui pourrait potentiellement conduire au
développement de contraceptifs non hormonaux (Bianchi et al., 2018). A l'inverse, les
traitements & base de ZP3 pourraient étre utilisés pour favoriser la fécondation en cas

d'infertilité en améliorant la liaison des spermatozoides a la ZP (Liu et al., 2019),

Des études ont montré que des mutations du gene ZP3 peuvent entrainer l'infertilité chez
certaines fenumes, Indiquant I'importance de cette glycoprotéine dans la fertilité humaine. De
plus. ZP3 a été identifiée comme une cible potentielle pour le développement de nouvelles
thérapies anticancéreuses, car elle est surexprimée dans certains types de cellules cancéreuses
(Wu et al., 2021). De plus, des mutations dans ZP1 humaine, ZP2 et ZP3 influencent leurs
fonctions et entrainent un manque de ZP ou un syndrome des ovocytes anormaux et des

follicules vides, ce qui conduit a l'infertilité féminines (Cao et al., 2020).
7. Mécanisme de I'interaction spermatozoide-zone pellucide

Les spermatozoides se lient a la ZP au moyen de récepteurs membranaires qui reconnaissent les
fractions glucidiques sur les glycoprotéines ZP selon un processus séquentiel bien précis. Lors
de la fixation initiale, les spermatozoides se lient a ZP3 / ZP4 (Figure 5), ce qui induit
I'exocytose de I'acrosome du sperme, suivie d'une liaison secondaire du spermatozoide ayant

réagi avec l'acrosome a ZP2 (Serres et al ., 2008).
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Figure 5 : Interaction spermatozoide — zone pellucide (Hamamah et al ., 2009)

1. Chaine oligosac-charidique de ZP3 ; 2. Récepteurs membranaires spermatiques ; 3.
Membrane plasmique ; 4.Membrane acrosomique externe ; 5. Acrosome ;6. Membrane
acrosomique interne ; 7. Noyau ;8. ZP2 ; 9. ZP1 ; 10. ZP3 ; 11. Chaine saccharidique de
ZP2 ; 12. Récepteurs acrosomiques
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Chapitre 11

1. Immuno-contraception

L'immuno-contraception est une nouvelle approche de contréle de la fertilité . Elle vise a
réduire la fertilité des populations féminines principalement. (Yadav et al., 2022). En utilisant
la propre réponse immunitaire d'un animal pour perturber la fonction de reproduction. Il s'agit
de I'administration d'un vaccin qui induit une réponse immunitaire adaptative (Kaur et
Prabha, 2014). Des protéines d'ceufs, de spermatozoide , d'ovule fécondés et d’hormones de
reproduction ont été proposees de diverses manieres pour étre utilisées dans le développement
d'un vaccin pour le contr6le de la fertilitt. En effet, les méthodes immunocontraceptives
utilisent des facteurs impliqués dans des processus cruciaux de reproduction. Ces facteurs,
connus sous le nom d'antigenes, sont soit des hormones de reproduction, soit des protéines
impliguées dans la fécondation ou d'autres aspects de la reproduction . L'injection d'un tel
antigéne entraine la production d'anticorps spécifiques, qui neutralisent ensuite l'antigene
(typique des hormones) ou bloquent un processus de reproduction tel que la fécondation .Pour
améliorer la réponse immunitaire, les antigénes sont associés a un ou plusieurs adjuvants
(Bertschinger et al., 2018).

Le vaccin immunocontraceptif le plus largement testé pour les espéces sauvages est basé sur le
développement d'anticorps dirigés contre ZP (Figure 6). Ce vaccin a réussi a provoquer
I'infertilité chez certains animaux, mais nécessite plusieurs traitements (Muller et al, 1997 ;
Cooper et Larsen, 2006).
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Sperm is not permitted to enter and fertilize the egg

Antibodies prevent
sperm from interacting
with zona pellucida

Pryor wild 2010

Figure 6 : Immunocontraception utilisant une réponse immunitaire a la zone pellucide
(Yadav et al., 2022)

2. Immunocontraception anti-ZP
Du fait des roles majeurs de la ZP 6dans le processus de la fecondation (interaction avec les

spermatozoides, induction de la réaction acrosomique et controle de la polyspermie), elle est
une cible attractive pour le développement d'un vaccin contraceptif. Les contraceptifs a base
d'anticorps ZP, qui ciblent les événements précédant la fusion des gamétes, sont exempts de
problémes éthiques potentiels concernant la destruction d'embryons prématurés. La teneur
élevee en protéines de la ZP de mammifére, la connaissance des séquences complétes d'acides
amines des principales protéines ZP et le degré elevé d’homologie de séquence entre les espéces
individuelles soutiennent tous les progrés rapides des projets de vaccins anti-ZP (Tesarik,
1995).

Le vaccin PZP est produit en créant une zone pellucide antigéne dérivé d'ovocytes porcins.
Une fois la femelle inoculée avec le vaccin PZP, son systétme immunitaire répondra en
produisant des anticorps contre l'antigene ovocytaire du porc. Les mémes anticorps se lient
également aux récepteurs des spermatozoides a la surface de l'ovule, ce qui provoquera une
déformation de la structure de I'ovule, bloguant ainsi la fixation du spermatozoide rendant
I'ovule infertile sans aucun autre effet secondaire ou impact comportemental (Rosenfield et
Pizzutto, 2018).

Les anticorps dirigés contre ZP3 ou des fragments peptidiques empéchent la fécondation in

vitro chez diverses espéces animales, y compris les humains. L'insémination active d'animaux
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femelles de diverses espéces, y compris des primates, avec ZP3 ou des fragments peptidiques
entraine la stérilité. Fait intéressant, le vaccin PZP a été testé sur plus de 112 espéces
différentes, dont des phoques, des lions de mer et des ours, dans 110 zoos différents pour
contréler les populations animales (Naz, 2005).

En théorie, la contraception résultant de pZP ou dautres vaccins anti-fertilitt sera
automatiquement inversée une fois que les concentrations d'anticorps circulants chuteront en
dessous d'un seuil . Et dans des études sur des chevaux, il a été démontré que la vaccination
pZP pendant jusqu'a quatre ans peut étre réversible. Les observations de la vaccination pZP
chez les éléphants ont également confirmé le retour de la fertilité environ un an aprés une série
de trois vaccinations .Cependant, chez les chevaux vaccinés pendant de plus longues périodes,
la récupération de la fertilité a été retardée jusqu'a quatre ans , parce que la vaccination pZP a

entrainé une baisse du taux d'ovulation ultérieur .
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Chapitre 111

1. Généralités sur le docking moléculaire

Avec le développement des outils informatiques, la modélisation moléculaire et plus
précisément le docking moléculaire s’est trés vite introduit dans le domaine de la
recherche en biologie (Boucherti et al ., 2013). DM est un outil clé de la biologie moléculaire

structurale et de la conception de médicaments assistée par ordinateur.

Cest la méthode de chimie computationnelle la plus utilisée dans la conception de
médicaments basée sur la structure en raison de sa capacité a prédire, avec une précision fiable
(Ouassaf et al ., 2021).

L'application la plus importante de I'amarrage moléculaire est le criblage virtuel. Une variété de
programmes d'amarrage ont été utilisés pour imaginer la structure tridimensionnelle de la
molécule et le gain d'amarrage peut également étre analysé a l'aide de méthodes de calcul
différentes. L'amarrage peut étre utilise pour exécuter un criblage virtuel sur de grandes
bibliotheques de composés, classer les résultats et suggérer des hypothéses structurelles sur la
facon dont les ligands réduisent la cible, ce qui est précieux dans I'optimisation des pistes
(Dnyandev etal ., 2021).

Le DM vise a prédire la structure et 1’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors
de la formation d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir
des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et

plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro.

Le DM permet soit de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plusieurs
molécules), soit de comprendre la nature d'un complexe de molécules obtenu par

cristallographie (Barre et al ., 2018).

2. Principe du docking moléculaire

Le docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées. DM deécrit le processus de placement de molécules (ligand) sur des sites
actifs de la protéine cible dans I'espace tridimensionnel. Il y a deux composants principaux :
prédiction de I'affinité du complexe (ligand - protéine) et prédiction de la position correcte le
ligand passe dans le site actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands
de la collection, certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est liée a la
méme molécule de ligand mais dans des orientations différentes (Bender et al., 2021).

18



-

\_

Matériels et
Meéthodes

~

/




1.

Matériels et Méthodes

Logiciels et banques de données utilisés

PDB (https://www.rcsb.org/ ) est la banque de données protéique Protein Data Bank Il

s’agit de fichiers de données qui contiennent des informations sur la structure
tridimensionnelle des protéines, des acides nucléiques et d'autres molécules biologiques.
Ils sont crées a partir de techniques expérimentales telles que la cristallographie aux
rayons X, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la microscopie électronique. Les
fichiers PDB sont utilisés dans de nombreux domaines de la recherche biomoléculaire,
notamment la conception de médicaments, la biologie structurale, la bio-informatique et
la recherche sur les protéines (Berman et al., 2003).

PyRx (Python Prescription) est un outil open-source utilisé dans la découverte de
médicaments et la conception de ligands. Il est basé sur le langage de programmation
Python et fournit une interface conviviale pour effectuer des taches telles que le docking
moléculaire, le virtual screening (criblage virtuel) et la visualisation des structures
moléculaires. Doté d'une interface utilisateur intuitive et fonctionnant sur les principaux
systemes d'exploitation (Linux , Windows et Mac OS ) (Dallakyan et Olson, (2015)
Chimera est un programme informatique de visualisation moléculaire et de
modélisation pour la biochimie et la biologie structurale. Il permet de visualiser des
molécules biologiques en 3D, telles que des protéines, des acides nucléiques, des lipides
et des hydrates de carbone, et de simuler des processus moléculaires tels que la liaison
ligand-protéine et la dynamique moléculaire (Huang et al., 2014).

Robbeta est un logiciel de bioinformatique utilisé pour prédire la structure de protéines
a partir de leur séquence d'acides aminés. Il se concentre sur la prédiction des structures
de protéines a feuille B. Le programme Robbeta utilise une méthode de prédiction basée
sur l'apprentissage automatique (machine learning). Il utilise une base de données de
structures de protéines a feuille B connues pour entrainer son algorithme et prédire la
structure de nouvelles protéines a partir de leur séquence d'acides aminés. Il utilise
également des algorithmes de prédiction de la structure secondaire de la protéine pour
aider a prédire les contacts interatomiques et les arrangements de feuilles  nécessaires

pour la formation de la structure de la protéine (Kim et al., 2004).
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PubChem est une base de données en ligne gratuite qui fournit des informations sur les
activités biologiques des petites molécules. Elle est gérée par le Centre National de
Biotechnologie de I'Information (NCBI), qui fait partie de la bibliotheque nationale de
médecine des Etats-Unis (NLM). PubChem est une ressource compléte permettant aux
chercheurs, aux scientifiques et au grand public d'accéder aux informations sur les
substances chimique (Bolton et al., 2008).

ZINC (https://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 teléchargées dans des formats et sous-ensembles populaires préts a I'emploi
(Irwin et Shoichat, 2005).

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 (De Luca et al.,
2020).
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2. Meéthode
2.1.Préparation des molécules au docking

2.1.1. Récepteur
Etant donné que la structure cristallographique de la protéine ZP3 humaine n’est pas disponible
dans PDB, nous avons procédé a sa modélisation sur Robetta modals, en utilisant la structure

de ZP3 du poulet comme référence.

L’alignement des séquences de la la ZP3 humaine (424 aa) et la séquence de la ZP3 du poulet

(415 aa), a montré qu’elles avaient une homologie de 60%.

La figure 7 représente la structure 3D de la protéine ZP3 répertorié sous le code Robbeta
_modals_ 510245,

Figure 7 : Structure 3D de la protéine chaine a de ZP3
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2.1.2. Ligand

Les structures des ligands sont obtenues a partir du site PubChem. 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 les étapes suivantes :

» Télécharger PyRx : https://pyrx.sourceforge.io/

A . .
. a8 Python Prescription <&> SOURCEFORGE

Virtual Screening Tool

Home Videos Consulting Blog FAQ Support

|Search 5

Home == Downloads
Downloads
PyRx Binary Distribution L

PyRx is open source software for Computer-Aided Drug Design distributed under Simplified BSD License.
@ System Requirements for PyRx are similar to Second Life.

Secure Crdering by:

Spring

i Windows +

» Chargement des molécules 1’espace de travail PyRx.
» Cliquer sur File puis sur Load Molecule et sélectionner le fichier robbeta_ modals
_510245.
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@) PyRx - Virtual Screening Tool — [=] >
Filg_Edit View Help
: Y W@

# AutoDock | MATVTK | Do Mayavi «J| #830scene | [2 mPots | [ Documents | || Tables |
e | XX YW EE B kR el

Chargement de molécule

|controls.
Vina Wizard | @ AutoDock Wizard | 4 Open Babel | #% Python Shel | &® Logger |
Y startHere ), SelectMolecules RunVina [ Analyze Resuits
This wizard will guide you through setting up and running AutoDack vina,

Vina Execution Mode
@) Local (using C:\Program Files (x86)PyRx\vina.exe) « Cluster (Portable Batch System) O Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin > Start.

» Cliquer sur molécules /AutoDock/ Make Macromolecule

Bl PyRx - Virtual Screening Teal —
file Edit View Help

tal RRIE]
lavigator

5 [View
| & Molecules | % AutoDock | IATVIK | JMayaui = ||| dd3Dscene | 2200t | Documents | | | Tables |
E b obetamedt » PIEXONZZ@ 8 48 HG

Make Ligand
Sove 22 PDB | MekeMacomeleasic
Remove from Scene f

» Cliquer sur Open Babel/ insert new item/ sélectionner la base de données FDA.

[vaﬂmd HAutoDodcmar 44 OpenBabel | I pyton el lﬁLogger}

Vet Noflr V| Resutsedl Ditems ‘ ﬁ‘ M

Tite ‘ Formula ‘ Weight ‘ Number of atoms u ‘

» Cliquer droit et sélectionner Minimize All

24



Matériels et Méthodes

[ Vina Wizard [ % AutoDack Wizard [ i Open Babel ] # python chel ] o Logger ]
\ﬁEW1|N0 fter VH et ‘ Minimizing All Molecules. Please Wait... X | A
Tite ‘ Formula Ln‘eight LI' ‘

IINCOO0ESI0427 off E=1641.48 P Mininizing ZINCO000 28639340 (134 of 794) .
ZINCO00003807804,uff E=462.07 Cam1TON2 . b
ZINCO00000 120285,_uff F=234,14 CIH1INT | | 1
ZINCODO242543690 uff E=6223.% CaHs4014 Hapsedfime: 0:0L:11 | 5
ZINCOD0DOD003432_uff E=31.19 CSHMO | e i 1
ZINC000003607120_uff E=1428.24 C19H22FN304 : : i}
ZINCO00001612996_uff E=669, 10 C33H3IN406 ]

» Cliquer droit et sélectionner Convert All to AutoDock Ligand (pdbqt)

| #3Dscene | [ 20Plots | 2 Documents | || Tables | 4% Open Babel

‘@ Molecules | % AutoDock | ET | > Mayavi | -

Ligands ~
L %P ZINCODOOODODO053_uff_E=07.47.pdbqt

i~ ZINC0DDO00000061_uff_E=73.10.pdbqt
127 ZINCODOOOONDN0AR uff F_E) 23 edbot he Name Size Date Created Torsional DOF  AutoDock Elements

2 Macromolecules _uff E=165.98 30 2023.06.04 17:3... 9 ACFOANHD

I pobetialapadel T Pds 1046_uff_E=61.32 13 2023.06.04 11:0... 1 ACHDOAN
10921056_uff_E=1043.68 17 2023.06.04 11:0.. 4 ACHDOAN
10932614_uff_E=171.55 19 2023.06.04 11:0... 7 CHDOAN
11009466_uff_E=174.99 20 2023.06.04 11:0... 8 CHDOAN
11150434_uff_E=187.11 25 2023.06.04 11:0... 13 CHDOAN
11979_uff_E=298.29 12 2023.06.04 11:0... 0 ACHDN
11984_uff_E=294.55 12 2023.06.04 11:0.. 0 ACHDN
12766473_uff_E=215.13 21 2023.06.04 11:0... 10 CHDOAN
12767034_uff_E=409.74 25 2023.06.04 11:0... 2 ACCIOANHD
13624_uff_E=298.23 14 2023.06.04 11 0 AHDMN
13943_uff_E=694.06 24 2023.06.04 11:0... 4 ACNAOANPHD

Vina Wizard % AutoDock Wizard 4 Open Babel | ¥ Python shell &P Logger
View: Mo filter || resuits:all 794 tems | [Autonock Ligand Conversion Progress %
Title | Number of atoms

ZINCOD0001530427_uff_E= 1641.48 e Converting ZINCOD0000507985_uff_E=239.32 (44 of 734) B
ZINCO0DO03807504_uff_E=452.07 C22H17CINZ | 25
ZINCO0D000120256_uff_E=234.14 CiH1INg 1 M I 18
ZINCOD0242548690_uff_E=6223.46 C41HB4014 J Elapsed time :  0:00:28 N 55
ZINCDOODODO0S4S2_uff_E=91.19 COHTNG J F—=ramiies G N 11
ZINCO0D003607120_uff_E=1425.24 C15H22FN304 | i I 27
ZINCO0000 1612995_uff_E=669.10 C33H38N406 | | 43

» Cliquer Vina Wizad _sélectionner Local/ start/Add Macromolecule  sélectionner
robbeta _modals 510245.

(_ vina wizard ) ¥ AutoDock Wizard | % OpenBabel | # pythonshel | {Blogger |

¥ start Here x SelectMolecules  RunVina  [Jd Analyze Results

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

Vi =
[ WUQHQ C:\Program Files (XSG}\P@ Cluster (Portable Batch System) (D) Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin ---=

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

les lignds et en fin sur forward.
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File Edit Wieww Help

ih el B AR 1

MNMawvigator

i Molecules | B AutoDock | AL TVTK | P Mayawi |

l> 110

S06_uff_E=1255.13.pdbqgt
..... e 565_uff_E—=206.02.pdbgt ~

EEx Macromolecules
=--E] robetta_models_510245

Controls

» Cliquer Vina Wizard /start here/start/Forward.

ina Wizard |8 3Buboc iz | omnbabel | Ppytnshel | Lo |

[ Start Here Byct Molecules Runvina [ Analyze Resuts

Select Ligand(s) and Macromolecule from Navigator - AutoDack panel,

Use Control and Shift buttons to select multiple Ligands,

16 ligand(s) selected. | C:\Users'HP, mgltools\PyRxMacromoleculesirobetta_models_510245\yobetta_models 510245, pdbat selected,

"IAddngMd +IMMMMGJ€ % Forward *

> Régler la box dans le site d'interaction.

S I T

-~ Vina Search Space
Center X:9.6743 Y:58.6020 Z:109.8939
Dimensions (Angstrom) X: 53.6677 Y:67.5281 Z:62.6236

Reset | | Maximize

» Etenfin cliquer sur Forward.
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10

Back Forward ’

4 [2DPots | ZDowments | | |Tables | 4 OpenBabel | Vina - robetta_models_510245/ZINC000003830943_uff E=513.69

Command line: "C:\Program Files (x86) \PyRx\vina.exe” --config conf.txt -digand ..\ \Liga

Working directory: |C:\Users\l—IP\..mgltooIs‘|PyP.x\Macromolemles\'obetiﬁ_models_ﬁ10245

# Please see http://vina.scripps.edu for more information. +

LR e e R Ry g g R E L E

Qutput will be ..\..\Ligands\ZINCOO00038303943 uff E=513.69 out.pdbgt
Detected 2 CPUs

Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.

Using random seed: -815091312

Performgin ETCN ...
’ﬁ;{] 30 40 50 &0 70 80 g0

a\ LR R R R L R R R R R R R R R RS

el

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 :

» Télécharger UCSF Chimera :

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
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rojects pecpic publications
resources VisH us search

UCSF CHIMERA

an Extensible Molecular Modeling System

Documentation Down Ioa d c h i mera

Getting_Started

User's Guide « Daily Builds « Bug Tracking System s Graphics Driver Bugs

Command Index « Snapshot Releases « Licensing Information « Benchmark Results

Tutorials and Videos « Unsupported Releases  » Experimental Chimera Features  « Chimera Source Code
Guide to Volume Data « Old Releases » Plug-ins on the Web « Cygwin Source Gode

Release Notes

Downioad Tip: We recommend ChimeraX for higher performance and many_new features instead of legacy Chimera.

What's New in Daily Builds

Map of Download Locations

Current Production Releases

Galleries

o « See the release notes for a list of new features and other information

Animation Gallery « For more recent changes, use the snapshot and daily builds; they are less tested but usually reliable.
Publications

Related Databases and + 64-bit Releases:

> Préparer les stimulations de docking ouvrir avec UCSF Chimera la structure pdp du
récepteur ZP3 puis les ligands, les structures de ces derniers sont téléchargées de ZINC

(docking.org) sous forme SDF.

A /substances / ZINCO00003881958

ZINC3881958 (Danol)

Google Wikipedia PubMed 1
= — 3
Added Availability since Mwt legP Download \ Y/ ", ,‘E,;f
2005-10-05 In-Stock 2015-08-07 337.463 4221 T — 7
Mol Formula Rings Heavy Atoms Hetero Atoms Fra:llor’ 9 B
C22H27NO2 5 25 3 0.6¢ 2
XML e
SMILES | C#C[C@1(0)CCIC@HI2[C@@H]3CCT4=Ce5ence5CI[C@I4(CC@HIBCCIC@@I21C JSON S o
INChl | INChi=1S/C22H27NO2/c1-4-22(24)10-8-18-16-6-5-15-11-19-14(13-23-25-19)12-20(15,2)17(16)7-9-21(18,22)3/h1,11,1 N
INChl Key | POZRVZJJTULAOH-LHZXLZLDSA-N S
Available 3D Representations
Net Retatable Polar
RH.[ange sharge 1E3A 43 desolvation Pewnload
Reference 0 1 3 46 0 569 -7.88 1.

2.2.1. Préparation du récepteur
» Cliquer sur File puis Open pour ouvrir le fichier robbeta_modals_510245.
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» Cliquer sur Tools puis sur Surface/ Binding Analysis/ Dock prep.

File Select Actions Presets Tools Fawvorites Help

General Controls
Wiewing Controls
Depiction

Structure Anahysis
Structure Comparison
Sequence
Surface/Binding Analysis
Structure Editing
Amber

MD/Ensemble Anahysis
Higher-Order Structure
Volume Data

FindHBond

Find Clashes/Contacts
Electrostatic Surface Coloring
Coulombic Surface Coloring
APBS

Surface Capping

Surface Zone

ViewDock

Dock Prep

AutoDock Vina

Measure Volume and Area
Area/volume from Web
Measure and Color Blobs
Intersurf

Surfnet

DelPhiController

Demos
Mowvement
Utilities

FTrTYYYTIYFTTY

> Dans Dock prep sélectionner toute les options sauf « Delte non-complexed » et
» « WriteMol2 file » / cliquer sur OK/ OK/ OK.

— Db P reps e — e

rMolecules o Ereo:s

For chhosemnm rmolasculaes, do thhe Ffolboweim o s
I Daelaete sobranitc

I Dr=laete mon—cormpe lexced iDnSb
o IFf asatkEermate locations, keaep omnby higohest ocouparcy
I selaemnormeaethiomnimsas (MMSED o  rmethiomim s (HMET D)
I brormo—1llUr-<APE SEL) to LA Ly
I meaethyilsaelaenwl-dUuUrr<MMPE (UUrAMMsS ) do UMM P LD
I~ meaethywilsaelaemnywl--dCrAP (CSLL) to NP (O

Chamnas:

Imncormoalaete side chaiims:s Replace usimg Dumnbhbrack rocarmeaer i rarss —_—
SAodd hwdrogosmns
SASodd charges

wrTr e oz ﬁleh

FPublicationmn=s usimg Dumbhrack rocarmers shhowubd cice =
F._T. IDunmbrasclic Freo 22000032
Fotamayecer Hbhraries dn thhe 21 st cemnbuerss Lr—-—l I
e . iy, Strwuaect. BEaod 12 45 1 <330 -
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>

2.2.2. Préparation du ligand

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

Docking moléculaire

>

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

File 5Select Actions Presets  Toeols Fawvorites Help

YV V VYV V

General Controls
Wiewing Controls
Depiction

Structure Analysis
Structure Comparison
Sequence
Surface/Binding Anabysis

Structure Editing FindHBond
Amber Find Clashesf/Contacts

MD/Ensemble Analysis Electrostatic Surface Coloring
Higher-Order Structure Coulombic Surface Coloring
Volume Data APBS

Demos Surface Capping
Mowverment Surface Zone
Utilities ViewDock

Dock Prep

AutoDock Vina h

Measure Volume and Area

Area/volume from wWeb
Measure and Color Blobs
Intersurf

Surfnet

DelPhiController

Dans AutoDock Vina cliquer sur Browse, nommer le complexe/ puis sélectionner le
récepteur et le ligand /, et cliquer sur bouton 1/définir I’espace de recherche (taille et
position de contre de grille).

Cliquer sur 1’écran par la souris clic droit pour mettre le complexe sur une boxe.

Pour controler le mouvement de la boxe de docking nous cochons sur Resize.

Ensuite cliquer sur Ok/ running.

L’amarrage moléculaire a maintenant commencé et une fois 1’analyse terminée,

I’interface « View Dock » est ouverte et le tableau de score AG apparait.
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Matériels et Méthodes

» Enfin, pour enregistrer les fichiers obtenus, cliquer sur file/save pdb/cocher le récepteur
et le ligand (3.1) en cliquant sur ctrl /insérer le code de ligand dans file Name /Save.

» Onrecommence les mémes étapes pour les autres ligands.
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Résultats et Discussion

1. Criblage moléculaire

Le screening moléculaire a permis de ressortir 1617 molécules susceptibles de cibler la protéine

ZP3. Nous n’en avons retenu que 7 sur la base des scores AG, qui refletent I’affinité de liaison

entre le récepteur et le ligand et qui sont donnés dans le tableau 1.

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

e s

Lifitegrast 84668739 -9.5
Lomitapide 27990463 -9.4
Danol 3881958 -9.2
Lurasidone 3927822 -9.1
Alectinib 66166864 -9.0
Lapatinib 1550477 -8.9
Daclatasvir 68204830 -8.9

2. Docking moléculaire

Le criblage moléculaire étant une recherche rapide de ligands pour notre récepteur parmi des

milliers de molécules, c¢’est pourquoi nous procédons a un docking moléculaire par Chimera sur

les ligands qui ont montré le meilleur score afin de confirmer leur affinité de liaison pour le

récepteur ZP3 (Tableau 2).
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Tableau 2 : Les meilleurs scores AG révélés par le screening moléculaire par Chimera

‘Ligands Zinc Code AG (Kcal/ml)

Alectinib 66166864 -9.3
Lapatinib 1550477 -8.3
Danol 3881958 -8.2
Lomitapide 27990463 -1.7
Lurasidone 3927822 -7.1
Lifitegrast 84668739 -5.9
Daclatasvir 68204830 -3.5

Les resultats du docking par Chimera ont reduit le nombre de molecules qui ont une affinité de
liaison pour le recepteur ZP3 a cing molecules. 1l s’agit de médicaments approuvés par la FDA,

et dont les modes d’action et les effets secondaires sont connus.

L'alectinib qui présente le meilleur score AG, est un médicament utilisé comme traitement de
premiére ligne privilégié pour les patients atteints d'un cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC) positif a I'anaplastic lymphoma kinase (ALK) avancé dans plusieurs directives
nationales de pratique clinique. Certains événements indésirable liés a l'alectinib ne sont pas

encore entiérement caractérisés, notamment la myalgie et I'eedéme périphérique (Dziadziuszko
etal., 2022).

Le lapatinib est également un anti cancéreux, utilisé en association avec la capécitabine dans le
traitement du cancer du sein avancé surexprimant HER2 (HER2+). Le lapatinib est un
inhibiteur oral réversible a petite molécule des récepteurs du facteur de croissance épidermique
(EGFR) et du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2) (Tevaarwerk
et Kolesar, 2009). Ses effets indésirables sont principalement la diarrhée, les nausées et les

vomissements (Yang etal ., 2018).

34



Résultats et Discussion

Le Danol, troisieme meilleur ligand potentiel pour le récepteur ZP3, est un médicament utilisé
pour traiter I'endométriose. Il est également utilisé dans d'autres problemes gynécologiques tels
que les fibromes utérins et la maladie fibrokystique du sein, ainsi que dans diverses maladies
hematologiques telles que la thrombocytopénie immunitaire réfractaire persistante/chronique
qui n'a pas répondu aux corticostéroides et/ou a d'autres traitements, et I'ecdéme de Quincke
héréditaire Effets indésirables liés au systéme reproducteur : Le Danol peut causer des
irrégularités menstruelles, des bouffées de chaleur, une diminution de la taille des seins, une
augmentation de la pilosite corporelle, une diminution de la libido et des changements
d'’humeur. Des effets indésirables tels que des douleurs abdominales, des nausées, des
vomissements, des ballonnements et des diarrhées peuvent survenir lors de la prise de
Danol.,Dans de rares cas, il peut provoquer une toxicité hépatique, qui se manifeste par des
symptomes tels qu'une jaunisse (jaunissement de la peau et des yeux), une fatigue, des douleurs
abdominales et une urine foncée. Si vous remarquez ces symptdémes, vous devez consulter
immédiatement un professionnel de santé ,peut provoquer des maux de téte, des

étourdissements, de I'insomnie et des changements de la vision (Boostani et al., 2013).

Le Lomitapide peut etre egalement envisagé comme inhibiteur de 1’interaction spermatozoide-
ZP3, en raison de sa forte affinité de liaison pour cette protéine. Cette molécule a recu le statut
de médicament orphelin pour le traitement de I'hypercholestérolémie familiale homozygote
(HFHo ) en 2007 et a été approuvé par la FDA en 2012. HoFH) (Alonso et al., 2019). Il
provogue certain effets secondaires notamment des problémes gastro-intestinaux, tres fréquents
chez les patients traités par lomitapide, . Des diarrhées, des nausées, une dyspepsie et des
vomissements ont été rapportés chez des patients, tandis que des douleurs, des malaises et des
ballonnements de I'abdomen, de la constipation et des flatulences ont été observés moins

fréquemment (Goulooze et al ,2015).

Nos résultats montrent que La Lurasidone a également une bonne affinité de liaison pour ZP3.
Ce médicament utilisé dans le traitement de la schizophrénie et de la dépression bipolaire, a un
risque réduit d'effets secondaires métaboliques tels que I'hypercholestérolémie,
I'hyperlipidémie, I'hyperglycémie et la prise de poids par rapport a la rispéridone, la quétiapine
et I'olanzapine (Loebal et Citrome, 2015).

Les digrammes 2D, confirment I’affinit¢ de liaison des molécules qui montrent les trois
meilleurs scores delta G, puisque chacune d’elle engage un grand nombre de liaisons dans son

interaction avec ZP3
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Entre I’ Alectinib et ZP3, nous pouvons recenser :

e Une liaison hydrogene formée entre C-ter de 1’Alectinib et les résidus glutamiques en
position 377 du N-terminal de robbeta_modals 510245 (Figure 9).La liaison
hydrogéne est une interaction chimique faible mais importante entre un atome
d'hydrogene lié a un atome électronégatif, non covalente de type dipdle-dipble entre
deux molécules ou entre deux groupements d’une molécule. Elle joue un role
stabilisation des structures moléculaires (Steiner, 2002).

e Une liaison Pi-Anion entre le ligand et le résidu glutamique en position 377 du
récepteur robbeta_modals 510245 (Figure 8). La liaison Pi-Anion est une interaction
chimique entre un systéme z-€électronique et un anion. Elle se produit lorsque les
¢lectrons w d'une molécule ou d'un groupe fonctionnel entrent en interaction avec un
anion chargé négativement. Elle joue un r6le stabilisation de la conformation
moléculaire et es complexes metalliques (Li et al., 2022).

e Une liaison Pi-Sigma entre le ligand et le résidu tryptophane en position 343 du
récepteur robbeta_modals 510245 (Figure 8). La liaison Pi-Sigma est une interaction
chimique covalente entre un systéme mn-électronique et un atome ou un groupe
fonctionnel portant une liaison ¢ (liaison simple).Elle joue un réle stabilisation de la
conformation moléculaire et modulation de la réactivité chimique (Clayden et al.,
2012).

e Deux liaisons Pi-Pi Stacked entre le ligand et le résidu tryptophane en position 343 du
récepteur robbeta_modals_ 510245 (Figure 8).

e Deux liaisons Pi-Alkyl entre le ligand et résidu alanine en position 380 du récepteur
robbeta_modals_510245 (Figure 8). La liaison Pi-Alkyl est une liaison chimique
covalente qui crée entre deux atomes. Les interactions non covalentes impliquant des
systtmes pi sont essentielles pour des événements biologiques tels que la
reconnaissance protéine-ligand (Allen et al., 2001).

e Deux liaisons Alkyl entre le ligand et le résidu arginine en position 345 du récepteur
robbeta_modals 510245 (Figure 8).
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Figure 8 : Digramme 2D de I’interaction I’Alectinib - ZP3

L’interaction Lapatinib- ZP3engage :

e Une liaison hydrogéne formée entre C-ter de la Lapatinib et les résidus arginine en
position 349 du N-terminal de robbeta_modals 510245 (Figure 9).

e Une liaison Salt Bridge entre le ligand et le résidu aspartique en position 373 du
récepteur robbeta_modals_510245 (Figure 9).

e Une liaison Pi-Pi Stacked entre le ligand et le résidu tryptophane en position 343 du
récepteur robbeta_modals 510245 (Figure 9).

e Une liaison Pi-Cation entre le ligand et les résidus arginine en position 349 du
robbeta_modals_510245 (Figure 9).

e 4 liaisons Pi-Alkyl entre ligand et le résidu alanine en position 380, valine en position
376, arginine en position 345, tryptophane en position 343 du robbeta_modals 510245
(Figure 9).

e Une liaison Halogen entre le ligand et le résidu proline en position 419 du
robbeta_modals_510245 (Figure 9).
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e Une liaison Pi-Sigma entre le ligand et le résidu et 1’arginine en position 345 du
récepteur robbeta_modals_ 510245 (Figure 10).

LEP
AFTE

Interactions

I:I Salt Bridge I:I Fi-Donor Hydrogen Bond
E Conwventional Hydrogen Bond E Pi-Sigma

D Halogen (Fluorine) D Pi-Pi Stacked

:' Fi-Cation :' Pi-alkyl

Figure 9 : Digramme 2D de P’interaction Lapatinib -ZP3

D’aprées la figure 11, le complexe Danol-ZP3, engage :

e Deux liaisons Pi-Alkyl entre le ligand et le résidu phénylalanine en position 302, lysine
en position 304 du récepteur robbeta_modals 510245 (Figure 10).
e Deux liaison Alkyl entre ligand et le résidu leucine en position 244, tryptophane en

position 309 du récepteur robbeta_modals_510245 (Figure 10).
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Figure 10 : Digramme 2D de I’interaction Danol-ZP3
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Conclusion

ZP3 est I'une des protéines constitutives de la zone pellucide. Son réle principal est de servir de
récepteur aux spermatozoides lorsqu'ils tentent de pénétrer I'ovule pendant la fécondation. En
vue d’une approche de contraception non hormonale, nous avons entrepris une étude par
docking moléculaire pour rechercher des inhibiteurs potentiels susceptibles d’interagir avec

ZP3 afin d’empécher son interaction avec le spermatozoide, et donc empécher la fécondation.

Le criblage moléculaire a fait ressortir plus de 1600 molécules FDA, avec une affinité de
liaison avec le récepteur ZP3. Sept d’entre elles seulement ont été retenues pour le docking

moléculaire sur la base de leur faible variation d’énergie de Gibbs.

Toutefois, en raison de leurs utilisations thérapeutiques et leurs effets secondaires, ces
molécules ne semblent pas a priori intéressantes dans le cadre d’un repositionnement de
médicaments pour une contraception non hormonale. Bien que certains de ces médicaments ne
provoquent que des effets secondaires mineurs, il s’avére que ce sont les mémes effets
indésirables de la contraception hormonale. Cependant, des études in vitro et in vivo, seraient
nécessaires afin d’explorer ’efficacité de ces molécules et éventuellement 1’absence d’effets

indésirables a faible dose.

Pour des études ultérieures, nous souhaitons cibler la zone pellucide pour une approche

d’immuno-contraception.
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Résumé

ZP3, est l'une des protéines constitutives de la zone pellucide. Elle est indispensable pour la reconnaissance
spécifique des spermatozoides et la fusion avec I'ovocyte ; en son absence, la fécondation ne peut pas se faire

Par docking moléculaire, nous avons recherché parmi les médicaments approuvés par la FDA, des inhibiteurs
potentiels, susceptibles d’interagir avec ZP3. L’objectif est d’empécher la fécondation par une approche

contraceptive non hormonale.

Les résultats de 1’amarrage moléculaire ont permis de ressortir 7 molécules susceptibles de se lier avec ZP3 avec

une forte affinité de liaison.

Des études in vitro etin vivo seront nécessaires pour tester I’efficacité de ces molécules a faible dose afin d’éviter

leurs effets secondaires.
Mots clés : ZP3, fécondation, contraception non hormonale, docking moléculaire.
Abstract

ZP3 is one of the constituent proteins of the zona pellucida. It is essential for specific sperm recognition and fusion

with the oocyte; in its absence, fertilization cannot take place.

Molecular docking was used to search for potential inhibitors of FDA-approved drugs that might interact with

ZP3. The aim is to prevent fertilization using a non-hormonal contraceptive approach.
Molecular docking results have identified 7 molecules likely to bind ZP3 with high binding affinity.

In vitro and in vivo studies will be required to test the efficacy of these molecules at low doses in order to avoid
their side effects.

Key words: ZP3, fertilization, non-hormonal contraception, molecular docking.
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