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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

De nos jours, la conception de nouvelles moléctiiésapeutiques n’est plus le fruit du
hasard mais repose sur des investissements loartibeurs, temps et argent. De plus, les
criteres, de plus en plus drastiques, d’acceptaii®@mouveaux médicaments compliquent
considérablement le processus de recherche et deuwlte d'un médicament. Par
conséquent, l'optimisation des étapes du développerde substances thérapeutiques et
I'interconnexion de différentes disciplines (biolegpharmacochimie, chimie théorique et
informatique) représentent une solution alternapeer diminuer les colts et le temps de

création de nouveaux médicaments.

Au cours du processus de recherche du médicaneeatiblage qui s’apparente a une phase
de repérage ou de tri systématique des banquesndposés, est une technique permettant
d’améliorer l'identification des composés prometselet ensuite leur optimisation en
réduisant les colts et en augmentant la probab#itéécouverte de médicaments.

Le criblage a haut débit existe sous deux typesiifidéirent par les moyens employés : le
criblage réel et le criblaga silico ou virtuel.

Le criblage réel ou expérimental, consiste a iflenfparmi des centaines de milliers de
molécules celles qui sont pourvues de propriétédodiques les plus intéressantes.
L’identification se fait au moyen d'un te@ vitro qui consiste a mettre en présence la
substance a tester et un systeme biochimique, gunsesurer I'importance de la réaction
eventuelle. Ces opérations qui évoluent avec lgsntques de la robotique se déroulent de
nos jours sans intervention humaine et sont pidotgar des logiciels adaptés au type
d’analyse a effectuer. Cependant, ce procédé diage réel a haut débit est limité aussi bien
par le nombre de composés possibles a tester gue gait des tests qui est estimé a 1 dollar

par molécule.

Pour remédier au probléme du co(t d'argent etrdpggeles sociétés pharmaceutiques ont
de plus en plus recours a I'outil informatique egtide moins en moins cher et de plus en plus

performant.

Ce type de criblagi silico ou virtuel mis en ceuvre par la société Syn:tene, sotiété

biopharmaceutique créée en 1995 et spécialisée bMardeveloppement de nouvelles
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molécules thérapeutiques pour les maladies duregstérveux central, consiste a rechercher
dans une banque de composés ou une chimiothequmalécules complémentaires d’un site

actif de la cible biologique, susceptibles de &t ou de I'inhiber.

Cette technique relativement récente dont il esstion dans nos recherches contribw, p
une évaluation rationnelle de l'activité biologiqaes moléculesa épargner le colt que
nécessiterait une expérimentation "aveugle". Ereteffjrace aux progres en biologie
moléculaire et en informatique, les chercheursipanent a simuler I'action de substances
thérapeutiques, d’ou la naissance des techniquesddug design». Dans la quéte des
candidats-médicaments, le drug design utilisantiéthodes de la modélisation moléculaire
comprend deux types d’approche : celle du « ligaasked » et celle du « receptor-based ».
L’approche « ligand-based » utilise des techniqieegalculs basées sur la connaissance du
ligand, comme le QSAR (Quantitative Structure AitjivRelationships) qui consiste a
disposer d’'une liste de molécules présentant utigitécsur une cible donnée et ensuite a
élaborer des modeéles statistiques permettant déir@riactivité d’'une nouvelle molécule.
L’autre approche : « receptor-based », basée suaniaaissance de la cible biologique, utilise

les techniques du criblage virtuel a haut débit.

Les travaux menés et présentés dans ce mémoirenedans le cadre d’'une contribution
a ['élucidation du mode d’interaction de la chol&okinine (CCK), une hormone
neuropeptidique impliquée dans un grand nombretidias physiologiques. Le but de nos
recherches consiste dans une premiére partie, reersder des antagonistes du récepteur
périphérique de la CCK en criblant virtuellemene lrase de données judicieusement choisie.
La deuxieme partie de nos travaux consiste a valadstratégie employée dans le cadre de

I'outil logistique effectuant le criblage.

A la suite d’'une introduction générale présentaiijéctif des travaux menés, le présent

mémoire comporte quatre chapitres suivis d’'unelc@on générale et de trois annexes.

Le premier chapitre vise a introduire la cible necol@ire de nos recherches qui est la
cholécystokinine. Largement décrite dans des tagatérieurs’, nous nous sommes limités
a actualiser les connaissances, en résumant restherche bibliographique concernant les
travaux les plus récents, portant sur les sitagtatactions relatifs au récepteur périphérique
de la CCK.
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Dans le second chapitre, nous décrivons les méhdeda modélisation moléculaire, et
plus particulierement celles du drug design quesraxons largement utilisées dans le cadre

de nos recherches.

En ce qui concerne le troisieme chapitre, il eststjon de présenter la méthodologie que
nous avons utilisée. La plate-forme que nous aeomzloyée, Virtual Screening Manager for

Grids (VSM-G), y est décrite ainsi que le détas étapes de la stratégie adoptée.

Le quatrieme chapitre est consacré a la présentatiod la discussion des résultats
obtenus. Nous détaillons les résultats acquisisaul’de chaque étape du criblage, et nous
présentons la stratégie employée pour la validatioprotocole de criblage. Les résultats de

la corrélation, entre les différents filtres dubtaige effectué, sont également discatés

La conclusion générale porte sur les principauxoegpde nos travaux. Nous présentons
€également les perspectives que nos résultatsiaisseevoir afin d’améliorer le processus de

criblage virtuel de chimiothéques de grande taille.

Nous reportons en annexe 1 un tableau résumamirdgsiétés structurales et physico-

chimiques essentielles des acides aminés.

Les annexes 2 et 3 contiennent les détails deésodtats de docking moléculaire.
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CONNAISSANCES SUR LA
CHOLECYSTOKININE ET SES
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Chapitre | Résumé de I'état actuel des connaissances supléaystokinine et ses récepteurs

- INTRODUCTION

La cholécystokinine, appelée également CCK, esthonmone neuropeptidique connue pour
ses actions régulatrices dans le systeme digedif ®/steme nerveux central des mammiféres.
L’appellation de cette substance provient de I'élggie grecque signifiant hormone contractant
la vésicule biliaire (kholé : bile, kustis : vessie sac, kinine : circuler, mouvoir). La CCK étant
largement  décrite dans un travail antéffdumous nous limiteronslans ce chapitre a
I'actualisation des connaissances relatives a deitenone endogene et ses récepteurs. Une
partie de ce chapitre sera consacrée a la descrigies sites de liaisons révélant les résidus
cruciaux, du récepteur périphériqgue de la CCK, kgsad’interagir avec les ligands de cette
hormone. Nous dresserons, ensuite, un récapitdesifdifférentes familles antagonistes dont la

structure des composés a servi de base a la cctistrde notre chimiothéque.

II- LA CHOLECYSTOKININE

La CCK, connue pour son implication dans un granthbre d’actions physiologiques et
physiopathologiques, a toujours suscité un intgaéticulier dans les laboratoires de recherche et
cela en vue de développer des ligands capablealii®r g son disfonctionnement. Cette hormone
endogéne existe sous difféerentes formes molécalaiéivant de I'hydrolyse d’'une prépro-
hormone de 115 acides aminés lors de son processusaturation. Ces différentes formes
moléculaires sont notées CCK-n, avec n le nombaeidés aminés qui peut varier de 4 a 83.
L’activité biologique est fonction de la longueue th chaine peptidique. Il faut noter que la
sulfatation de la tyrosine et I'amidation de la pylélanine procurent l'activité biologique
optimale aux différents polypeptides endogénesl(fig

Asp-Tyr(SO;H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-C=0
|
g i

Activité biologique optimale

Figure 1: Représentation de la structure primaire de K86

La CCK est le neuropeptide le plus abondant duegarérébral (1 a 2mg dans le cerveau

humain), elle y est principalement produite et lisé®. Cette hormone se situe également au

-10 -
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niveau de I'hippocampe, les bulbes olfactifs, Iptsm, I'amygdale, I'hypothalamus et I'épine
dorsale de la moelle épiniére. Au niveau du systgasrique, la CCK est produite par les
cellules | endocrines de la muqueuse se trouvan$ ¢ duodénum, le jéjunum et l'intestin

proximal.

llI-  LES RECEPTEURS DE LA CHOLECYSTOKININE

La caractérisation et la localisation des diffésesites de liaison de la CCK sont possibles
grace a l'utilisation de ligands, agonistes et gmtéstes. Nous pouvons citer, a titre d’exemple, le
cas de la CCK-8 qui a permis grace a sa sulfatafodistinguer entre 2 types de récepteurs de la
CCK. Le premier récepteur caractérisé est le récepCCK_ majoritairement localisé dans le
systeme nerveux peériphérique. Il représente unde gimtentielle pour le traitement de
nombreuses pathologies liées a la prise alimengaigela digestion. Le second type de récepteur,
nommé CCK, est prépondérant dans le cortex cérébral. Cepéngar rapport au CCK le
récepteur CCKprédomine aussi dans le pancréas de certains nfaramsupérieurs.

Le clonage des récepteurs de la CCK a permis @didec leurs génes. Ainsi le gene du récepteur
CCK; est situé sur le chromosome 4 et celui du réce@€IK; se trouve sur le chromosome 11.
La détermination de la structure secondaire desptéars CCK et CCK a été déduite par
I'analyse du profil d’hydrophobicité de leur séqaenprimaire Notons que ces 2 récepteurs
membranaires de nature glycoprotéinique, et d’'ureantaine de kilodaltons chacun, présentent
50% d’homologie au niveau de leur structure primadn trouve aussi une homologie supérieure
a 80% entre 2 récepteurs de méme type CalKCCK; appartenant a des especes différentes.

Les récepteurs, partageant une structure secendéduite par I'analyse de leur structure
primaire et de leur profil d’hydrophobicité, sonésdprotéines membranaires appartenant a la
famille des récepteurs couplés aux protéines G (B Présentant :

= 7 domaines transmembranaires structurés en héticesliés par 3 boucles intra

cellulaires et 3 autres extra cellulaires.

* une extrémité N-terminale extra cellulaire et ureémité C-terminale intra cellulaire.

= 2 cystéines conservées situées dan§'fetla ™ boucle extra cellulaires, et formant le

pont disulfure.
La structure 3D expérimentale de ces récepteurshmaraires demeure encore inaccessible en
raison des difficultés rencontrées lors de leistallisation.
La famille, de ces récepteurs couplés aux protdident la fonction est illustrée dans la figure 2,

est largement présente dans le corps humain etjou@e physiologique important.

-11 -
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Les protéines G sont des protéines membranairesuj#dage constituées de 3 sous unitfs)(

la sous unitén fixe la guanosine diphosphate, GDP, a I'état ihate récepteur activé par
I’'hormone, induisant son changement conformatignirgkragit avec une protéine G stimulatrice.
Un GTP remplace alors le GDP de la sous uajtlii permettant ainsi de se séparerfgect
d’activer une enzyme membranaire, I'adenylcycla&€)( Cette derniére permet, a partir de
'adénosine triphosphate (ATP), de catalyser Iatls§se d’'un second messager, I'adénosine

monophosphate cyclique (AMPCc).

Milieu /
extracellulaire

Membrane R
plasmique @
o \
Milieu —_—>
intracellulaire ™ G AMP o
GDP (Second

B
GTP ATP messager)

&

H : hormone R : récepteur AC : adénylcyclase

Figure 2 : lllustration du mode d’action des RCPGs.

Il faut noter que sur le marché, plus de 30% dedicaénents sont des modulateurs de la fonction
des RCPGs.

V- PRINCIPAUX ROLES PHYSIOLOGIQUES

Ce peptide endogene agit en tant qu’hormone asgstéme gastro-intestinal et en tant

que neurotransmetteur-neuromodulateur dans lersgst@érveux central et périphérique.

1- Actions sur le systéme gastro-intestinal

La CCK coordonne I'évacuation biliaire par la régidn de la contraction des muscles

lisses de la vésicule biliaire ainsi que les musdie la paroi intestinale. La vidange gastrique est
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ralentie, induisant un relachement de I'estomagipral, la contraction du sphincter pylorique et
ensuite I'inhibition de la sécrétion d’acide gasgte.

La CCK joue un double rble dans le pancréas. Aealvdu pancréas exocrine, elle
stimule la sécrétion d’enzymes digestives, hydanydes hydrates de carbone, les graisses, les
protéines et les acides nucléiquas niveau du pancréas endocrine, elle stimuleé@étion de
glucagon, d’insuline, de somatostatine et d’ayp@gpeptides pancréatiques.

La CCK maintient la croissance normale du pancréaseffet, la diminution du taux de
CCK dans le sang ou ladministration d’'un antagmnighduit une atrophie du pancréas.
Inversement, un exces de CCK dans le sang peutiopge des nodules précancéreux du

pancréa$.

2- Actions sur le systéme nerveux central et péripjuéri

A) La satiété
La CCK peut présenter des actions différentes,sparexces ou par son déficit, sur la prise
alimentaire. En effet, 'administration a fortessde par voie centrale ou périphérique de la CCK
réduit la prise alimentaire. Par ailleurs, les agf@s de la CCK pourraient agir dans le traitement
des désordres de I'appétit, comme I'anorexie bblaimie nerveusés?.
La leptine, hormone sécrétée par les tissus adjpehibe avec la CCK la prise alimentaire en
agissant sur la sécrétion de I'insuline et du gioca

B) L’'analgésie opioide
La participation de la CCK dans l'analgésie fut aécerte en 1980. L’administration de ce
peptide atténue I'amplitude et la durée de la répaanalgésique a la morphine. Ceci implique

que les antagonistes de la CCK vont dans le sensplacés dans le traitement de la do{f@ur

C) Les troubles psychiques et I'anxiété
L’administration de la CCK provoque un comportemamtieux, des attaques de panique surtout
dans le cas des patients atteints de troubles pgyeh Les antagonistes du récepteur €CK
présentent un réel potentiel dans le traitementdakadies neuropsychiatriques telles que la

schizophréni®.
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D) La mémoire et I'apprentissage
Il est entierement logique de trouver la CCK impég dans les diverses fonctions du cerveau
étant donné I'abondance importante de ce peptide acortex cérébral et I'hippocampe. Des
expériences faites sur des rongeurs affirment gu'grande concentration de la CCK serait

impliquée dans le processus de mémorisation epciagissagé®.

E) Conclusion
Il ressort de ce qui précede qu’'une anomalie damsdtabolisme de ce peptide engendrerait de
nombreux troubles physiologiques. Sa distributibiquitaire dans I'organisme et son activité a
faible dose |{g/kg) font d’elle une cible de choix dans le dépplement de nouvelles molécules
thérapeutiques. Ce qui a suscité I'intérét desdgmharmaceutiques et des groupes de recherche

pour la conception d’agonistes ou d’antagonistesedeeptide.

V- DESCRIPTION DES PHARMACOPHORES IMPORTANTS

La variété des effets physiologiques de la CCKoet implication dans plusieurs désordres
pathologiques, ont mené a la découverte de nomidmgamds, potentiellement sélectifs sur les
récepteurs CCKet CCK. Le grand potentiel thérapeutique, révél@itro, de certains agonistes
et antagonistes a conduit a de nombreux essaiBasimal ; ce qui a généré des candidats-
médicaments trés prometteurs. Dans ce paragraphs,relaterons brievement les antagonistes

éférences

découverts avant 2002 puisqu'ils ont été largerdétits dans des travaux antéri€ufs
incluses)

Compte tenu du fait que notre recherche porte swriblage de molécules sur la cible
périphérigue de la CCK et en utilisant une cauvitiéagoniste, nous nous limiterons ici a présenter
uniguement les ligands décrits dans la littératemame des antagonistes sur le récepteur LCK

Les premiers antagonistes aux récepteurs de la d&CBuverts étaient des peptides issus des
modifications structurales et remplacements dearertacides aminés de la structure de la CCK-8,
CCK-7 et CCK-4 et référencesincluses, 9, 1hanandant, malgré leur bon potentiel de séléétanvers
'un ou l'autre des récepteurs, les antagonistgdigigues sont biodégradables et ne présentent
pas de caractéristigues “"franchement" agonistes aotagonistes. Les développements
thérapeutiques se sont essentiellement axés secHarche de ligands nonpeptidiques et se sont
soldés par la découverte de I'asperli€ifen tant qu'antagoniste sélectif du récepteur €CK

Diverses manipulations effectuées sur la struaierBasperlicine ont conduit a la découverte des
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dérivés de la benzodiazépine, tels que le dévag&pid® et la quinazolidinord® qui

représentent actuellement deux familles de pharpiemres puissants et hautement sélectifs.

La découverte des dérivés du diphenylpyrazolidinesls que LY294920 et LY288513, résulte
de I'optimisation d’une téte de série issue d'uiblage aléatoiré®. Ces dérivés possédent une

affinité de I'ordre de la nanomole sur les récepgtale la CCK.

Les dérivés du 1,3,3-trisubstitué indol-2-one, n@amMG-041R et T-O632, résultent également
d’'un programme de criblage aléatéifé”. Il en est de méme pour I'antagoniste sélect®- T
680'® et pour le composé SR-27897 appelé égalementriptiti®, ce dernier a été obtenu par
optimisation d’un composé issu du criblage d’'unigdachimiothéque des laboratoires Sanofi.
L’emploi du 1, 3, 5-trisubstitué pyrrolidinone ergi de base a la découverte de I'antagoniste, de
la CCK sur le récepteur CGKle SC-50998°.

Notons que la structure de la CCK-4 a été le pdéntiépart pour la recherche d’antagonistes a
l'institut de chimie médicinale de Madrid. Le rerapément des résidus Met31-Asp32 par le
squelette 5-amino-1,3-dioxoperhydropyrido[1,2-cjpydine effectué sur le CCK-4, a conduit a
des séries hautement sélectives d'antagonistes©&KDans le cadre de notre recherche, nous
avons utilisé la cavité (le site de liaison) de darie la plus récente: les dérivés

pyridopyrimidique§® pour docker nos composés.

Nous récapitulons ces antagonistes non-peptidigélestifs sur le récepteur Cgkavec

leur activité, dans le tableau suivant :
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Tableau 1: Structure 2D des antagonistes sélectifs suddepteur CCK

Nom Structure 2D ICs9/ CCKq (nM)
Asperlicine 1,40
Devazepide 0,08
Derlve_d_e la 1.64

quinazolidinone
Dérivé du
diphenylpyrazolidinone 20,50
LY288513
NaO,C
. 7 3
Dérivé du 1,3,3- N sy
trisubstitué indol-2-one | ,, o S 0,24
T-0632 N

"IN
TP-680 " “\—f“jjﬂ : 1,20

SR-27897 usf H},m
- N ! 0,58

Lintitrip o

Dérivé du 1,3,5- R}—“‘

trisubstitué pyrrolidinone

d & 16,00
SC-50998 . ‘@

Dérivé pyridopyrimidique o o 5,20
(0]
%JV\HAO
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VI- RESUME DE L ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SUR LES
SITES DE LIAISONS DES LIGANDS

La caractérisation des interactions entre les mhaophores de la CCK et leurs
partenaires dans les récepteurs, aidera certaitetaerecherche avec une approche plus
rationnelle pour concevoir de nouvelles moléculas, modifier celles qui existent déja par
I'optimisation de leurs propriétés. Pour cela, lambinaison de l'outil informatique, par
I'exploitation des méthodes de la modélisation mwlgdre, et de l'outil biologique, par les
techniques de la mutagenese dirigée, a déja Rapraaives.

A la suite d’'une recherche bibliographique de @uss travaux, nous avons listé les sites
de liaisons de la CCK et de quelgues uns de sesist@® et antagonistes avec le récepteur
membranaire périphérique CgK
Nous présentons dans le tableau 2, les acides siinécepteur périphérique qui interagissent
avec les acides aminés de la CCK28%) Nous donnons également les régions ol se siegnt
acides aminés appartenant au récepteur;CCK
"TM" est l'abréviation de la région transmembragaiet "e" I'abréviation des boucles
extracellulaires.

Tableau 2 Résidus de CCHnteragissant avec CCK-8S

| AAdeCCK; | AAdeCCK-8S | Localisation de AAck:
Trp39 Argl Région N-term
GIn40 Asp2 Région N-term
Leu50 Met/Nle T™MI
lleu51 Met/Nle T™I
Leu53 Met/Nle T™MI
Cys94 Met/Nle TMI
Lys105 el
Aspl06 Argl el
Phel07 Trp9 el
Lys115 el
Thrll7 T™MII
Thr118 TMIII
Met121 Met/Nle T™MIII
Serl24 TMIII
Vall25 Phe9 T™MIII
Phel70 TMV
Met195 Tyr3 e2
Argl97 Tyr3(SGH) e2
Phe218 Phe9 T™MV
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Trp326
lle329
Phe330
Asn333
Arg336
Ser342
Ser348
lle352
Leu356
Tyr360

Phe9
Phe9
Phe9
Amide du C-Ter
Asp8

Met7
Met/Nle, Phe
Met/Nle, Phe
Met/Nle, Phe

TMVI
TMVI
TMVI
TMVI
TMVI

A titre d'illustration, nous donnons la figure sedaire suivante, représentant la localisation de

ces interactions pertinentes.

Figure 3: Représentation schématique du site de liaisorothplexe CCK/CCKZ)

Nous donnons ci-dessous le site de liaison de hi@g® non-peptidique SR-146,131 au sein du

récepteur CCK?Y.

-18 -




Chapitre | Résumé de I'état actuel des connaissances supbléaystokinine et ses récepteurs

Tableau 3: site de liaison SR-146,131/ C¢#

AA de CCK; Localisation de ARck1

Arg336 TMVI
Asn333 TMVI
Phe330 TMVI
lle329 TMVI
lle352 TMVII
Leu356 TMVII
Metl121 TMIII
Cys94 TMI

Concernant les sites de liaisons antagoniste/C@Kcrits dans la littératuté ** 0 nous

reportons dans les tableaux 4-a, 4-b et 4-c lédugsg|ui se sont avéerés pertinents

a- Site de liaisons dérivé pyridopyrimidig(@CK,**

Tableau 4-a: Site de liaison dérivé pyridopyrimidique/C¢¥

| AA de CCK; | Localisation de AAcck:

Arg336 TMVI
Asn333 TMVI
Phe330 TMVI
lle329 TMVI
lle352 TMVII
Vall25 TMINI
Leu214 TMV
Gly122 T™III
Prol77 TMIV
Thrll8 TMINI

b - Site de liaisons SR-27897/C¢C#

Tableau 4-b: Site de liaison SR-27897/CG#

| AA de CCK; | Localisation de AAccka
Lys115 el
Tyrl79 e2
Phel85 e2
Lys187 e2
Phel98 e2
Leu214 TMV
Asn333 TMVI
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C - Sites de liaisons SR-27897/C{HR)

Tableau 4-c: Site de liaison SR-27897/CGR®

| AA de CCK, | Localisation de AAccki

Arg336 TMVI
Ser348 e3

Asn333 TMVI
Phe330 TMVI
Vall25 TMIII
Leu214 T™MV
Leu46 TMI

Leu50 TMI

lle352 TMVII
Leu356 TMVII

Nous avons reporté en bleu les résidus, du sileden antagoniste/ CGKissus des 3
travauX'® *° 2 En rouge, sont indiqués les résidus communs aitnde8% 2% 'analyse de ces
résultats montre que I'étude effectuée par I'équipeGouldson et &, prévoit un site moins
hydrophobe que celle des deux autres éttfoed

VII- CONCLUSION

Cette revue bibliographique et ces informationsladéttérature, concernant aussi bien les
ligands potentiels et les sites de liaison, sdatldase des recherches effectuées dans le cadre de
ce manuscrit. En effet, pour élaborer notre chihgique, nous avons pris en considération, les
groupements les plus fréeqguemment rencontrés dansédees de ligands antagonistes, et en
particulier, sur le récepteur CGK )

Nous avons également comparé et analysé nos tésukaus des différents dockings, aux
informations rapportées par les travaux les pleents de la littérature. Cette comparaison
concerne particulierement les résidus jugés pettisne dans les interactions

antagoniste/CCK%192®)
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Chapitre I Modélisation Moléculaire et drug design

| - INTRODUCTION

La modélisation, au sens large du terme, consisi@iaun modele artificiel, le plus
souvent mathématique, d’'un phénomeéne réel pouisirtensuite a des fins prédictives ou de
contrle. Un modéle est le reflet de la réalitdleteque I'on espére le plus précis possible
mais en I'état actuel de la technologie, c’estra dvolutive, il reste perfectible.

La modélisation moléculaire est I'élaboration dexlébes dans le cadre de la chimie c'est-a-
dire des systemes d’intérét chimique. Cette méthatilesant I'outil informatique et les
nombreuses possibilités de calcul théorique eseléppégalement conception assistée par
ordinateur. De ce fait, elle est considérée aujourd’hui comme nouvelle technique de
recherche et de compréhension des phénomenes @laséiciques des molécules. On peut
dire qu’elle a fait de l'ordinateur un lieu d’expgErces numériques en épargnant au chimiste
le colt que nécessiterait une expérimentation deeug

L'objet de cette thése est l'utilisation de la miggtion moléculaire pour la
conception de futurs médicaments.

En 1894, le chimiste Emile Fischer compara ladiaientre un substrat et son enzyme,
a celle d’une clé et sa serrtiteEn 1913, le médecin Paul Ehrlich généralisa ceept aux
interactions entre un médicament et sa cible bigle#p. Aujourd’hui, la connaissance de la
structure tridimensionnelle d’'un ligand dans la lpoae liaison de son récepteur est une
information pertinente dans la conception de maifidigands de ce récepteur. Par analogie
avec le concept d’Emile Fischer, cette conceptmmsiste a faire les "copies" d’'une clé.

L'utilisation fructueuse de la modélisation moléird dans la conception de nouveaux
ligands a donné un nouvel essor a la rechercheldawnaine de la pharmacologie.

Pour aborder une étude par modélisation moléculaoes avons le choix entre deux
types d’approches théoriques de base et qui sont :

La mécanique quantique et la mécanique molé&irg
Il faut noter que ces deux approches sont radiaientifférentes. En effet,

* Les méthodes issues de la mécanique quantique basées sur la recherche de la
meilleure répartition des électrons dans le chamgerdré par les noyaux du
systeme et cela en résolvant de maniere approchHégquation de
Schrédinger HY = E W, ol H est 'opérateur hamiltonien associé a I'énergie E
du systeme et la fonction d’'onde décrivant le mouvement des ipalgs

(électrons +noyaux).
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* La mécanique moléculaire ne tient pas compte digient des électrons. Elle
traite les atomes et les électrons qui leur sosb@ss comme des masses

ponctuelles chargées, obéissant aux lois de laniggeaclassique.

Compte tenu que le formalisme des méthodes isheids mécanique quantique a été
largement développé dans plusieurs manuscrits @eshsoutenues a I'U.S.T.(fB et n'a
pas été utilisé dans les travaux cette these, nous nous limiterons ici & comparsr le
capacités de cette méthode avec celles issuesrdédanique moléculaire. Nous présentons
brievement dans ce chapitre, la mécanique moléeutpii est a la base de I'élaboration de

nos modéles. Nous présentons également les temmidilisées dans le drug design.

Il - LA MECANIQUE MOLECULAIRE

A- Bases et principes

Les méthodes de la mécanique moléculaire permettentéterminer les propriétés
structurales et thermodynamiques des systémes éstudliinconvénient majeur de ces
méthodes est qu'elles ne sont pas adaptées adaptiea de systemes impliqués dans la
création ou la destruction de liaisons.

Basée sur l'approximation de Born-Oppenheimer gquingt de séparer les mouvements des
électrons de ceux des noyaux, la mécanique moiéeutansidere que les électrons des
atomes du systeme adoptent une distribution opsincal qui permet de décrire I'énergie d'une
molécule en fonction de la position des noyaux €& aomes. De maniére simplifiée, la
meécanique moléculaire assimile les atomes d'unéculd a des masses ponctuelles chargées

reliées par des ressorts.

B — Fonction énergie potentielle

L'énergie potentielle ou stérique de la moléculet gére donnée par la formule suivante :

ES = z Eliaisons + z Eangles + z Ediédres + z Ediédresimpopres + z EvdW + z Eélectrosm’que (”_l)

Ecova\eme Enoncova\eme

Cette énergie est exprimée sous la forme d'une sodemcontributions associées aux

écarts de la structure par rapport a des paranstieguraux de référence. En d'autres termes
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c'est une représentation empirique des aspectsmignes et énergétigues des systemes
moléculaires limités a une classe de molécules tagiaa ressemblances structurales et

fonctionnelles. L’ensemble des fonctions ou deslées mathématiques représentant cette

énergie stérique est appelé champ de forces.

Différents champs de forces ont été développésuerde modéliser les systémes biologiques

et non biologique?.

Les variables de calcul sont les coordonnées iesedn systeme :
de valence, angles diedres, angles diedres imm@pies distances entre les atomes non liés.

Nous donnons dans la figure suivante les termegrora constituant un champ de forces ou

longueurs de liaison, angle

I'équation (11-1). Le détail de ces termes est dodans un travail antérietlr

Equations

Représentations

1
EIiaisons = z EKO(r - ro)2

liaisons

angles z K (9 9)

angles

Ecovalente
dledres Z ZK (1+COS®(¢ %)))
diédres n
1
Ediédresimpopres = E Kwa]z
12 6
| o,
« Lennard-Jonesk,, = Y 4¢, (_' | i
ij ,atomes rij i
non-liés
- ij
Enoncovalente « Buckingham >EVdW = A] =

E
i, atomes4mo r |J

non-liés

_ 4.9;
¢lectrostéique — Z

Figure 1: lllustration schématique d’'un champ de forces
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Notons que certains champs de force incluent, Bexgression de I'énergie non covalente de
la molécule, un terme décrivant les liaisons hydres et qui est du type :

e =y B (11-2)
HB

Certains contiennent également des termes dusumlag® entre les variations de différentes
coordonnées internes.

Il faut noter que le choix du champ de force eftid@ sur la base des résultats déja obtenus
dans la littérature concernant son applicationsistemes moléculaires analogues au systeme

étudié.

C - Méthodes d'exploration de I'nypersurface dysteame moléculaire

L'étape qui suit le choix du champ de force appéopu systeme étudié est la recherche
de la géométrie la plus stable de ce dernier. lteebsentiel de la minimisation est de relaxer
la structure initiale de la molécule afin d’élimiries mauvais contacts interatomiques. Cette
prospection consiste a déterminer les valeurs deables géométriques pour lesquelles la
valeur de la fonction d'énergie potentielle ouigtér est minimale. Le nombre important du
degré de liberté de la molécule fait que la mokcilictue autour d'un ensemble de
conformations stables correspondant a différeniisima Parmi ces dernieran seul est
global, et correspond a la plus basse valeur derbye potentielle, tous les autres sont des

minimalocaux.

C1 - Algorithmes de minimisation

Les algorithmes de minimisation mesurent I'énergge long de I'hypersurface
énergétique d’'un systéme de facon incrémentales lgabut de déterminer des directions qui
meénent a un minimum. Ces algorithmes sont baséke staicul des dérivées de la fonction

d’énergie et utilisent des processus itératifs. Emutdes termes, a partir de I'énergie
. . A . oE .
potentielle et du gradient d’'un jeu de coordonngesniques g, :_6_ , ces outils de
)(i

minimisation engendrent un nouveau jeu de positadgomiques correspondant a une énergie

potentielle plus basse. Cependant, ces algoritldiffésent tous dans la maniere de descendre
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le long de I'hypersurface. Nous détaillons ci-dessdes différents algorithmes les plus
fréquemment utilisés :

La méthode du gradient simple ou de la pente abrupt(« steepest descent »)

La recherche de I'énergie minimale pour une preengsition atomique passe par la
détermination du scalaitge donné par la relation itérative suivante :

X =% 09, (11-3)

La recherche dminimumen un point s’effectue dans la direction opposégradient
de la fonction énergie, dans le sens de la plusdgraente.

La méthode du steepest descent s'avere efficasguidia conformation de départ est
loin du minimum cependant elle converge lentement et adopte mnpaxdement oscillatoire
prés duminimum Pour cette raison, elle est utilisée en premédape dans un processus de
minimisation.

La méthode du gradient conjugué (« Conjugate Gradigts » ou méthodes
Fletcher - Reeves) :
Tout comme la méthode précédente, la recherchenshimumse fait dans le sens
contraire au gradient, mais en tenant compte desligmts calculés dans les étapes
précédentes ; ce qui rend les calculs plus prégsnouvelle direction est obtenue par

I’équation suivante :
N =94 trh (11-4)

gi+1 X gi+l
g9 *%g;

Avec =

h., : Vecteur représentant la nouvelle direction
g.., : Gradient calculé pour le nouveau point

La méthode du gradient conjugué converge migwexcelle de la plus grande pente. Elle
présente l'intérét d’échapper aux comportementdla®eres autour du minimum tout en
accélérant la convergence, mais elle n'est past@elaux structures présentant de mauvais
contacts ou pas trés bien relaxées. Pour palliegla il est conseillé d'utiliser les deux

algorithmes de minimisation I'un aprées l'autre.
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Méthode Newton-Raphson :

Contrairement aux deux méthodes précédentes gtiliseént comme information que
la pente, la méthode de Newton-Raphson utiliseélivéle seconde de I'énergie. Cette
méthode permet donc la prédiction de la courbwraléode I'hypersurface énergétique par
le calcul du Hessien (matrice des dérivées secpndesr inconvénient réside dans le fait
gu’elle nécessite un espace mémoire important ‘ellgune peut pas étre appliquée aux

gros systémes (macromolécules).

Comme le montre la figure suivante, les algorithrdesminimisation ne conduisent
pas toujours vers le minimum global mais plutétsver minimum le plus proche ; ils

dépendent tous de la conformation de départ

Figure 2 : Représentation d'une portion de I'hypersurfaéaeafgie potentielle

Afin d’éviter d’étre piégé dans le minimum le plpsoche, il est fortement conseillé

de faire un échantillonnage de I'espace conformaé&bde la molécule. Il existe, pour cela,
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plusieurs techniques permettant d’explorer I'espawmmformationnel d’'une molécule.
Cependant, cette exploration se fait de maniéreaxtlaustive, a cause du grand nombre de

degrés de libertés associé au systeme étudié.

C2 - Rotation des angles de torsion

Les différences structurales existant entre deuocmeres concernent d’abord les
angles diedres, puis les angles de valence ebhggiéurs de liaison. Par conséquent, une des
méthodes efficaces pour I'exploration de I'espacdgocmationnel de la molécule consiste a
faire varier chacun de ses angles diedres paspetitéments en fixant les angles de valence
et les liaisons. Pour cela, le nombre de conform@véoriques est donné par P

Avec P:le nombre d'états possibles par torsion pourwhamngle dieédre

ile nombre d'angles diédres contenus dans la mileléc
Par exemple, pour une molécule possédant Rsaliedres et si une torsion de 20° est

effectuée, 324 conforméres seront alors générés360/20 = 18— 18 = 324). Idem pour
une molécule ayant 3 angles de torsion, 5832 cordf@s générés....etc. Il est certain que
l'espace conformationnel est parcouru de maniesezagxhaustive mais le nombre de
conformations monten crescendavec l'augmentation du nombre d’angles de torsjares
qui rend cette technique trop longue et onéreuse (@3 systéemes ayant plus de 4 angles
diédres. Pour remédier a ce probléme d'autres itpods dites méthodes statistiques, ont été
développées pour l'échantillonnage de I'espaceonmationnel de composés. Parmi ces
méthodes, nous citons la dynamique moléculaireedeit simulé et la méthode de Monté

Carlo.

D- Méthodes statistiques

D1 — Dynamique Moléculaire
La Dynamique Moléculaire (DM) est la science desilmulation d'un systéme de
particules. Elle a été appliquée a des systemestatle I'atome jusqu'a une galaxie. La
dynamique moléculaire produit des trajectoirest @edire les coordonnées de tous les atomes
du systéme en fonction du temps
Comme pour la minimisation d’énergie, la dynamiguaéculaire change les degrés
de liberté du systeme pas a pas. Dans ce cadrpateseprésentent les changements des

positions atomiques;, ren fonction du temps (i.e. vitesses).
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La dynamique moléculaire utilise, en général, la&ipn de mouvement de Newton pour
simuler les mouvements atomiques et décrire leur évol@fonction du temps.

F=mxa (11-5)
Avec :

F. : Force agissant sur l'atome i
m : Masse de |'atome i

a : Accélération de I'atome i

La force exercée sur un atome peut étre calcufgata de la variation d’énergie entre deux

positions.
dE
-——=F 11-6
ar (11-6)
L’énergie E est obtenue par mécanique moléculaire
dE d>r.
= i -7
=™ e (I1-7)

Connaissant les forces et les masses on peutengtérminer les positions de chague atome
le long d’une série de pas de l'ordre de la fencmsae (10° seconde).

La série de positions instantanées obtenue coastita trajectoire.

En pratique, les accélérations atomiques sont kéasa partir des forces et des masses (11-5).

Les vitesses sont calculées a partir des acc@asgpar la relation suivante :

_dv

a=—- -8
Ralprn (11-8)
Les positions sont calculées a partir des vitesses
dr,
vV, = —- [1-9
Ratpr (11-9)

On assigne des vitesses initiales aux atomes artidande I'énergie cinétique totale elle-
méme fonction de la température de simulation. Pésmmer, la dynamique moléculaire est
la répétition successive de deux opérations :

« Evaluation de la force qui agit sur chaque atomeaps t".
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» Détermination des coordonnées et des vitesses @iesiau tempst ™+ Jt" en
fonction des forces subies par chacun d'entre 8axhant quedt est le pas
d'intégration®.

Il faut noter qu’il n'y a pas de solutions analyig aux équations de mouvement. Pour cela,
des intégrations numeériques différant par l'aldone utilisé sont disponibles dans les
programmes de dynamique moléculaire. Le plus fréuompent utilisé est l'algorithme de

Verlet, détaillé dans un travail antériétr

Le résultat d'une simulation de DM consiste en sgrée de positions atomiques (trajectoire)
au cours du temps. La résolution numérigue destiémsanécessite I'utilisation d'un pas de
temps extrémement petit, de I'ordre de la fs deiénara prendre en compte les vibrations
atomiques les plus rapides et en assurant la istatdds calculs. Ceci explique que le temps
maximum de simulation dépasse rarement les 10 an4Qibur des systémes complexes, de
plusieurs dizaines de milliers d'atomes (protégmeprésence de solvant ou insérées dans des

membranes ...).

Les résultats de la simulation peuvent étre exggo@nanalysant les trajectoires permettant
d’aider a la compréhension du mécanisme biologéudié. On peut estimer entre autres : les
fluctuations atomiques, les corrélations entre nesuvements de parties distinctes d'une
protéine, le potentiel électrostatique vu par ganid s'approchant d'une protéine, les modes

de vibrations d'une macromolécule etc...

Les limitations dans la taille du systeme et damstdmps de simulation (~10 ns) ne
repésentent pas, de nos jours, des obstacles auroables a I'obtention d'informations
intéressantes pour la compréhension de la fondtiologique. En effet, le probleme de la
petite taille peut étre résolu partiellement en wamt le systéeme dans des conditions
périodiques et, de plus, I'étude des protéinedasiéchelles de temps de la nanoseconde, prés
de leur structure cristallographique, est souvess tiche en informations, concernant les

interactions et corrélations entre résidus.

D2 - Monté Carlo
Cette méthode trouve ses racines a la fin de®[% guerre mondiale. Elle a été
développée par Von Newman Ulam et Metropolis p&iudle de la diffusion des neutrons
dans un matériau fissile. La méthode d'exploratienl'espace conformationnel de Monté
Carlo est basée sur la génération aléatoire d'senainle de conformations. Le systeme a
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étudier est supposé avoir un grand nombre d'étsilges "i" qui correspondent a des
conformations. Ces conformations générées aléateimeseront gardées si elles ont un poids
statistique donné par la relation ci-dessous :

E.

Pize (1-10)
Avec :
Ei : L’énergie d'un état i
kg : La constante de Boltzmann
T : La température
La méthode de Monté Carlo n'introduit pas la dinemslu temps, contrairement a la
dynamique moléculaire, et ne permet pas l'obtentinformations sur les propriétés

dynamiques du systeme.

D3- Recuit Simulé

Cette technique d'échantillonnage repose sur lecipe de chauffage puis
refroidissement du systeme étudié. Apres avoir suf@ dynamique moléculaire a haute
température, pour franchir les barrieres énergésigleminimalocaux, le systeme est refroidi
progressivement puis équilibré a plus basse terpérdl est alors piégé dans un puits de
potentiel assez profond, une minimisation est affectuée pour atteindre le minimum. Dans
le but de balayer suffisamment I'espace conformnaiéb d’'une molécule, cette procédure est
répétée plusieurs fois, a partir de la structuterolee précédemment. Le recuit simulé permet,
en plus d'explorer l'espace conformationnel d'uneléoule, d'étudier ses propriétés

dynamiques. Il est bien adapté aux molécules ayagrand nombre de degrés de liberté.
E- Conclusion

Nous donnons dans le tableau comparatif et rédapitauivant les différences entre

les deux méthodes de base de la chimie théorique :
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Tableau 1: Comparaison des avantages et des inconvéniestdedix approches de base

Mécanique Quantique Mécanique Moléculaire
v" Noyaux et électrons distincts v" Noyaux et électrons modélisés en une
v' Les interactions électrons-électrons | et seule particule
électrons-noyaux sont explicites v' Les particules sont sphériques (rayons

v Les interactions sont régies par les charges  atomiques expérimentaux ou théoriques)
électroniques et nucléaires (énergie et possedent une charge nette (théorique)
potentielle) et les mouvements v Les interactions sont modélisées par des
électroniques ressorts et des potentiels classiques

v Les interactions déterminent la v Les interactions doivent étre pré-
distribution spatiale des électrons et des assignées a un jeu spécifique de type
noyaux ainsi que leurs énergies d’atomes

v Les interactions déterminent la
distribution  spatiale des particules
atomique et leurs énergies

Dans le domaine de la modélisation moléculairehieix de la méthode a appliquer dépend
du type de calcul a réaliser et de la taille dentdécule. En effet, les méthodes issues de la
mécanique quantique sont réservées a I'étude déaletivité et limitées aux systémes ne
dépassant pas, compte tenu des moyens actuels;eanteine d’atomes. En revanche, les
méthodes basées sur la mécanique moléculaire ntraiés problemes essentiellement

structuraux et peuvent simuler des systémes chasigantenant des milliers d’atomes.

Il - METHODES DU DRUG DESIGN

La conception de composés actifs et bénéfiques pbaomme est favorisée par
plusieurs évolutions : informatique, biologie eaphacochimie. En effet, durant des années
déja, la recherche tente de développer les métrthddaug design et les premiéres tentatives,
faute de moyens, se sont soldées par des corréasitatistiques entre les descripteurs
structuraux et les activités biologiques des systeéatudiés. L'essor du domaine informatique
durant ces vingt dernieres années a banaliséidatiibn des processeurs a grande vitesse et
les stations de travail ; ce qui a engendré I'éwmtude ce qui est actuellement appelé
« conception de médicament assistée par ordinateur encore « Computer Assisted Drug
Design » (CADD). Ainsi, le drug design peut étrdimlécomme étant une approche visant a
rechercher des molécules thérapeutiques par caokaptsilico sur la base d'informations

expérimentales accessibles.
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En se basant sur la disponibilité de l'informatialeux approches principales sont
connues dans le domaine du drug design, I'appratie« ligand-based » et celle du
« receptor-based™ La premiére est appliquée quand des séries dpas#a manifestent des
activités intéressantes sur une cible thérapeutiigue la structure "peut” étre inconnue. Elle
utilise des outils tels que le QSARuantitative Structure-Activity Relationships) edl\@FA
(Comparative Molecular Field Approach). L’approcheeceptor-based » est appliquée, quant
a elle, lorsqu’'un modéle 3D fiable de récepteurdesponible par diffraction aux rayons-X,
études RMN ou modélisation par homologie. Les mfations relatives au récepteur serviront
de base pour la conception d'une téte de sériest @eprobleme que tente de résoudre les

méthodes de criblage virtuel, docking ou encordel@ovodesign.

Nous présentons donc la méthode, la plus connilajvee a chacune des deux approches

utilisées dans le drug design (ligand-based eptecdased).

A- QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)

Le QSAR représente une des plus anciennes méthiathssle drug design puisque ses
débuts remontent a la fin du XIXe siecle. En effgliylichintroduit le QSAR comme une
étude réalisée sur la base unique d’un ensembigattels reconnus affins a une protéthe
Une étude QSAR ou de relations structure-activibhsiste a déterminer les éléments
structuraux responsables de I'activité de liganidsawis de leur réceptefr Elle a pour
objectif de proposer des outils permettant la déteation prévisionnelle de la structure des
molécules actives dans une classe pharmacologmueéd. Elle prend en compte I'étude des
parametres critiques pour I'émergence de l'activéte son optimisation : parameétres
électroniques, stériques et de lipophilie. Les méds prévisionnelles, couplées aux apports
de la modélisation moléculaire, visent a permaitre approche rationnelle de la conception
du médicament.

En analysant, d'un point de vue quantitatif, ldati@ns structure-activité existantes entre
diverses molécules médicamenteuses, le cherchaterd&ine part, d'identifier et d'apprécier
les propriétés physico-chimiques des médicamentd’aitre part, d'évaluer l'impact de ses
diverses propriétés sur leur activité biologique.l'#de des méthodes statistiques, il est
possible d'établir une relation mathématique cantélles influences réciprogues des
parametres concernés. Au moyen de ce type d'équdtest possible d'affirmer le r6le, plus
ou moins important, des propriétés prises en ceérain. Il est également possible

d'extrapoler les résultats a des fins prédictiviess propriétés physico-chimiques dont il est
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guestion sont essentiellement les propriétés siralels, physiques et chimiques des
molécules. Les propriétés physico-chimiques less pouramment étudiées sont
I'nydrophobicité, les effets électroniques, lestdacs stériques, les liaisons hydrogénes, les
distances interatomiques ainsi que les conformsitooléculaires.

D’autre part, dans le cas ou la structure 3D dedééine d’intérét est connue, il est important
de tenir compte des informations qu’elle apportéeemes de propriétés moléculaires du site
actif. Ces informations permettent de mieux défumrpharmacophore trés utile au criblage

des chimiotheques ou bien d"utiliser une méthodss##mblage ligand-protéine ("docking").

B- Le Criblage a Haut Débit ou High Throughput ScregriHTS) :

D importants changements dans le domaine de ladie®lse sont produits au cours des
derniéres décennies. Il faut noter que de vastestgés d’informations et de données
biologiques, issues de la cartographie complétgahome humain et du protéonumt été
générées et continuent toujours de I"étre. L'indeigtharmaceutique s’est d’abord associée
au domaine de la robotique pour gérer la surabaredda ces données. Comme I'expérience
nécessite énormément de moyens matériels, une lloaNscipline : la bioinformatique, est
née de la nécessité d'organiser, de sauvegarddéaealyser ce déluge d’informations, a
moindre codt. La bioinformatique intervient, entatres, dans le criblage qui consiste a
améliorer I'identification des composés prometteairensuite leur optimisation en réduisant
les colts et en augmentant la probabilité de dérberde médicaments.

Actuellement, nous distinguons deux types de agibldans l'industrie du drug-design, ayant

le méme principe de base mais tres différentsgzamloyens employés.

B1-Le criblage réel :

Le criblage réel implique I'examen de centainesnilbers de composés pour identifier
d'éventuelles molécules affines a une cible bigjogi Le probleme est d'identifier, parmi
toutes ces molécules, celles qui sont pourvues mepriétés biologiques les plus

intéressantes.

La technique consiste a mettre en présence lasdest tester et un systeme biochimique et
ensuite de mesurer I'importance de la réactiontéedla. Les opérations se déroulent sans
intervention humaine et évoluent avec les techrsglesla robotique. Cependant, ce procéde,

appelé lecriblage réel a haut débit est limité aussi bien par le nombre de composés
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possibles a tester que par le colt des tests questisné a 1 dollar par molécule. Pour
remédier au probléme du codt d'argent et de telapsociétés pharmaceutiques ont de plus
en plus recours a l'outil informatique qui est deima en moins cher et de plus en plus

performant.
B2-Le criblage virtuel

Le criblage ou screening virtuel a émergé comme apmgoche complémentaire et
alternative au probleme de co(t d'argent et de $emlatif au criblage réel a haut débit de
larges librairies de molécules. Il peut étre défimmme la recherche, dans une chimiotheque,

de molécules complémentaires d'une cible biolodijue

Généralement, le processus de criblage virtuelragtnenté en différentes étapes faisant
apparaitre une complexité croissafiteDans la premiére étape, les filtres non spéafique
la cible sont appliqués pour éliminer les structuchimiques ayant des propriétés de non-
drug-like.
Le recours aux recherches topologiques de ligandaus est habituellement utilisé dans la
prospection de composés ayant des caractéristidiffésentes. Comme ces méthodes ne
nécessitent pas une détermination de la conformadiles sont appropriées a un criblage
rapide de bases de données, pouvant contenir pissimillions de moléculéd). La
détermination de conformations rigides et bioaatidkin ou plusieurs ligands, provenant de
méthodes qui déterminent la structure des composésien issues des recherches par
pharmacophore 3D, représente une option supplémenpour le criblage virtuel de
chimiothéque. Finalement, lorsque la structure 3Dlal cible biologique est connue ou
obtenue au moyen d’'une modélisation par homoldggeligands qui ont traverseé les premiers
filtres peuvent étre soumis alocking et scoring moléculaire pour fournir des candidats

potentiels aux tests expérimentaux.

Les applications du criblage virtuel sont variées,dtrpet entre autres de reconnaitre
les ligands de cibles orphelines ainsi que lideation et |'optimisation de nouveaux
ligand$'?.

Au moyen du criblage virtuel, il est également jdaesde discriminer des vraies touches de
ligands choisis par hasard, d'enrichir en vraieghes une liste réduite de ligands. Bien

entendu, par sa capacité a tester un tres grantbreotie ligands sur des cibles biologiques
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bien définies, le criblage virtuel est souvent isdil comme filtre préalable aux tests

expérimentaux.

Comme nous l'avons mentionné plus haut, le dockesy considéré comme l'un des

principaux outils du criblage virtuel. Nous détails ci-dessous cette technique, largement

utilisée dans le cadre de nos travaux :

a- Docking moléculaire
Le docking moléculaire qui veut dire "chargementéuolaire” ou encore "arrimage
moléculaire" est I'ensemble des mécanismes efactiens intervenant lors de la formation de

complexes moléculaires.

Docking

) -
Récepteur @

Figure 3: lllustration schématique du processus de docking.

—

Structure
optimale

CEC

Les programmes de docking moléculaire, disponiategellement, sont basés sur I’hypothese
que les ligands formant des interactions favorades le récepteur doivent avoir une affinité
de liaison élevé¥. IIs reposent sur I'exploration systématique @space des configurations
pour générer et évaluer un grand nombre de liaipotentielles. Cependant, les ordinateurs
ne possédent pas I'expérience, I'intuition et l'ertfse des scientifiques a analyser les liaisons
calculées pour générer des solutions robustealdesi. Les méthodes de docking moléculaire
actuelles nécessitent donc un utilisateur bientastans ce domaine et sachant bien exploiter
ses résultats et son intuition.
Les principaux défis dans ce domaine Sorif:

» La prédiction dd'assemblage des molécules.

» L’identification des facteurs qui déterminent la&sfiicité de l'interaction.

» L'analyse visuelle des interactions ligand-récapfmrmettant une interprétation

intuitive et la compréhension du processus dediais
» L'identification de nouveaux ligands avec difféeemtodes de liaisons.
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Le chercheur utilisant la technique de docking pitoé comparé a un serrurier qui essaye
successivement les clés d’'un trousseau sur unareserrconnue, la serrure étant la cible
moléculaire et le trousseau de clés la chimiothémprgenant les ligands. Les logiciels de
docking calculent donc I'énergie d’interaction ente ligand potentiel et la macromolécule
cible. Les molécules qui présentent des interastitavorables seront ensuite étudiées
expérimentalement. Cette technique permet de ftegigelques dizaines de milliers de

molécules par jour sur un ordinateur standard actue

Les differents types de docking

Selon les protocoles propres a chaque logiciels pawvons avoir deux types de docking :
possibles, mais la cible est statique ou rigidetype de docking présente, certes, I'avantage
de nécessiter un temps de calcul relativement cmais il ne tient pas compte des
changements conformationnels, requis par la ciblmus donnons ci-dessous un exemple
d'algorithme de docking rigide, utilisé dans nosvaéiux de recherche et qui ediSSH
(Molecular Surface using Spherical Harmorifcs)’,

L'interaction entre protéines peut étre décrite lfzaralyse des surfaces de reconnaissance
mutuelle complémentaire. Pour modéliser, décriraralyser les surfaces en interaction
(distribution des charges, zones hydrophiles/hyliobps), il est possible de décrire chaque
objet a I'aide d’harmoniques sphériques permettapproximation de la surface moléculaire
avec une précision voulue. Pour cela, nous avoiliséut’algorithme de calcul et de
comparaison de surfac®SSH.

La série des coefficients harmoniques sphériquespebDt étre comparée a des empreintes
digitales de la molécule avec lesquelles sa sugaaéétre recouverte.

Comme cette surface moléculaire peut étre assirailéee sphére, chaque point de la sphéere

posséde une coordonnée sphérique unil@, ¢) telle que :

20 +1 (1 —m)!

YO0 = (!

R™(cost)e™ (I11-1)

Avec | et m, deux nombres entiers déterminant lmbre et I'arrangement spatial des noeuds

dans chaque fonction €™ (cos@ e$t la fonction associée de Legendre
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Ainsi n'importe quelle valeur unique de surface [3&ut étre évaluée en codant la distance
radiale des points de cette surface, a partir ategihe, comme une somme de fonctions

harmoniques sphériques.

L

16.9=2 2.CY"(6.9) (I1I-2)
Avec:

r(6,¢): Fonctions représentant les distances entre lesspie la surface et de l'origine.
C,, : Groupes des coefficients d'expansion des fonsti@rmoniques sphériques

L : L'ordre qui détermine le degré de précisienalreprésentation

cible l'est partiellement. En fait, seuls les résigouant un réle dans l'interaction avec le
ligand sont concernés par cette flexibilité. Cespprésente un véritable challenge pour le
docking a cause de la flexibilité des ligands pmésgt plusieurs rotations libres. Ce type de
docking a la qualité de mieux représenter la atitis nécessite des temps CPU énormes,
d’ou le recours au calcul en parallele.

Nous avons utilisé dans nos travaux, I'algorithraeddcking flexible existant dans le logiciel
GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) gest un produit de la collaboration entre
GlaxoSmithKline plc (Université de Sheffield) et DC (Cambridge Crystallographic Data
Centre}*®'®. GOLD assure une flexibilitt compléte du ligand peend partiellement en
compte celle du récepteur. Il génére les confoonatien utilisant un algorithme génétique
basé sur les principes de I'évolution pour plaedigand dans le site de liaison préalablement
défini.

L’algorithme génétique est un "algorithme stochastique itératif'qui opere sur des
ensembles de pointodés a partir d'ungopulation initiale et qui est bati a l'aide de trois
opérateurs : sélection, croisement atutation Comme le montre I'organigramme suivant, le
premier opérateur fait évoluer la population vesoptimadu probleme, tandis que les deux

derniers sont des opérateurs d'exploration deakesp
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Figure 4 : Organigramme de l'algorithme génétique

L’algorithme génétique est une procédure qui siiespies mécanismes de sélection naturelle
et des phénomenes génétiques. Le principe de bas&sie a simuler le processus d'évolution
naturelle dans un environnement hostile. Cet dlyme utilise un vocabulaire similaire a
celui de la génétique, cependant, les processugualsxil fait référence sont beaucoup plus
complexes.

On parle ainsi d'individu dans une population iedividu est composé d'un ou plusieurs
chromosomes. Ces derniers sont eux-mémes constitaégeénes qui contiennent les
caracteres héréditaires de l'individu.

Pour un probléme d'optimisation donné, un individprésente un point de l'espace d'état et,

en ce qui nous concerne, il correspond a une corfttwn. On lui associe la valeur du critére
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a optimiser ou plus généralement du critere d'adi@pt au probleme (fitness). L'algorithme
génére ensuite de facon itérative des populatindididus sur lesquelles on applique des
processus de sélection, de croisement et de nmutai#osélection a pour but de favoriser les
meilleurs éléments de la population ; on cherchsiai privilégier la reproduction des "bons™
éléments au détriment des "mauvais". Des opémtakploration de I'espace sont ensuite
utilisés pour "élargir" la population (croisememt) introduire de la nouveauté (mutation)
d’'une génération sur l'autre.

Tous les logiciels et programmes de docking moléeulnt I'’évaluation en utilisant des
fonctions de scores ou fitness. Cette derniere peet définie comme étant I'estimation
rapide et simplifiée des énergies d’interactiosgsien compte au cours du docking.

Il existe plusieurs types de fonctions de score gomnt globalement plus ou moins
équivalentes en termes de prédiction.

La fonction de score de GOLD, utilisée pour décidgels individus (conformations)
survivront et produiront des descendants pourdahmine génération peut étre de deux types
voire trois : le Goldscore (utilisé par défaut)letChemscoré®®?) || offre également la
possibilité a l'utilisateur de définir sa proprenion de score. Dans nos travaux, nous avons
utilisé la fonction "Goldscore" qui s'adapte mieaxnos besoins de filtrage. Cette fonction
prend en compte, dans l'estimation de I'énergie lideson, différents termes dus aux

interactions de type :

liaison hydrogéne entre le ligand et la protd@xgternal H-bonjl

van der Waals entre le ligand et la protdi@gternal vdwy

van der Waals interne du ligandiernal vdw

torsions du ligandinternal torsion)

Le principal avantage de GOLD est sa fiabilité adme des structures cristallographiques
pour des complexes de type ligand/récepteur. Notwnsaux de succes de 72% a un test
standardisé employant des structures issues deteifPData Bank®.

Cependant, certains défauts peuvent étre signalés :

- Seuls les complexes présentant au moins unetidigdrogene sont traités.

- La fonction de score présentée par défaut preadfisamment en compte des zones de
contact hydrophobe et, le paramétrage d'une famal® score personnalisée nécessite de

nombreux réglages.
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— GOLD décrit comme acceptables des "configuratiatans lesquelles le ligand pénetre
"assez nettement" la cavité du récepteur ; ce apilait a de faux positifs.

- Il favorise les "configurations” qui interdiselat présence de toute molécule d'eau entre la
protéine et le ligand, selon la croyance qu’un "Hayand est celui qui chasse toute molécule
d’eau du récepteur ; ce qui n'est pas en accord laférmation de Ladbury. En effet, selon
cette affirmation, lors de I'étude de systemesdgmjues, négliger les effets des molécules

d’eau du solvant diminue les chances que I'on atéiir des résultats satisfaisants.

Nous présentons le tableau ci-dessous issu d'wtke é@mparative des 8 programmes de

docking les plus frequemment utilisés

Tableau 2: Forces et faiblesses de quelques logiciels dkidg?".

Programme Forces Faiblesses
Sites de liaisons étroits
DOCK _ Cavités ouvertes _ _ Ligands flexibles _
Ligands hydrophobes de petitq Ligands fortement polaires
taille

Sites de liaisons étroits

FLEXX Ligands hydrophobes de petite Ligands fortement flexibles

taille
Sites de liaisons larges
Ligands flexibles Ligandsde petite taille
FRED Ligands hydrophobes de petitq Ligands polaires
taille Ligands enfouis

Calcul trés rapide

Ligands flexibles Classement de ligands fortement polaifes

GLIDE Ligands hydt;(?ﬁ):obes de petitsg Temps CPU important
Sites de liaisons de petite taillg Classement de ligands fortement polaires
GOLD Ligands hydrophobes de petitg Classement de ligands dans de grandes
taille cavités
SLIDE Flexibilité des chaines latéraleg Sensibilité aux clci)g;c:]%nnees introduites, du
Cavités grandes et ouvertes | Temps CPU important pour les ligands|de
SURFLEX | Sites de liaisons de petite taille) grande taille

Ligands tres flexibles

Optimisation des modes de | Sensibilité aux coordonnées introduites|du

QXP liaisons connus ligand

Comme nous l'avons mentionné précédemment, le dgchki pour objectif d’estimer la

"viabilité" du complexe moléculaire formé. Cettealiation ou estimation se fait en analysant
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de visu, sur un écran avec une bonne performarmgigiue, les différentes interactions entre
le ligand et le récepteur. Pour cela, il est n&iessau modélisateur d’avoir quelques
connaissances sur ce type d'interactions intermtdées qui peuvent se manifester sous

plusieurs aspects et différant, en particulier,lpar intensité.

¢ Interactions intermoléculaires
Rappelons que la structure tridimensionnelle dprtdéine est aussi bien stabilisée par des
interactions faibles et non covalentes (effetstédstatiques, van der Waals et hydrophobes)
gue par des liaisons covalentes (ponts disulfueps interactions que nous détaillons ci-

dessous se maintiennent quand la protéine sed® e molécule, dite son ligand.

Interactions hydrophobes

L’effet hydrophobe est induit par les composés aiped. Ces derniers sont dépourvus de
groupements chargés ou d’atomes aptes a formeiademns hydrogene et, sont prédisposés a
s'associer avec des composés également apoldsremt ltendance a fuir le milieu aqueux
environnant ; ce qui leur permet, dans le cas dat®ipes, de se regrouper au coeur de celle-
ci et, de réduire leur surface de contact aveollast. Il faut noter que ce type d’interaction
est fondamental pour le repliement des protéinémée la surface de contact avec I'eau.

Dans les protéines, les résidus qui s’averent Ipfabbes sont : I, L, A, V, M, W, et F.

Interactions de van der Waals :

Ce type d’interactions se manifeste entre tousiemes constituant le systeme étudié. Elles
sont répulsives a courte distance (inférieure aolmme des rayons de van der Waals) et

attractives a longue distance.

Interactions électrostatiques :

Ces interactions s’exercent entre atomes ou masqglarisés. L'énergie de cette interaction
est de I'ordre de quelques kJ/mol, mais pour les gystemes (macromolécules), elle devient

importante a cause du nombre élevé d’atomes imgdigee qui leur confere un réle

important dans la stabilisation des systémes priojges.
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Interactions ionigues ou ponts salins

Les interactions ioniques se manifestent entre de&smes de charge opposée (mais
relativement forte) et sont appelées : ponts safles ponts peuvent concerner les résidus
chargés positivement (R, K, H et I'extrémité C-tarate) et ceux chargés négativement (D, E

et 'extrémité N-terminale).

Liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogene résultent de I'interactintreeun atome électronégatif, tel que I'atome
d’oxygéne ou I'azote, et un atome d’hydrogéne,éper un atome électronégati.

Les acides aminés polaires ont la possibilité dméo des liaisons hydrogéne entre eux ou
avec des molécules d’eau ; ce qui leur donne uraetgaistique hydrophile.

La liaison hydrogéene est utilisée en biologie commme vecteur des interactions

intermoléculaires et elle contribue a la reconraaiss moléculaire.

Pont disulfure ou cystine

La liaison covalente S-S, appelée généralement gisatfure, est la seule liaison covalente
entre 2 cystéines distantes dans la séquence peimais proches dans la structure tertiaire.
Chimiquementgette interaction est le résultat de I'oxydatiotremeux groupements thiol (-
SH) appartenant a deux cystéines (C) distantesdd au niveau de la structure tertiaire. Les
ponts disulfures sont donc des points importartsrgsidérer dans un processus de prédiction
du repliement et ne concernent jamais la liaisotigéund au récepteur.

Le pont disulfure impose une forte contrainte togajue a la chaine polypeptidique due a

son énergie de liaison estimée a 60 kcal/mol.

Nous récapitulons ces différentes interactions md#res ainsi que les énergies mises en

jeu, dans la figure 5 et dans le tableau 3, resmauoent :
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ianique (o) Liaisan
hydrogéne

Effet
~ hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 5: Représentation des principales interactions temprotéines.

Tableau 3: Comparaison des énergies relatives aux diffetgpts d’interactions

Types d’interactions Energie (kcal/mol)
van der Waals 0,24 -1
Hydrophobes 05-2

Hydrogene 1-10
Electrostatique 0,5-10
lonique 40-200
Pont disulfure 60
Covalente 100-500
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| -INTRODUCTION

Notre travail de recherches qui consiste a criliesilico une chimiothéque sur la
cible périphérique de la cholécystokinine nécesditene part, une collection de molécules
et, d'autre part, 'acces a un modele structuraldgda cible. La stratégie que nous avons
adoptée consiste a soumettre chacdes ligands, de I'ensemble des objets
tridimensionnels, provenant de la chimiothéque & fikres successifs, simulant des
contraintes auxquelles doivent obéir des molécudesceptibles d'étre de futurs
médicaments (fig.1). Le but final des opérationscessives est de parvenir a la sortie du

dernier filtre a une liste de touches ou molécudepelées candidats-médicaments.
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Cible biologique : : Ligands : ) .
CCK1 i Bases de donnees commerciales
""" 1 i (Zinc Data Base et fournisseurs
Modélisation commerciaux...)
par -
homologie

Echantillonnage
conformationnel

Comparaison des
surfaces

Docking

Moléculaire

Calcul d'énergie
d'Interaction

Figure 1: lllustration du criblage utilisé
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Il - PRESENTATION DU LOGICIEL UTILISE

Nous avons effectué les travaux a l'aide de laepiatme du « Virtual Screening
Manager for Grids » (VSM-G) développée par I'équiperecherches eDAM (Dynamique
des Assemblages Membranaires) de 'UMR7565 SRSMi@udfbire et Réactivité des
Systemes Moléculaires Complexes) a I'Université iH&vincaré de Nancy. Cet outil
logistique, programmé en langage JAVA, offre unange portabilité ; il est doté d’'une
interface graphique simple d'utilisation. Analog@e une trousse de bricoleur, les
programmes inclus peuvent étre utilisés successimerou de maniére complétement
indépendante. Au moment ou nous avons commencéransux, seule la version sous
Windows que nous présentons ci-dessous existait.

Des le lancement de VSM-G une fenétre, présentaig thoix a l'utilisateur,

s’ouvre

= Virtual Screening Manager (V54) |‘:_.|'E| ﬁl
Wisicome! Make your choice:
() Tergets preparation

(") Seressing Furnel

Les deux premiers choix concernant la préparatiea ligands et celle de la cible

biologique sont totalement indépendants.

A - Préparation des ligands
Un clic de souris sur lpréparation des ligandsonduit a I'ouverture de la fenétre ci-

deSSOUS . A wom Lizgands preparation

Scaffoid fils boosubstifube:

scaffoidd.mal

Ligk of Fragment fisc:

F2.mal
Fdumal

| starc | )
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Les 3 onglets dont nous présentons les foncticaprés permettent une gestion complete
des ligands.

A1l- Création de bases de données moléculaires (Create)

Ce module permet de créer la base de donnéedesccalest pas créée de maniére

externe au programme, comme c’est le cas dansaaaIk.

Cette opération peut se faire de 4 facons diffésent

a - Par chimie combinatoire virtuellevoir fenétre précédente) en greffant des

substituants sur des squelettes de molécules

B- Par concaténation de fichiers moléculaires ;depgrmet de fusionner plusieurs

sous bases.

& ysu - Ligands preparation

Language
‘ 3 How wionld wou like ko create vour maolecular DE?

CACATE

RiteR |

<]

HAMDLE CriPrograrn Filesi Sk 06011 6hxarmple_molecules) ZINI b
S ;C:'I,F‘rcugram FilesiySmM_0601 164 cample_moleculesiBas:
\ﬂ {1 Program FilesivaM_0601 163 xample_moleculesibas:
B EC:'I,F‘ru:ugram Filesi%SmM_0601 164cample_moleculesicom
— (C:\Program FilesiyaM_060116Y:ample_moleculesisub-

;C:'I,F‘rcugram Filesi%SmM_0601 164cample_moleculesiZIMG
EC:'I,F‘ru:ugram Filesi%SmM_0601 164 :cample_molecules) 210

EC:'I,F‘ru:ugram Files\¥aM_0601161xample_malecules\ZIM:

d=0 Fe A A e s ; ARy

% | >

Concatenation I @

-57 -



Chapitre Il Méthodologie

y- Par saisie de molécules grace au programme tsis D

. . T |
N ysh - Ligands preparation |- ]E] '.
Language
3 Hows would wou like to create vour molecular DE?
CREATE B ] hd o
1 'l WAl 2
a | &8 ] .-
| moeR | -
Draw new molecules using a molecular sketcher:
HANDEE

ISIS Draw

o- Par téléchargement a partir de bases de donngesnibles sur le web (Zinc
Data Base, Curie, Cambridge, ..... ) ou commercidldgaut noter que quelques bases de

données sont proposées par VSM-G.

& ysp - Ligands preparation |._]E]@
Language
3 Howw wiould wou like to create vour molecular DE?

CREATE o

@ Ay ailable databases:

HHANDEE
ZINC Carmbridge Curie
LEDSS SICC elamM
Qthers. .,
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A2- Filtrage de bases de données (Filter)

Cette option permet d’extraire des molécules spgm@s a partir de bases de
données préalablement établies. Ce filtrage pefatieau moyen d'une :

— recherche par sous-structure

— exclusion des composés toxiques

— recherche par groupement pharmacophore

& ysH - Ligands preparation

Language
3 How wiould you like o filker your molecular DE?
CACATE ¥ i
[G® o
4 J
| FHTaR Prewviously created DE;
a | ;uments and Settings|¥asmine\Bureauiconcat.sdf | £ 3
HANDLE
Sub-skruckure File generated wsing ISIS Draw!
ss2.mal ] &3 \
L
oM
Sub-struckure search :

A3- Manipulation de la base de données (Handle)

Cette option du logiciel permet d'uniformiser lesnfiats de fichiers de molécules
provenant de chimiothéques distinctes. Ceci peufage au moyen de programmes
implémenteés :

— CORINAY permettant les transformations : 1D/2D au 3D

— Open-Babé&? permettant les conversions de formats de fichiers
Le programme OMEG® permet d'obtenir un échantillonnage conformatibnde

chacune des molécules contenues dans la base eedon
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& ysu - Ligands preparation |'._||E|[Z|
Language
ﬁ What da you wank ko da with waur malecular DB
CREATE o o
gl & & Q
L Previously created DE:
ﬂ | -uments and Setkingst ¥ asmineBureauconcat, sdf | (35 | Q‘}
HAMDLE

| {peor==30 |0

B- Préparation de la cible
Dans le cas ou la cible biologique est connue VSMeat proposer différentes

opérations a effectuer sur cette derniére, comrus leomontre la fenétre ci-dessous.

& ysp - Targets preparation |Z||E|rz|

[ Data & Knowledge-based Analysis ]

[ PDE Structure Analysis ]

[ PDE File Cleaning ]

[ Ackive Site Location ]

[ MO Simulation Anakysis ]
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En cliquant sur « PDB Structure Analysis » VSM-G sioedirige vers un site web
contenant un outil logistique d’accés gratuit epelp Sting Millenium Suite (SMS).
Cet outil est dédié a la visualisation et a l'asalyles structures 3D des protéines
permettant principalement de :

- mettre a la bonne norme les fichiers PDB

- corriger la protonation de la protéine

- analyser les points de contact des acides ardings structure PDB

- supprimer des molécules d'eau selon leur posiiorent relatif a une interface

protéine /ligand ou protéine

Il est important de souligner que nous n'avonsyidisé ce module dans nos travaux, étant
donné que la cible biologique considérée est canbaegoréparation du fichier PDB du

récepteur, détaillée dans le paragraphe lll, sfésttuée de maniere externe a VSM-G.

C- Entonnoir de criblage (Screening Funnel)

L’activation de l'onglet "Screening Funnel”, de fenétre d’ouverture de VSM-G,

conduit a la fenétre ci-dessous :

& ysu - Screening Funnel

[ M.5.5.H, |

Ce module, utilisant le procédé de "l'entonnoirghond essentiellement au systéme de
criblage virtuel a haut débit par filtres successif
Les méthodes de calculs, présentées sous fornugigdeels, sont classées de la plus rapide
mais moins efficace a la plus précise. Comme letrada fenétre ci-dessus, les trois étapes

qui doivent étre appliquées successivement sont :

-61 -



Chapitre Il Méthodologie

le calcul de complémentarité de surfaces : caigs#itl, au moyen du
programme de filtrage MSSH
le docking moléculaire flexible au moyen du logic®OLD" qui permet de
classer les molécules selon une fonction de sca@mant I'énergie
d’interaction ligand/récepteur.
la dynamique moléculaire, permettant de bien rellexeomplexe, au moyen du
logiciel NAMD® puis d'effectuer des calculs d'énergies libres @fistimer la
stabilité des complexes formés.
Chacune de ces étapes agit comme un filtre moléeutxcluant a chaque niveau un
pourcentage de structures moléculaires.
Selon la taille de la chimiothéque, VSM-G présdiofetion d'exécuter les calculs relatifs a
MSSH, sur un simple PC, ou sur une grille de cajpmvant atteindre des milliers de

noeuds.

IlI- PRESENTATION DE LA CIBLE BIOLOGIQUE

Rappelons que l'action de la cholécystokinine (LE# médiée par deux types de
récepteurs membranaires de la famille des RCPGsd@sx récepteurs sont notés GEK
CCK..

Dans le cadre de ce travail, nous ne disposonsigueodéle du récepteur périphéritiie

Il faut noter que les diverses fonctions biologsjuégulées par ce récepteur font de lui une
cible de choix dans la recherche thérapeutique debreuses pathologies liées a
l'alimentatio’™®.

Le modele du complexe ligand/CGvec ligand = dérivé pyridopyrimidigd&®®, établi

et validé au moyen d'expériences de mutagenésgediti'” a servi de point de départ
dans nos travaux.

Nous avons ensuite introduit le modéle obtenu $eusgiciel graphique INSIGHT {®
qui permet d’ioniser les résidus au pH physiologiqu

Nous présentons dans les figures 2, 3 etedpectivement les modeles du dérivé
pyridopyrimidique, du récepteur et du compl&e
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Figure 2: Dérivé pyridopyrimidique  Figure 3 : Modele du récepteur CGK

Figure 4 : Complexe Pyridopyrimidine/CCK
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IV- PRESENTATION DE LA CHIMIOTHEQUE

Afin de gérer toutes les molécules destinées ablage, I'élaboration d’une
chimiothéque devient primordiale. Cette dernierautpétre réelle ou virtuelle. La
chimiothéque réelle comprend des molécules déjahéyeées alors que la virtuelle
regroupe des molécules congues virtuellement et' gu@rojette de synthétiser.

Nous avons construit notre chimiothéque a pastitadbase de données ZINZ?)
Cette base de molécules, d’accés gratuit, conyiug de 4,6 millions de molécules
provenant de plus d'une douzaine de fournisselssqiee Asinex, ChemBridge, Sigma-
Aldrich,....

Comme le montre la fenétre du navigateur ci-desskingerfacede dessin moléculaire
incorporée a cet outil de recherche, permet unkeamn de molécules au moyen d’'une

recherche par sous structure.
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2 Choose your own 7INC subset - Microsoft Interpet Explorer

= [¢
. Ble Edt Vew Favorkes Tooks Help ar

~
Search ZINC / Create a Subset
Compose a query by specifying melecular propenty constraints on the left, molecule constitution constraints on the nght.
Qe om o (| e e
d_f= Nercrg <0 | SSES~ADCOOO0O0ITTT
= we 1 B
I-:=Rotatable bonds <= i
:|-:= # H-donors 4:=|'_ L
o= #H-acceptors <= | - 2.
| - - e Vi
| |-:,.—. Polas <= 5] P
L - desclvation k - 8 o
Apolar e
I I{E desolvation: "
i f Melecular e T .
I le= weight <=1300 | 1
Purchasable? | Does notmetier | %
ZINC codes (1 per hne) 4 -~
‘ | [ Seve SMILES | mom sketch above ortype by hand below.
| NS (=0} {=0) C |
[
: Or upload a hist of ZINC codes _|
; |[ Browsa.. | _ Or upload smiles from file
~ Vendor - (latest catalog loaded) [ Browse -
| Becireatice M Seectoneor [heniiceceen A
Suppler cataleg number: tnore finctisnal ||imidazole i
groups: carboeylate (CO0-) o
| GQUERYDATABASE |
o
¢ = 1N

Figure 5: Fenétre de ZINC pour la recherche par soustsimic

A- Recherche des molécules par sous structure

Dans le but de faire une recherche par sous stgjatme consultation exhaustive
d'articles récents suivie d'une recherche biblioigiGue sur des groupements susceptibles
de produire des effets antagonistes sur le récef@€i; nous a conduit a dresser la liste

suivante :
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Tableau 1. Sous structures de base de la chimiothéque.

Appellation de la sous structure Dessin de la sous structure

ADAMANTYL

ADAMANTYL-O

ALCOOL —OH

Azabicyclononane

Azaspiro45decane

@
: N
Azaspiro44nonane Q@
NQO

Azaspiro55undecan3amino N—N/\:><:>

AZEPANE Q
BCHA
NH
=N
BENZODIAZEPINE )
N
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CARBOXYLATE COO
FO O
H
N
IMIDAZOLE Q;_/
N
A\
INDOLE
N
H
ISOQUINOLINE [::]i::y//
\
METHOXY //zzj
NAPHTYL [:::I:%:]
NHCO L
H \\
0
0O
PENTANONE ?
PHENYL [:€j
0
PROPANONE \\/ﬂ\¢f§
PyrazoleH

-67 -



Chapitre Il Méthodologie

O
PYRAZOLONE HN%

PYRIDINE |

N
PYRIDYL @
N
|
0

PYRROLIDINONE

N
QUINAZOLINE @1?
N\
QUINOLINE N
1L

SULFONAMIDE I/
——S——NH

I=z"

Il faut noter que dans la suite de nos travauxsrauons utilisé le nom de la sous structure

pour le nom de la famille de molécules obtenueréirgie la ZINC data base.

L'interfacede dessin moléculaire incorporée a cet outil ddemhe, permet de
dessiner la sous structure. Ensuite, le lancemen# decherche par sous structures ci-
dessus, conduit a la fenétre suivante permettai@dehargement de toutes les molécules

dans le format désiré.
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X 7INC search - Microsoft Infernel Fxplarer

Fle Edit Wew Favortes Tools Help ;ﬂ"
= = - o . 2
Begnming : #1 Hits: 100 Dusplay: | Standard % | per page= 100 ¥ : hd - _t-':'
| MedPege || Downlosd Teble || Creete Subset | & \chisd
Dovaload all these as: [_SMILES |[MOL2 |[SDF || Flexibase |
Ramk 4 Sﬂppli?]'; atalog Number P[upu'ﬁpg
Stnchme #logP, apolar & polar desolvation
ZINC Id Click for quick 3D displ 9 T H-bond-denors, acceptors;, charge
R Ammotation Mwt, rotatable bonds
L
1
H Aemewr BAS3ID12638 1,91 _1.9% 743
; SOPATIET
00000018 %{\fﬂ Asmex BAS02912038 1 0 0
. S mol2, sdf, srles, huer 212.34 4
R \ o o | T2 26 smies, e
- &
M M
5 Eyan Scientific: LTOO771761
o4 Sigma-Aldnch: ABSTE 284 -1,06 -3597
g Byan Scientfic; BIC02271
000003 ak Sigma-Aldrch R476113 2 9 I
250.4 2
g 8 mol?, gdf. spules, uer
3
- Sigma-Aldnch B288%85 1135 174 -39.65
DOO0OOZT = s 1 1
:,‘ma mol2, sdf, smiles, luer 0343 5 v
B — |
e funiderdee slonesanit - Intemat
| ST

Figure 6 : Exemple de résultat d’'une recherche par souststeidans la base ZINC

Comme le montre la fenétre ci-dessus, a chaquecmiel&ont attribuées certaines
propriétés comme le poids moléculaire, son LogPub@) le nombre de liaisons H donneur
et accepteur,...etc. Plusieurs états de protonatieltn le milieu, ainsi que de multiples
conformations et formes tautomériques sont dispesibLes molécules se téléchargent
gratuitement en plusieurs formats de fichiers geis SMILES, mol2, SDF et le format de

docking flexibase.

Selon la sous structure, la recherche dans la ZB& base, conduit a une famille

de molécules; ce qui a gen&2l69molécules pour I'ensemble des familles. Nous avons
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téléchargé la base de molécules en format mol2aténé. Notre outil de criblage virtuel
utilise ce format (Mol2 3D) pour lire les fichied&entrée.

Un des avantages de la base de données ZINC eBe daurnit des molécules en format
mol2 3D; ce qui évite d'utiliser un convertissews structure comme CORINA qui
transforme les fichiers 2D en 3D. Un autre aspesiti de cette base virtuelle est qu'elle
ne génére pas des molécules n'ayant aucun intétée anodélisés tels que les contre ions
des sels, des molécules pouvant générer une togicdes molécules ne répondant pas a la
régle des 5 ou régle de LipinSkl

Notons, qu’avant de commencer le processus deageblnous avons écarté les doublons
contenus dans notre chimiothéque. Cette opératioddait la chimiothéque de 62169 a

51947 molécules.

B- Recherche conformationnelle

Afin d'explorer I'espace conformationnel de cleaqolécule de notre chimiotheque
contenant, a préseril947molécules, nous avons soumis chacune d'elles &gherche
conformationnelle au moyen du logiciel OMEGA. Cettibpermet d'explorer I'espace
conformationnel de la molécule en effectuant autdatlibres rotations que puisse le
permettre la structure du composé consideére.

Nous avons spécifie, au logiciel, de générer phague molécule 20 conformations. Ce
nombre est justifié par une estimation globale ¢égéle) du nombre de rotules des
molécules qui sont toutes de petite taille. Comenedmbre de conformations par molécule
dépend du nombre de rotules de cette dernierst igortant de noter que le nombre de

conformations généré ne sera pas égal a 20 paesttas molécules.
Cette étape de notre recherche a enrichi notreictiiggue en objets tridimensionnels. En

effet, nous avons obten847220 structures 3D que nous répertorions ci-dessous en

fonction de chaque famille.
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Tableau 2: Familles et nombre de structures 3D constituareratimiotheque

. Nombre de Nombre de
Nom de la famille . R
molécules conformeres
ADAM 157 1483
ADAM-O 31 284
ALCOOL 1987 20927
Azabicyclononane 95 1431
Azaspiro44nonane 80 1134
Azaspiro45decane 16 50
Azaspiro55undecan3amino 6 47
AZEPANE 3505 56207
BCHA 1206 16832
BENZODIAZEPINE 742 9720
CARBOXYLATE 2770 31153
F O 2192 28804
IMIDAZOLE 151 2387
INDOLE 5927 89389
ISOQUINOLINE 114 730
METHOXY 101 1169
NAPHTYL 2 2
NHCO 10756 146890
PENTANONE 93 746
PHENYL 2461 26717
PROPANONE 279 2175
PyrazoleH 32 393
PYRAZOLONE 37 473
PYRIDINE 1473 16847
PYRIDYL 64 392
PYRROLIDINONE 5215 71537
QUINAZOLINE 2080 24607
QUINOLINE 597 6199
SULFANAMIDE 20000 288495

Pour commencer le processus de criblage, chaquécah® doit avoir son fichier mol2

indépendant des autres. Nous avons donc décondatefiéhiers mol2 de chaque famille

au moyen du programme "splmol2" interfacé avec VSM-
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C- Comparaison des surfaces ligand/récepteur \&SH

C1- Calcul des fingerprints

Comme nous l'avons dit dans le chapitre lll, leide) MSSH, de comparaison de
surfaces entre le ligand et la cavité du réceptmmmence d'abord par le calcul des
“fingerprints" pour les deux partenaires. Rappelques ce calcul se fait sur la base des
fonctions harmoniques sphériques.

Ce calcul conduit a 3 fichiers de sortie en forditérent :

» .Xyz : donne les coordonnées de la surface moliéeydaur la visualisation

» .coef: donne les coefficients des coordonnéesa deuicture 3D de la molécule

« fp.out : donne des informations sur I'ensemblerdggssus de calcul de surface

Nous avons donc soumis chacune des structures 8Dtaechimiotheque a ce calcul.

Le calcul de la surface de la cavité nécessitéclder PDB du récepteur et
également l'introduction des coordonnées du batyeele la cavité. Ces dernieres sont
obtenues grace a VMD.

Bien entendu, le temps de calcul de ces surfadcderedion des performances du PC
utilisé ; il est de l'ordre de 1 a 2 minutes, paucture 3D, sur un Pentium IV (3.20
GHz, 3.19 GHz). Pour traiter n8272200bjets 3D, organisés en familles, nous avons
réparti nos calculs sur des PC structurés en ctuste également sur la grille :
Grid5000%2,

C2- Comparaison des fingerprints

Cette comparaison nécessite les fichiers en fornmef de chaque
échantillonnage de molécules et également cella davité. Ces calculs, qui prennent
relativement peu de temps (~ 2s/molécule sur urtil?enlV), générent un tableau
classant la complémentarité des surfaces des coefes selon le meilleur RMSD par

rapport a celle de la cavité du récepteur.
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C3-Filtrage des molécules

Le premier filtrage de notre chimiothéque consgstdiminer les objets 3D dont
la complémentarité de surfaces avec la cavité estvaise. La question qui se pose
alors est : a partir de quelle valeur du RMSD allanus écarter ces objets ? Pour cela,
nous nous sommes basés sur un travail andfGsieffectuant sur des molécules dont
I'activité antagoniste sur CGHKest connue expérimentalement. Il ressort de caitieé
que la molécule la plus active présente un RMSO &gd,56. Ce résultat nous a
conduit a écarter tous les objets dont le RMSDsegérieur a 0,86 tout en gardant une
seule conformation pour chaque molécule. Ainsndebre de molécules issues de ce
premier filtrage est égal¥2443 Nous avons conforté ce seuil grace a une viialis

via VMD de la complémentarité des surfaces ligaadte.

D- Préparation des fichiers pour le docking molécal&@OLD

Il est important de noter que le logiciel GOLD arnait les structures telles
gu'elles sont dans le milieu physiologique. Pola,aen programme développé par I'équipe
eDAM permet d'établir I'état d'ionisation des liganQuant a l'ionisation du récepteur,
nous l'avons effectué sous INSIGHT II. Les fichidesdonnées sont en format mol2 pour
le récepteur et les ligands. La technique du dackimus GOLD nécessite également un
fichier contenant les coordonnées de la cavité.

Comme ce docking fait appel a la flexibilité dualgl, nous avons opté pour 20
conformations de ce dernier. Les résultats du daclksont donnés sous forme de
classement des molécules selon leur meilleur sdeeppelons que ce score estime
I'affinité entre le ligand et le récepteur. L'arsalydes résultats conduit a retenir les 20%
premiers ligands présentant les meilleurs s&dte€e filtrage par docking semi flexible
réduit notre base de donnée8&8 molécules présentant une affinité potentiell&gard

du récepteur CCK

E- Calcul des énergies d’interactions ligand/récepteur

Afin d’effectuer un calcul d’énergies d’interact®plus rigoureux, il est préférable
d’avoir recours a un logiciel utilisant un champ fdece. Nous poursuivons donc le
criblage an moyen du programme Discover d'INSIGH planté sur la station de travail
Silicon Graphics. Une minimisation est d’abord effee sur le complexe afin de relaxer la

structure. Pour cela, nous avons employé la méthdadgradient conjugué en effectuant
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1000 itérations. Le champ de force employé est C#EE® qui utilise le potentiel de
Lennard-Jones pour le terme de vdW. L'énergie dfettion que nous avons calculée,
pour les363 complexes issus de GOLD, comprend uniquement deuwrets : van der
Waals et électrostatique.

Sur les363 complexes issus du précédant filtrage (GOIAIP possédent une énergie
d’interaction négative.

Nous n‘avons pas pu soumettre les complexes aueddiitre de VSM-G qui consiste a
réaliser une dynamique moléculaire nécessitantdoeguude temps de simulation, nous
avons pour cela opté pour un calcul d’énergie lieeliaison on line et au moyen d’un

programme disponible sur le serveur BAPPL

F- Calcul des énergies libres de liais@Gyinging

La superposition des classements de scores des fiitoés utilisés, sur les 100
meilleures molécules de chacun de ces filtres, regsortir du lot quatre ligands figurant
simultanément dans les classements issus de MSSHDGet Discover. Dans le but de
conforter nos résultats, nous avons tenu compfaalaur entropique en soumettant les quatre
candidats-médicaments a un calcul d’énergie lilmdialson. Le protocole de calcul utilisé
par BAPPL est rapide et approprié au criblageugirtie chimiotheque. Il consiste a prédire
les affinités de liaison entre une protéine etlggand. Cette technique de calcul est basée sur
une fonction de score empirique comprenant l'émerde van der Waals, I'énergie
électrostatique et celle des interactions hydropbhob faut noter que cette méthode de calcul
a été validée sur un ensemble hétérogéne de 16pleaes, ligand/récepteur, donnant de
bonnes corrélatioff§ entre les énergies libres de liaison calculées dims) et

experimentales.
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| - INTRODUCTION

Dans ce chapitre, nous présenterons les principgaultats issus de chaque filtre du
criblage que nous avons effectué. Nous donnercaisrdégnt la stratégie que nous avons mise

en ceuvre pour valider le protocole de criblage s&ldpns cette étude.

Il - RESULTATS ET ANALYSE
A- MSSH

Rappelons que le premier filtre, de I'outil debtage que nous avons utilisé : VSM-G,
est le MSSH qui consiste a calculer et a compa®isurfaces du ligand et de la cavité du
récepteur. Cette comparaison s’effectue sur la Bada valeur du RMSD, notons que plus la
valeur du RMSD est petite plus la complémentarigg¢ slirfaces est grande. Dans la
littératuré*™®, on dit qu'un ligand s’emboite mal dans la cavitérécepteur lorsque le RMSD
entre les deux surfaces est supérieur a 2A. Datie nas, I'étude par complémentarité de
surfaces a donné des valeurs de RMSD comprises [Brid8 et 1.203. Dans le tableau, ci-
dessous, figure le détail des valeurs de RMSD deknmous structures.

Tableau 1: Valeurs des RMSD issus du docking MSSH

RMSD
Sous structure

Minimum Maximum
ADAM 0.684 1.016
ADAM-O 0.797 0.999
ALCOOL 0.713 1.189
Azabicyclononane 0.687 1.004
azaspiro44nonane 0.784 1.013
azaspiro45decane 0.783 0.905
azaspiro55undecan3amino 0.867 0.885
AZEPANE 0.618 1.158
BCHA 0.676 1.081
BENZODIADIAZEPINE 0.674 0.979
CARBOXYLATE 0.761 1.180
F O 0.718 1.192
IMIDAZOLE 0.838 1.084
INDOLE 0.634 1.164
ISOQUINOLINE 0.704 0.993
METHOXY 0.761 1.070
NAPHTYL 0.851 0.878
NHCO 0.743 1.187
PENTANONE 0.782 1.024
PHENYL 0.725 1.191
PROPANONE 0.662 1.143
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pyrazoleH 0.798 1.024
PYRAZOLONE 0.792 1.024
PYRIDINE 0.871 1.192
PYRIDYL 0.758 1.174
PYRROLIDINONE 0.729 1.124
QUINAZOLINE 0.725 1.203

QUINOLINE 0.799 1.080
SULFONAMIDE 0.727 1.135

Le domaine de variation des valeurs du RMSD indique les847 2200bjets 3D soumis a
MSSH ont une bonne complémentarité de surface-vis-de la cavité du récepteur utilisée.
Ce résultat peut étre di a la petite taille de ligzds qui semblent s'imbriquer aisément
dans la poche. Nous illustrons dans les figuragessous, a titre indicatif, les représentations

des complémentarités des surfaces ligand/caviteéckpteur avec le plus petit RMSD puis

avec le plus grand RMSD

Cavité de CCK;

Ligand

Figure 1: Complémentarité des surfaces de la cavité deptéar CCK et du ligand avec
RMSD =0.618
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Cavité de CCK;

Figure 2 : Complémentarité des surfaces de la cavité deptéar CCK et d’'un ligand avec
le plus grand RMSD = 1.204

Dans le but d’analyser nos résultats et de procaéddiltrage, nous nous sommes basés,
comme nous l'avons mentionné dans le chapitre fefté sur un travail analogtle
s'effectuant sur des molécules dont [l'activité gotaste sur CCK est connue
expérimentalement. Il ressort de cette étude queolacule la plus active présente un RMSD
égal a 0,56. Ce résultat nous a conduit a écaner les objets 3D, issus de MSSH, dont le
RMSD est supérieur a 0,86 et en gardant que ldeussl conformation pour chaque composeé.
Ce qui réduit notre chimiothequeld 443molécules.

Afin de poursuivre le processus de criblage, noums soumis led2 443molécules au

filtre suivant qui consiste a effectuer un dockaggni-flexible au moyen du logiciel GOLD.

B- GOLD

Nous avons fixé le nombre de docking a 20 pour @baqolécule ; ce choix résulte d'un
compromis entre le temps CPU du docking et la liiéii¢ des molécules constituant notre
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chimiothéque. Il faut noter que la moyenne desgbotations de ces molécules est voisine de
10. Les calculs de docking ont été répartis surluster contenant 8 nceuds (8 PC).

Le docking semi flexible de GOLD a généré des scaoee fitness compris entre [90,28 et -
149,32]. Nous donnons ci-dessous le détail deésesdtats :

Tableau 2: Résultats issus du docking par GOLD

Score de fitness GOLD
Sous structure _ . Nombre de
Maximum Minimum o
score négatif
ADAM 67.10 21.58 0
ADAM-O 54.93 29.77 0
ALCOOL 71.03 -127.98 13
azabicyclononane 62.72 30.50 0
azaspiro44nonane 70.37 9.61 0
azaspiro45decane 49.44 19.97 0
azaspiro55undecan3amino 48.07 28.92 0
AZEPANE 90.28 -149.32 27
BCHA 79.43 -65.56 11
BENZODIAZEPINE 86.73 35.06 0
CARBOXYLATE 75.03 -128.21 10
F O 68.04 -128.15 3
IMIDAZOLE 67.78 39.79 0
INDOLE 89.22 -15.03 2
ISOQUINOLINE 56.50 -5.50 1
METHOXY 66.26 24.42 0
NAPHTYL 36.23 31.75 0
NHCO 72.03 -109.69 20
PENTANONE 59.48 19.45 0
PHENYL 69.49 -128.18 22
PROPANONE 74.39 -33.69 4
PyrazoleH 66.37 40.74 0
PYRAZOLONE 61.63 40.54 0
PYRIDINE 72.80 -116.80 3
PYRIDYL 61.84 35.06 0
PYRROLIDINONE 71.14 -14.32 1
QUINAZOLINE 84.60 33.43 0
QUINOLINE 60.74 -7.80 1
SULFONAMIDE 73.61 -128.15 206

Il est important de souligner que 324 moléculessedent des scores de fitness négatifs,
indiquant leur mauvaise adaptabilité a la cavit@saérée ; ce qui nous a conduit a leur

exclusion de la suite du criblage.
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Nous avons poursuivi le criblage en l'effectuantiquement sur 20% des premieres
molécules issues du classement de G®LDe critére de sélection conduit & ne retenir que
les molécules ayant un score de fithness comprig éat2 et 90.28 A l'issu de ce filtre, notre

chimiothéque se réduita63 composeés.

Comme nous l'avons noté dans le chapitre précédantpgiciel GOLD utilise
I'algorithme génétique pour I'exploration de I'espaconformationnel de la molécule et se
base sur des fonctions de scores empiriques pawmegs’énergie d’interaction entre les
résidus du ligand et de la cavité. Ceci nous a witmc valider les scores de gold par un
calcul d’énergie d’interaction au moyen de Discowvetus dans le logiciel de modélisation
INSIGHT 117,

C- Discover

Cette étape a pour objectif de classer les compleseton I'énergie d’interaction

calculée dans un champ de forces.
Discover est un module du logiciel INSIGHT Il pertaet, entre autres, de relaxer les
complexes et de calculer les énergies d’interastemtre le ligand et le récepteur. Pour cela,
nous avons minimisé les structures issues de GOaUD moyen du gradient conjugué et en
effectuant 1000 itérations dans le champ de fo@¥BF. Les résultats sont récapitulés dans
'annexe 2.

Les résultats issus de ce calcul dénergie dicteva présentent pour certains
complexes des énergies positives, exprimant amsi instabilité. De plus, au cours de
I'analyse des résultats, un cas particulier aéatistre attention qui est celui d’'une molécule
présentant une énergie d’interaction positive atprelle possede le meilleur score dans le
docking par GOLD. Ce résultat semble étre d aatare de la fonction de score qu'utilise
GOLD par défaut. En effet, pour chaque groupemeunh dysteme donné, la fonction de
score (dans notre cas la Goldscore) définit desnpatres dont la somme constitue le score de
fitness. Il faut noter que lorsqu’un groupementsh’jgas paramétré, la Goldscore lui attribue
une valeur nulle engendrant ainsi un tres hautesebun "faux positif’. Le groupement en
question, non défini dans GOLD, est illustré dansttucture de cette molécule (figure 3) qui

concerne également certains membres de la famdEPRANE.
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"'\-\_\_\_\_u

Groupement non
identifié par Goldscore

Figure 3: Structure 2D de la molécule possédant le meibeore de GOLD

[11- DISCUSSION

La poursuite de I'analyse des résultats montre daes I'ensemble, les scores issus
des 2 calculs concordent. Afin de déterminer nliéte de touches, nous avons superposé les
3 classements de scores des différents filtreségit MSSH, GOLD et Discover. L'analyse
des 100 meilleurs scores issus de chaque filtterdaisortir 4 molécules communes. Ces
composés constituant désormais notre liste de Hesicou des candidats-médicaments
posseédent de bons classements par rapport auxgBaprmmes de calcul. Nous donnons ci-

dessous la structure bi et tridimensionnelle delaules formant cette liste de touches :
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ZINC00623727 ZINC00695253 ZINC00695350 ZINC00695437

Figure 4: Structure 2D et 3D des ligands de la liste delies et leur code Zinc respectif

Les quatre candidats-médicaments issus du cribldge notre chimiothéque
appartiennent a la famille des "indoles". Noton® dindole est un des groupements
fonctionnels associés & une importante activitéobique du récepteur CGR®.

Nous récapitulons ci-dessous certaines caractgrestj issues de la base de données Zinc,
relatives aux quatre molécules constituant la igt¢ouches.
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Tableau 3: Caractéristiques de la liste de touches
Code Zinc et Caractéristiques
formule Nom IUPAC Fournisseurs| PM
i ) HBD | HBA | RL
moléculaire g/mol
°Asinex
°ChemDiv
R N-(3-(3,6-dichloro-#H-pyrazol- °|BScreen
9-yl)-2-hydroxypropyl)-N-
Yj-2-hydroxypropy) °Pharmeks | 543.46 1 6 8
Co7H24CILN,O4S (furan-2-ylmethyl)-4-
.| °PubChem
methylbenzenesulfonamide
°Sigma-
Aldrich
Ethyl 1-(3-(1-benzyl-H-indol-
ZINC00695253 | 2-yl)-4-
o ComGenex| 508.66 O 5 10
CoeH3zeN203 phenylbutanoyl)piperidine-3-
carboxylate
3-(1-benzyl-H-indol-3-yl)-N-
ZINC00695350
secbutyl-3-(3,5- ComGenex| 470.61 1 5 10
CagH34N203 . .
dimethoxyphenyl)propanamide
Ethyl 1-(3-
(3benzyloxy)phenyl)-3-(1-
ZINC00695437
methyl-1H-indol-3- ComGenex| o166 0 6 | 10
C32H35N204 . L
yl)propanoyl)piperidine-3-
carboxylate

PM : poids moléculaire, HBD : nombre de liaison hygikae donneur, HBA : nombre de

liaison hydrogene accepteur, RL : nombre de rotatiliores.

Dans le souci de valider les résultats du deriliee fitilisé, Discover, nous avons effectué un

calcul d’énergie libre d'interaction au moyen duwveer BAPPL!?, disponible sur le web, sur

les 4 molécules susceptibles d’étre des antageniXDK;.

Nous présentons les résultats de I'ensemble déératits programmes de calcul

employés, dans le tableau suivant :
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Tableau 4: Récapitulatif des résultats obtenus pour leslidats-médicaments

Score Score Energie Energie libre
Molécule Structure 2D MSSH (A) GOLD d’interaction de liaison
(kcal/maol) (kcal/mal)
L
-
1 ”5 0.675 80.28 -113.89 0.3
2 =Y 0.643 80.69 -125.56 -0.13
“/ \[‘\ {
" / i —
\\\’(/\\
£
v /
Sy
3 B ?J// 0.671 80.76 -110.64 -0.17
> -
—
.
/
)
4 R 0.684 80.44 -127.67 -0.17
I T
ey o

Comme expliqué dans le chapitre I, la prédictaes affinités de liaison entre le
ligand et le récepteur, en tenant compte du faetropique, au moyen de BAPPL, passe par
une fonction de score qui résulte de la somme deorBposantes énergétiques (vdW,
électrostatique et hydrophobe). Les résultats pediune bonne interaction entre le ligand et
le récepteur, les valeurs des énergies libres étgdtives. De plus, nous avons comparé nos
valeurs avec une étude similaire faite sur desganiates dotés d’activités expériment8les
qui montre que des composés actifs possédent desrvad’énergies libresAGping)et
d’interaction (E) voisines des valeurs que nous avons obtenuestf&n e des molécules
actives, de cette étude présente les valeurs d’énergies suivanteBg;ng = -0.19 kcal/mol et
Ei = -140 kcal/mol. Cependant, le cas de la moléadée 1 dans le tableau 4, présente une

énergie libre de liaison positive alors que sorrgeed’interaction indique une bonne affinité
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sur le récepteur CCKSuite a une comparaison structurale, nous imguterdésaccord a une

mauvaise définition des paramétres liés au chlore.

Nous présentons ci-dessous I'analyse des modaaisienk issus des dockings effectués. Au

moyen du logiciel SILVERY nous avons visualisé les interactions mises erefjewus les

récapitulons dans le tableau suivant :

Tableau 5: Interactions entre le récepteur C# les ligands constituant la liste de touches
(e): électrostatique(h) : hydrophobe

Structure moléculaire

Liaisons hydrogenes

Autres interactions voisines

Atome

- Distance - Atome du Distance
Résidu CCK; IigdaL:’]d A) Résidu CCK; ligand A)
 Arg336 |SO 1,799 * Arg336 | H(C15) 1,893
(H) (H)
" « Arg336 |SQ 2,305 e Ala343 | Carbone 8| 2,660
# (NH) (C=0)
0 g{'l G2 « Arg336 | N 2,544 e Thr118 | SO 2,528
i (NH) (©)
[ ] C7 e Asnlo4 H (C1) 2,670
w Nozl (H)
. Asnl94 |H(Cc2) |&710
(H) 2,494
{ e Asnl94 |H(C7) '
15 (H) 1,230
ufr « Thr117 |H(C7) '
i : (H)
L . Met121 |H(C20) | 1833
H2 (H) Cl 2
 Glyl22
(N) 2,450(e)
e Glyl22 |Cl2
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« Arg336 |C=0 |2,199 GIn207 | H(C30) |1,850
c2g=30 (NH) (H)
« Arg336 |C=0O |1,968 Ser180 | Carbone 29 2,686
(NH) (0)
H27C2'4. Arg345 H (C24) 1,672
; (H)
4 Thrll8 | c=0 2,668(€)
(COy)
)
Ca7 Ser180 | Carbone 27| 2,492
(C=0)
Val113 | Carbone 1| 2,548
2 (C=0)
Thr117 | C=0 2,236(e)
(0)
Thr117 | H(C1) 1,337
(H)
Arg336 |H(C30) | 1,380
i1 -
w1 “ (H)
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H:

t « Asn333 | Carbone 16| 2,490
[ (©) )
Hil « Asn333 | Oxygene 4 1,994(e)
\ (O)
« Leus0 |H(c1) 1,830
¢ - (H)
{1 e Leub0 | H(C2) 1,883
(H)
* Valll3 | H (C6) 1,760
(H)
« Valll3 | Carbone 6| 2,624
©)
* Thrll7 | H(C6) 1,722
16 (H)

* Phe330 | Phenyl |5 595(h)
.« lle352 | Phenyl |2 300(h)

« Arg336 |Indole 2,300(h)

Dans nos résultats nous avons retrouvé des acidegs appartenant au récepteur
CCK;, importants dans la formation de liaisons antagiesiCCK et cités dans la
littératuré*?>®, Le résidu arginine 336, en particulier, est appans toutes les interactions
formées par les 4 molécules de la liste de toudhdaut également noter I'importance de
I'interaction hydrophobe formée par le résidu Pie88le groupement phényl du quatrieme
ligand. Cette interaction en forme de "T" est lammeéque celle formée par I'antagoniste
pyridopyrimidique et le récepteur CG@KNotre résultat, en accord avec les travaux de la
littératuré®, montre que cette interaction semble conférertdailité nécessaire au ligand
pour se maintenir au fond de la cavité.

A titre comparatif, nous donnons dans le tableavast les résidus, du récepteur CCknis
en évidence dans des interactions pertinentes, ldahtéérature et dans nos travaux. Les

résidus, intervenant dans au moins 2 études diffése sont indiqués avec la méme couleur.
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Tableau 6: Comparaison de nos résultats avec ceux ddéeaalitire

Résidus pertinents de la littérature
Travaux de I'équipe Résidus pertinents de nos .
de Martin- Autres travaux "% travaux Molecule
Martinez *%1°)
Met195, Arg197, Arg336, Thr118, Met121,
Ser348, 11e329, Thrll7 Ala343, : 1
Asn333 Arg336 Asnl194.
ﬁ\rgnl??géA”regggg, , Val125, Arg336 Thri18, GIn207, )
Phe330’ Leu214, 1le329, Serl180, Arg345.
i Phe33Q Thrl117, Arg336, Thrl17 Vall13,
, Prol77, 3
Lys115, , lle51, Ser180.
Thr118, Vall125,
Leu53, Cys94, Leu356,
Leu214. Arg336,Asn333 ,
Trp39, GIn40Metl121, Phe330 valll3 4
Phe218, Trp326, € Thils aLls,
Tyr360. e

Nous représentons dans la figure suivante le sifeatson, molécule4/CCK Les résidus mis
en évidence, uniquement, par notre étude sont@&okm violet. Les autres résidus, colorés en

jaune et en rouge, ont été mis en évidence antén@nt a nos travaux et signalons que
certains sont communs a notre étude (Tableau 6).
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Figure 5: Représentation des résidus entourant la molégu{en gris) dockée dans le
récepteur CCK La trace du récepteur est représentée en bleu.
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- STRATEGIES ET DISCUSSION

Dans la seconde partie de nos travaux, nous avouk walider le protocole de
filtrage utilisé, moyennant un ensemble de prograsinha stratégie consiste a comparer les
résultats de deux filtres successifs en estimanmtolmbre de molécules communes a leur
classement respectif. Le but de cette corrélatginde valider la position de chaque filtre,
dans I'entonnoir. Le programme, écrit en Fortraadcwde le taux de molécules communes
apparaissant simultanément dans les classemest®s, issus des différentes techniques de

filtrage employées dans notre criblage virtuel.

A- Comparaison MSSH/GOLD

Dans le but de conforter les résultats obtenus M®8H, nous effectuons un docking
GOLD sur I'ensemble des molécules de la chimiotkefl 947. Le classement des RMSD
issus de MSSH est comparé au classement des sderdisness issus de GOLD, sur
'ensemble des molécules. Les résultats sont pt&seous forme de tableau et histogramme
suivants:

Tableau 7: Comparaison entre les classements MSSH et GOLD

Nombre de molécules | Taux de molécules communes diglassements de score(%)
100 7
200 11
300 20
400 26
500 27,8
600 30,67
700 32,14
800 31,75
900 32,67
1000 33,2
1500 30,67
2000 29
3000 27,8
4000 27,92
5000 29,94
6000 31,72
7000 33,3
8000 36,13
9000 38,13

10000 40,11
20000 60,03
30000 79,65
40000 99,73
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Figure 6 : Taux de molécules communes aux scM8SH/GOLD

L’analyse des résultats des deux classements méwvidence un palier autour des 1000
premieres molécules communes aux scores MSSH etDGEh d’autres termes, pour ces
1000 meilleurs scores des deux docking, MSSH dtz@orrespond un taux de 33,2% de
molécules en commun. Il est important de noterpue les 10 000 meilleurs scores, ce taux
devient égal a 40,11%. Ce qui veut dire que pouirem 20 % de la chimiotheque (10 000
premieres molécules), nous obtenons un taux decame®communes aux deux scores, égal a
environ 10 % de la chimiothéque (taux de 40 %).

L’analyse de ce résultat montre que GOLD peut @itisé a la suite du filtre MSSH ; ce qui
permet d’épargner partiellement les calculs praifgbgque nécessite GOLD.

Il faut noter que la question de temps que prehdnaidocking rigide par rapport a un
docking semi-flexible a son importance surtout does le criblage concerne des
chimiothéques contenant des millions de molécutes. effet, le temps moyen CPU
consommeé par GOLD pour une molécule de notre chimague est de 21 mn alors que celui

consommeé par MSSH est de 2,43 s.
Nous avons, également, cherché a connaitre leigpusiiment des 363 molécules, issues

du filtre GOLD, dans le classement comparatif MSSBILD. Les résultats ont montré que

dans les 1000 premiers scores nous retrouvons de0&és 363 molécules. Il est bon de noter
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gue le taux de présence devient égal a 75% lodsmu@ousse I'analyse aux 10 000 premiers
scores obtenus par MSSH et GOLD.

B- Comparaison GOLD/Discover

La recherche d’'une éventuelle corrélation entredssltats de GOLD et de Discover s’est
faite sur le classement des 363 complexes. Ledtatsussus de la comparaison entre les
scores de fitness de GOLD et les énergies d'intieracle Discover sont donnés dans le

tableau et I'histogramme suivants :

Tableau 8: Comparaison entre les classements GOLD et Déscov

Nombre de molécules Taux de molécules communes auix
2 classements de score (%)
10 0
20 10
30 6.7
40 5
50 12
100 32
200 60
300 79
90 1
80
70 1
60 |
S |
g
5
§ 40
[aW
30 |
20 1
10 |
0 T T T

10 20 30 40 50 100 200 300

Nombres de molécules

Figure 7 : Taux de molécules communes aux sc@@4.D/Discover
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A la moitié des 363 molécules issues de GOLD, spoad un taux de molécules communes,
aux 2 filtres GOLD et Discover, égal a 60 % monti@nsi la fiabilité des scores de GOLD a

prédire un bon classement (dans la limite des d@aisade sa fonction de score).

Le détail des résultats de ces études comparastggésenté dans I'annexe 3.

V- CONCLUSION

Les quatre candidats-antagonistes issus de ndllage, présentent des groupements
fonctionnels, révélés importants dans la littéeaguant a leur activité sur le récepteur GCK
Nous comptons les soumettre ultérieurement a dgs éxperimentaux ; ce qui conforterait

notre étude théorique.

Malgré la divergence de leurs scores pris sépargrnendifférentes techniques de
criblage utilisées, semblent avoir un bon pouvoiédpctif. En effet, leur application
successive, de la plus rapide a la plus précisermip de filtrer notre chimiothéque de
850 000 objets tridimensionnels a 4 molécules giddes de présenter une activité

antagoniste sur le récepteur CCK

La "validation" du processus de criblage employésna donné des résultats satisfaisants,
confirmant ainsi la position "stratégique" de chadjlire dans I'entonnoir.

Notons également que le processus de validatiggratocole, que nous avons mis en oeuvre
indépendamment de VSM-G, met en exergue la nééesdittiliser des filtres
complémentaires et croissants en précision ; c@eumet de conclure que cette technique de

criblage virtuel semble adaptée a la rechercheaddidats antagonistes CEK

Cependant, au cours de notre criblage nous n’erslymas le risque d’écarter des
molécules "réellement” affines au récepteur Qs composés exclus sont appelés les
"faux négatifs". Il est vrai qu’a chaque étape ifluaje, nous avons essayé de minimiser cet

état de fait, mais le risque d’éliminer des "hpstentiels reste toujours présent.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans cette ere post-génomique et protéomique owcbmnait de grandes avancées en
chimie organique combinatoire et techniques infdimo&s, le criblage moléculaire virtual
haut débit s’avere comme une méthode tres utileefiat, cette méthode de travail est
incontournable pour qui veut éviter de procédeeardp nombreux essais, colteux, par la
technique du criblage a haut déinitvitro; ceci tout en explorant une diversité moléculaire
plus importante. En outre, le criblage virtuel petraiiaccélérer et de rationaliser la recherche
de molécules innovantes, qui sont des tétes de [géur la recherche de molécules actives sur

des cibles biologiques importantes en thérapeutique

Dans le premier chapitre nous avons présenté I'aperendogene, cible moléculaire
de nos recherches a savoir la cholécystokininaj giure ses récepteurs membranaires. Cette
mise a jour des connaissances nous a permis de l&ipoint sur les sites de liaisons
pertinents issus d'études effectuées sur le régeperiphérique, CCK et quelques uns de

ses ligands (agonistes et antagonistes).

Le deuxieme chapitre est consacré a la présentdéisnméthodes issues du drug
design. Nous avons donné le détail des technigssllas de la modélisation moléculaire et
les techniques utilisées en particulier dans leecdd criblage virtuel par les différents types

de docking moléculaire.

Le troisieme chapitre concerne la méthodologie mmes avons adoptée pour mener
notre recherche de molécules susceptibles d’étse cdedidats-antagonistes du récepteur
CCK;. Nous avons collecté nos molécules a partir dioage de données, disponible sur le
web et en effectuant une recherche par sous steuggharmacophorique’. Le modéle du
récepteur utilisé dans nos travaux est le modelgiceet validé expérimentalement par
I'équipe de Madame Martin-Martinez. Ce modéle gstread 3D présente une cavité propre
aux ligands utilisés pour son élaboration, a saesidérivés pyridopyrimidiques. Nous avons
criblé notre chimiothéque a I'aide de I'outil loticgie Virtual Screening Manager for Grids
(VSM-G). Ce dernier comporte une succession derproges jouant le réle de filtres
moléculaires. En effet, ces techniques de criblage slassées de la plus rapide, mais moins

efficace, a la plus précise.
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Dans le quatriéme chapitre nous avons présentgresnier lieu, les résultats issus du
criblage de notre chimiothéeque. La liste de touckstsformée de quatre ligands qui ont
reproduit certains aspects décrits dans la litiléeatoncernant les interactions mises en jeu
entre le récepteur CGKet les antagonistes non-peptidiques. En second tieus avons,
d’abord, exposé la stratégie employée pour valeeritechniques de criblages utilisées puis
on a présenté les résultats des corrélations kestfédtres successifs.

En conclusion, la liste de touches résultante deenotiblage comportant quatre
candidats-antagonistes, présente des groupemeamttoftnels révélés importants dans la
littérature quant a leur activité sur le récept@EK;. Ces quatre candidats-médicaments
seront ultérieurement proposés aux équipes dedisvds pour des tests expérimentaux ; ce

qui complétera notre étude théorique.

La validation du processus de criblage employé @odisnné des résultats satisfaisants,
validant la position de chaque filtre dans I'entomnMalgré la divergence de leurs scores
pris séparément, les différentes techniques ddagebutilisées, semblent avoir un bon
pouvoir prédictif. En effet, leur application sucsies, de la plus rapide a la plus précise a
permis de filtrer notre chimiotheque de 850 000etsbjtridimensionnels a 4 molécules
susceptibles de présenter une activité antagosistée réecepteur CGKNotons également
que le processus de validation du protocole, ques myons mis en oeuvre indépendamment
de VSM-G, met en exergue la nécessité d'utiliserfidres complémentaires et croissants en
précision ; ce qui permet de conclure que cettienigae de criblage virtuel semble adaptée a

la recherche de candidats antagonistes £CK

Cependant, au cours de notre criblage nous n’erslymas le risque d'écarter des
molécules "réellement” affines au récepteur GQFes composés exclus sont appelés les
"faux négatifs". Il est vrai qu’a chaque étape ifluaje, nous avons essayé de minimiser cet
état de fait, mais le risque d’éliminer des "hifgtentiels reste toujours réel. Donc, en
perspective de nos travaux et dans le but d’acélércriblage virtuel au moyen de VSM-G,
nous projetons d’introduire en amont du traitem@atla chimiotheque, un pré-filtrage par
rapport a un modele statistiqgue QSAR, basé surcdises topologiques, permettant ainsi

d’améliorer la répartition en vrais positifs etigraégatifs.
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Annexe 1

Liste des 20 acides aminés naturels avec quelquesigtés.

ANNEXE 1

FORMULE NOM CODES PROPRIETES STRUCTURALES
H
M- C-Co0”
3 | Glycine Gly - sans radical
H
|
"Ha - C-Co0” Alanine Ala - Petite taille
CHz
|
> +H3N—I?—I:00_ . _
2 H-G-CH, Isoleucine lle - Aliphatique
o CH,
[e) I
o CH
c
S H
L= N .
2 H3h- C -C00 Micha
= il Leucine Leu - Allphatique
- CH
o
_g H,C CHg
>
£ H
| -
8 *HaN - C - Coo o
= eH - Aliphatique
= L Méthionine Met - Soufré
< CHg
0 5
=] |
= CH.,
"
+H3H—LT—E00_ _
CHZ Phénylalanine ~ Phe g - Aromatique
|
T
H
i i
*HaN- C-C00 Rigide
2 : - Contient un groupement
H.C CH Proline Pro P dai
2L SNz secondaire
CHaz
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H

. I -
HgM- C-CO0

1
CH

12 -Aromatique
C=CH Tryptophane Tr W, -
R yptop P -Donneur de liaisons H*
H
*HN- € -Co0™
=T : - Aliphatique
iy Valine val Vv phatig
H,C CHy
"HN——CH—COO"
(|3H - Donneur et accepteur de liaisor
B H”
Asparagine Asn N . . .
C=—C parag - Contient la fonction amide
’UT NH2
g
@ | "HN——CH—COO
) )
& | - Soufré
a THZ Cystéine Cys C| - Responsable de la formation de
= ponts disulfure
o SH
o
IS
- 'H;,H—CIH—CDC-
3B |
CHg ..
% | - - Donneur et accepteur de liaisor
< CH. : H*
=} . Glutamine GlIn . . .
c | Q. Contient la fonction amide
o C—0
c
o |
‘O NH
=
S
< | *HN—CH—COO
0 ..
3 | - Donneur et accepteur de liaisor
2 CHz Sérine Ser S| H*
| - Hydroxylé
OH
"HN——CH—COO'
| - Donneur et accepteur de liaisor
CH—OH Thréonine Thr T| H*
- Hydroxylé
CHa
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+H3N—(|3H—COO'
|
CH, .
- Aromatique
- Donneur et accepteur de liaisor
Tyrosine Tyr H*
-Contient le groupement phénol
OH
H
. | -
HaN - C -C00
|
= IfHE Basi
0 - - Basique
) Arginine Ar s
= 'I:HE 9 9 - Donneur de liaisons H*
°© CHa
N | .
0 C=MHz
\% |
E HHE
S H
o . I -
S Hah - C -C00 - Basique
£ CH, - Aromatique
= ||:- HH Histidine His - Donneur et accepteur de liaisor
0N *
8 | cH H
o £
8 C-H+
L H H
S
< Lo
0 HM- C - Coo
% I
= CH
< L Basique
CHz Lysine Lys 7 :
I y y - étendue et flexible
CH=
|
CH=
|
NHz"
|5 j
+ -
§ m ! E . Aspartate As - Acide
Z g EHE P P - Accepteur de liaisons H*
D= coo”
c O
8 2 H
\ w I _
S|  *HM-C-Coo
& % | - Acide
f,‘:) < tHa Glutamate Glu - .
S - Accepteur de liaisons H
S CHz
S |
< Coo

* liaisons H = liaisons hydrogéne.
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» Agoniste:

Un agoniste(du latin tardifagnistg ‘contester’, du greagnists ‘contestataire’, degn,
‘contester’) est une molécule (le peptide endogarde médicament) interagissant avec un
récepteur membranaire attivant celui-ci. L'agoniste mime en général le messagdiaat
habituellement avec le récepteur en question.ut gre plus ou moins sélectif pour un type
de récepteur.

> Agoniste inverse

En pharmacologie, uagoniste inverseest un agent qui interagit avec le méme récepteur
gu'un agoniste de ce récepteur mais ne produitgffet pharmacologique de lI'agoniste.

» Antagoniste

Un antagonisteest une molécule interagissant avec un réceptearbranaire ebloquant sa
fonction.

» Reégles de Lipinski

Lipinski et al. ont établi la régle des 5 stipulgae pour devenir un médicament, une
molécule doit posséder 3 des 4 propriétés suivantes

Poids moléculaire500

logPcalc< 5

Nombre de donneurs de liaisons<bl
Nombre d'accepteurs de liaisonstd
Nombre de rotules5

* & & o o

> Cibles orphelines

Cibles pour lesquelles aucun ligand n'a été ideéntif
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ANNEXE 2

Tableau regroupant les résultats, concernant leesde GOLD et les énergies d’interactions
calculées par Discover, pour les 363 complexes.

Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
1 ZINC01039093 74.39 -84.27 Propanone
2 ZINC00821012 72.34 -93.09
3 | ZINC03058581] 86.73 -98.74 Benzodiazepine
4 ZINCO03055753 82.42 -104.23
5 ZINC01657815 72.64 -94.41
6 ZINC02072804 72.71 -118.49
7 ZINCO03055914 81.33 -08.03
8 ZINCO03055937 80.65 -109.21
9 | ZINC03055938 79.33 -114.41
10 | ZINC03059969 79.10 -111.90
11 | ZINC0O3055755 79.29 -103.75
12 | ZINC03029178 78.53 -110.89
13 | ZINC03055934 77.63 -113.48
14 | ZINC03058582 77.53 180.98
15 | ZINC03051422 76.68 -127.31
16 | ZINC03059834 76.98 165.31
17 | ZINC03055752 75.07 -118.06
18 | ZINC03055946 75.22 -96.10
19 | ZINC03029182 74.96 -106.60
20 | ZINC03029189 74.77 -111.75
21 | ZINC03055713 74.65 -97.62
22 | ZINC03055806 74.15 -109.22
23 | ZINC03055917 74.04 -100
24 | ZINC03055951 74.56 -96.31
25 | ZINC03029166 73.13 -98.36
26 | ZINC03055936 73.61 -108.40
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille

27 | ZINC03029179 72.51 -111.89

28 | ZINC03029191 72.51 -115.48

29 | ZINC03055737 72.21 -110.22

30 | ZINC03055742 72.59 -107.76

31 | ZINC02881744 79.43 -91.92

32 | ZINC00969715 77.76 -81.02

33 | ZINC02636876 77.35 -96.75

34 | ZINC00655040 76.68 -82.98

35 | ZINC00979363 74.48 -80.33

36 | ZINC01461745 74.43 207.64

37 | ZINC00646006 74.41 -77.07

38 | ZINC00866604 74.39 -82.40

39 | ZINC00656683 74.23 -86.54

40 | ZINC01112301 74.21 -80.06

BCHA

41 | ZINC00714120 74.11 -90.98

42 | ZINC00835572 74.04 -98.29

43 | ZINC01462333 73.08 -85.57

44 | ZINC02882084 73.08 -75.84

45 | ZINC00645985 73.65 -88.26

46 | ZINC00656128 73.05 -71.68

47 | ZINC00656515 73.17 -84.31

48 | ZINC00780548 73.65 -92.64

49 | ZINC00870040 73.66 -81.20

50 | ZINC00979184 73.00 -79.41

51 | ZINC01171274 72.32 -82.34

52 | ZINC02899532 72.64 -75.14

53 | ZINC00634663 72.87 -75.18

54 | ZINC00043147 72.80 -73.16 Pyridine
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille

55 | ZINC00051736 72.61 -73.27

56 | ZINC00028437 72.51 -95.21 NHCO
57 | ZINC00036885 72.52 -92.16

58 | ZINC00911861 90.28 176.08 Azepane
59 | ZINC00911379 88.43 183.52

60 | ZINC00908931 87.19 186.44

61 | ZINC00907720 86.36 182.74

62 | ZINC00908934 83.15 190.33

63 | ZINC00893887 82.88 183.94

64 | ZINC00893488 82.64 181.01

65 | ZINC00911864 82.61 182.58

66 | ZINC00908644 82.60 184.13

67 | ZINC00893030 82.01 180.08

68 | ZINC01005807 81.48 -94.14

69 | ZINC00911385 81.47 186.88

70 | ZINC00910898 81.91 183.61

71 | ZINC00890336 81.32 184.46

72 | ZINC00909486 80.03 178.21

73 | ZINC00912293 80.12 179.02

74 | ZINC00907724 80.81 186.36

75 | ZINC00889033 80.79 182.99

76 | ZINC00909861 79.60 184.48

77 | ZINC00908643 79.80 181.78

78 | ZINC00890061 79.16 184.69

79 | ZINC00909862 78.68 196.27

80 | ZINC00912298 78.08 178.95
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
81 | ZINC00912304 78.91 182.19
82 | ZINC00781853 77.28 -71.00
83 | ZINC00930618 77.85 -75.63
84 | ZINC00894277 76.76 199.86
85 | ZINC00907722 76.07 183.42
86 | ZINC00909488 76.93 197.64
87 | ZINC00889315 75.99 207.10
88 | ZINC00754633 75.11 -87.18
89 | ZINC00715656 75.57 -95.32
90 | ZINC00908641 75.97 173.64
91 | ZINC00909484 75.67 174.44
92 | ZINC00922318 75.04 -70.06
93 | ZINC00660280 74.65 -95.34
94 | ZINC00706255 74.68 181.34
95 | ZINC00796429 74.00 -89.57
96 | ZINC00879924 74.73 -88.60
97 | ZINC00892932 74.09 210.60
98 | ZINC00893396 74.73 210.28
99 | ZINC00908639 74.15 191.35
100 | ZINC00909485 74.60 197.98
101 | ZINC00912290 74.39 184.67
102 | ZINC01016329 74.10 -87.93
103 | ZINC00654612 73.54 -86.42
104 | ZINC00660251 73.55 -84.12
105 | ZINC00665621 73.15 -94.22
106 | ZINC00790016 73.05 -100.47
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
107 | ZINC00823177 73.00 207.33
108 | ZINC00893486 73.60 183.05
109 | ZINC00893603 73.76 194
110 | ZINC00893606 73.21 196.63
111 | ZINC00893800 73.47 213.69
112 | ZINC00894002 73.42 199.12
113 | ZINC00907718 73.07 180.89
114 | ZINC00910095 73.69 172.95
115 | ZINC00919681 73.60 -97.72
116 | ZINC00931301 73.84 -76.69
117 | ZINC00983659 73.74 -81.52
118 | ZINC00889141 72.78 199.10
119 | ZINC00890129 72.34 193.37
120 | ZINC00911383 72.28 207.62
121 | ZINC00654334 72.54 -86.94
122 | ZINC00034079 75.03 -391.03 Carbosylate
123 | ZINC00046932 72.44 -76.93
124 | ZINC00696742 89.22 162.71 Indole
125 | ZINC00695380 88.37 166.30
126 | ZINC00696743 88.36 173.99
127 | ZINC00696647 87.96 163.97
128 | ZINC00696715 87.64 174.91
129 | ZINC00696725 86.07 -109.33
130 | ZINC00696785 86.27 159.85
131 | ZINC00706600 86.03 -115.45
132 | ZINC00705479 85.93 -104.27
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133 | ZINC00695267 85.74 161.24
134 | ZINC00706035 85.12 -127.02
135 | ZINC00634887 84.56 -124.88
136 | ZINC00695353 84.15 160.04
137 | ZINC00696717 84.81 -112.08
138 | ZINC00696633 83.90 153.65
139 | ZINC00696724 83.92 -111.38
140 | ZINC00696726 83.89 -112.91
141 | ZINC00696746 83.27 -106.51
142 | ZINC00695269 82.04 155.31
143 | ZINC00693223 82.86 -102.5
144 | ZINC00638627 82.79 -400.34
145 | ZINC00695461 82.02 147.62
146 | ZINC00696716 82.32 149.11
147 | ZINC00696719 82.99 -114.73
148 | ZINC00696734 82.52 162.58
149 | ZINC00705700 82.51 -99.17
150 | ZINC00633586 81.49 -107.75
151 | ZINC00681091 81.29 -119.31
152 | ZINC00695251 81.35 173.64
153 | ZINC00696637 81.77 -109.86
154 | ZINC00696638 81.35 -104.99
155 | ZINC00696642 81.80 -101.87
156 | ZINC00696644 81.97 -110.51
157 | ZINC00696713 81.13 -111.73
158 | ZINC00696720 81.70 -113.63
159 | ZINC00696732 81.77 -109.35
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille

160 | ZINC00696745 81.38 -117.64
161 | ZINC00696748 81.65 -102.59
162 | ZINCO0707679 81.59 -116.63
163 | ZINC00716539 81.86 -116.05
164 | ZINC00720896 81.23 -84.81
165 | ZINC00723711 81.46 -121.02
166 | ZINC00623727 80.28 -113.89
167 | ZINC00660609 80.53 -86.69
168 | ZINC00688007 80.08 -102.79
169 | ZINC00695249 80.69 176.15
170 | ZINC00695253 80.69 -125.55
171 | ZINC00695258 80.17 -120.42
172 | ZINC00695350 80.76 -110.64
173 | ZINC00695437 80.44 -127.67
174 | ZINC00696635 80.68 -106.95
175 | ZINC00696640 80.24 -97.05
176 | ZINC00696714 80.26 -103.63
177 | ZINC00696718 80.31 -103.34
178 | ZINC00696733 80.62 -107.65
179 | ZINC00623782 79.07 77.81

180 | ZINC00629606 79.05 456.77
181 | ZINC00663600 79.64 -112.61
182 | ZINC00693217 79.82 -113.55
183 | ZINC00695346 79.37 -109.18
184 | ZINC00695431 79.19 150.45
185 | ZINC00696636 79.06 -97.92
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
186 | ZINC00696639 79.73 -108.68
187 | ZINC00696645 79.04 -89.29
188 | ZINC00696646 79.60 153.77
189 | ZINC00696712 79.23 -119.73
190 | ZINC00696727 79.09 -111.62
191 | ZINC00696731 79.46 -107.85
192 | ZINC00696749 79.97 -114.61
193 | ZINC00696786 79.35 -114.36
194 | ZINCO0706602 79.99 -106.82
195 | ZINC00706603 79.86 -99.05
196 | ZINC00709255 79.22 -113.93
197 | ZINC00709657 78.25 -102.93
198 | ZINC00707617 78.14 -108.5
199 | ZINC00696787 78.19 -103.95
200 | ZINC00696747 78.92 -112.38
201 | ZINC00696729 78.84 -93.25
202 | ZINC00696728 78.77 -107.14
203 | ZINC00696650 78.17 -90.06
204 | ZINC00696643 78.20 -105.93
205 | ZINC00695453 78.69 -122.65
206 | ZINC00695450 78.65 -119.30
207 | ZINC00695382 78.50 165.53
208 | ZINC00695355 78.14 156.28
209 | ZINC00695344 78.47 -119.12
210 | ZINC00693292 78.18 -107.02
211 | ZINC00693288 78.89 -126.91
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
212 | ZINC00681682 78.31 -101.5
213 | ZINC00681092 78.03 -118.85
214 | ZINC00679275 78.35 -92.43
215 | ZINC00660934 78.89 -103.35
216 | ZINC00640715 78.44 -120.00
217 | ZINC00633584 78.10 -94.70
218 | ZINC00629628 78.08 -108.90
219 | ZINC00623728 78.44 -120.06
220 | ZINC00723710 77.07 -119.19
221 | ZINC00718126 77.66 -95.12
222 | ZINC0O0707677 77.00 -110.52
223 | ZINC00696791 77.49 -95.77
224 | ZINC00696751 77.05 -88.92
225 | ZINC00696704 77.13 -107.56
226 | ZINC00695456 77.28 -122.43
227 | ZINC00695449 77.47 -117.85
228 | ZINC00695444 77.97 -112.66
229 | ZINC00695377 77.09 -90.93
230 | ZINC00695337 77.38 -118.84
231 | ZINC00695334 77.57 139.61
232 | ZINC00693293 77.86 -105.62
233 | ZINC00670036 77.55 -107.48
234 | ZINC00659424 77.56 -92.42
235 | ZINC00629624 77.26 -100.64
236 | ZINC00624295 77.31 -115.60
237 | ZINC00624293 76.83 -99.68
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Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
238 | ZINC00626553 76.61 470.87
239 | ZINC00633604 76.14 -103.53
240 | ZINC00640691 76.53 -102.72
241 | ZINC00643922 76.55 -116.68
242 | ZINC00666050 76.04 -98.81
243 | ZINC00680543 76.61 -90.81
244 | ZINC00693291 76.14 -124,07
245 | ZINC00693294 76.34 -111.48
246 | ZINC00693806 76.11 -110.49
247 | ZINC00695261 76.12 -123.59
248 | ZINC00695264 76.19 -97.19
249 | ZINC00695351 76.17 -111.78
250 | ZINC00695357 76.31 -114.19
251 | ZINC00695384 76.51 -109.27
252 | ZINC00695433 76.17 130.08
253 | ZINC00695465 76.91 -116.42
254 | ZINC00696721 76.86 -115.68
255 | ZINC00696737 76.11 -100.78
256 | ZINC00696750 76.71 -105.85
257 | ZINC00705699 76.25 -114.32
258 | ZINC00709693 76.46 -109.27
259 | ZINC00720017 76.06 -94.34
260 | ZINC00629615 75.34 -115.82
261 | ZINC00629626 75.08 -104.11
262 | ZINC00643586 75.11 -112.00
263 | ZINC00680558 75.62 -97.64

-114-



Annexe 2

Code Zinc Score GOLD | E;(kcal/mol) Famille
264 | ZINC00659434 75.94 -96.13
265 | ZINC00693220 75.44 -122.41
266 | ZINC00695271 75.42 -89.78
267 | ZINC00695336 75.82 142.34
268 | ZINC00695348 75.37 -108.47
269 | ZINC00695359 75.14 -108.47
270 | ZINC00695375 75.58 -117.55
271 | ZINC00695487 75.11 -112.59
272 | ZINC00696730 75.95 -105.22
273 | ZINC00696740 75.22 -106.24
274 | ZINC00706604 75.40 -80.30
275 | ZINC00713058 75.03 -108.64
276 | ZINC00720787 74.61 -106.51
277 | ZINC00726202 74.02 -96.16
278 | ZINC00712345 74.44 176.44
279 | ZINC00710740 74.91 -84.65
280 | ZINC00707540 74.30 -106.32
281 | ZINC00707253 74.65 -107.72
282 | ZINC00706248 74.00 -103.64
283 | ZINC00696792 74.60 -109.83
284 | ZINC00696752 74.79 156.90
285 | ZINC00696739 74.70 -108.99
286 | ZINC00696735 74.87 146.75
287 | ZINC00696705 74.70 -100.09
288 | ZINC00696689 74.66 172.81
289 | ZINC00696688 74.90 166.93
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290 | ZINC00696649 74.76 -100.92
291 | ZINC00696641 74.96 -90.37
292 | ZINC00695484 74.02 -110.89
293 | ZINC00695473 74.52 -119.26
294 | ZINC00695462 74.93 -124.80
295 | ZINC00695447 74.62 -117.91
296 | ZINC00695398 74.81 -112.72
297 | ZINC00695395 74.29 -98.96
298 | ZINC00695393 74.61 -93.44
299 | ZINC00695373 74.50 -103.05
300 | ZINC00695342 74.47 -106.53
301 | ZINC00693263 74.21 -112.19
302 | ZINC00693227 74.67 -113.9
303 | ZINC00678622 74.86 -82.69
304 | ZINC00659954 74.07 168.03
305 | ZINC00640572 74.57 -112.03
306 | ZINC00637814 74.31 -106.96
307 | ZINC00629641 74.36 -103.86
308 | ZINC00629610 74.49 -108.11
309 | ZINC00561439 74.55 -87.52
310 | ZINC00627313 74.82 -92.63
311 | ZINC00608088 73.64 -100.02
312 | ZINC00622467 73.93 -127.32
313 | ZINC00623733 73.44 -103.98
314 | ZINC00624031 73.93 -93.58
315 | ZINC00634571 73.80 -103.42
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316 | ZINC00634883 73.31 -104.38
317 | ZINC00643588 73.13 -91.28
318 | ZINC00644373 73.29 -117.27
319 | ZINC00660666 73.12 -95.63
320 | ZINC00664528 73.44 -111.05
321 | ZINC00695370 73.84 -101.72
322 | ZINC00695464 73.96 -113.02
323 | ZINC00695470 73.82 -111.07
324 | ZINC00696709 73.98 178.95
325 | ZINC00706428 73.74 -103.49
326 | ZINC00716703 73.98 -94.24
327 | ZINC00720573 73.34 -106.61
328 | ZINC0O0730097 73.01 -115.77
329 | ZINC00209328 72.77 -77.11
330 | ZINC00624249 72.76 -106.63
331 | ZINC00629635 72.59 -104.37
332 | ZINC00640642 72.38 -99.73
333 | ZINC00643589 72.90 -96.56
334 | ZINC00643590 72.74 -108.12
335 | ZINC00693260 72.98 -111.67
336 | ZINC00695367 72.34 -93.56
337 | ZINC00695386 72.76 -102.93
338 | ZINC00695440 72.80 -126.12
339 | ZINC00695475 72.92 -115.08
340 | ZINC00696703 72.84 -105.75
341 | ZINC00696738 72.51 -109.33
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342 | ZINC00696790 72.94 -91.92
343 | ZINC00707257 72.27 -116.33
344 | ZINC0O0707673 72.55 -106.00
345 | ZINC00718004 72.99 -115.95
346 | ZINC00719926 72.85 -103.36
347 | ZINC00720900 72.66 -97.20
348 | ZINC00665961 84.60 -110.68
349 | ZINC00704892 81.32 -107.78
350 | ZINC00633493 80.96 -114.81
351 | ZINC00644256 75.34 447.89
352 | ZINC00651175 74.02 -106.66
353 | ZINC00669359 74.85 -106.46
354 | ZINC00629619 73.69 -109.95 Quinazoline
355 | ZINC00633526 73.59 -95.24
356 | ZINC00704302 73.58 -102.06
357 | ZINC00633235 73.13 -109.22
358 | ZINC00669357 73.13 -99.56
359 | ZINC00624856 73.02 -93.56
360 | ZINC00622996 72.33 -101.5
361 | ZINC00676192 72.93 -94.47
362 | ZINC00268338 73.61 -64.33 Sulfonamide
363 | ZINC00308628 72.61 -87.53
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ANNEXE 3

Nous donnons ci-dessous les résultats issus durgonoge de comparaison entre les
classements de scores GOLD et d’énergie d’intenagbar Discover. Le pourcentage est

également indiqué

El no : numéro de classement de la molécule par rappssh énergie d’interaction

GOLD no : numéro de classement de la molécule par rappssh score GOLD

pour cent age pour |es 10 premiers: 0. 00
El no. 5 G@GOLD no. 17 nolecule ZI NCOO706035
El no. 8 GOLD no. 20 nolecule ZI NCO0634887
pour cent age pour |es 20 premers: 10. 00
El no. 5 G@GOLD no. 17 nolecule ZI NCOO706035
El no. 8 GOLD no. 20 ol ecule ZI NCO0634887
pour cent age pour |es 30 premers: 6. 67
El no. 5 GOLD no. 17 nolecule ZI NCOO706035
El no. 8 GOLD no. 20 nolecule ZI NCO0634887
pour cent age pour |es 40 preniers: 5.00
El no. 5 @GOLD no. 17 nol ecul e ZI NCOO706035
El no. 8 GOLD no. 20 ol ecule ZI NCO0634887
El no. 35 @GOLD no. 50 nolecule ZINCOO707679
El no. 38 GOLD no. 44 nol ecul e ZI NCO0O716539
El no. 45 GOLD no. 14 ol ecule ZI NCOO706600
El no. 48 GOLD no. 27 ol ecule ZI NCO0696719
pour cent age pour |es 50 premers: 12. 00
El no. 2 GOLD no. 77 nolecule ZI NCO0695437
El no. 5 GOLD no. 17 nolecule ZI NCOO706035
El no. 7 GOLD no. 71 ol ecule ZI NCO0695253
El no. 8 GOLD no. 20 ol ecule ZI NCO0634887
El no. 16 GOLD no. 54 nolecule ZINCO0723711
El no. 17 GCLD no. 82 nplecule ZINCO0695258
El no. 21 GOLD no. 62 nolecule ZI NCO0681091
El no. 32 GOLD no. 55 nolecule ZI NCO0696745
El no. 35 GOLD no. 50 nolecule ZINCOO707679
El no. 38 GOLD no. 44 nol ecul e ZI NCO0O716539
El no. 45 GOLD no. 14 nolecule ZI NCOO706600
El no. 47 GOLD no. 66 nolecule ZI NCO0633493
El no. 48 GOLD no. 27 ol ecule ZI NCO0696719
El no. 49 GOLD no. 87 nolecule ZINCO0696749
El no. 50 GOLD no. 100 nol ecul e ZI NCO3055938

El no. 51 @GOLD no. 99 nplecule ZINCO0696786
El no. 56 GOLD no. 79 nolecule ZI NCO0623727
El no. 57 GOLD no. 48 nol ecul e ZI NC0O0696720
El no. 58 GOLD no. 89 nolecule ZINCO0693217
El no. 61 GOLD no. 24 nolecule ZI NCO0696726
El no. 64 GOLD no. 92 npolecule ZINCO0663600
El no. 68 GOLD no. 18 nolecule ZI NCO0696717
El no. 75 GOLD no. 65 nolecule ZINCO0696713
El no. 79 GOLD no. 22 ol ecule ZI NCO0696724
El no. 84 GOLD no. 19 nolecule ZI NCO0665961
El no. 85 @GOLD no. 69 nolecule ZI NCO0695350
El no. 87 GOLD no. 42 nol ecul e ZI NCO0696644
El no. 91 GOLD no. 46 nol ecul e ZI NCO0696637
El no. 93 GOLD no. 47 nol ecul e ZI NCO0696732
El no. 95 @GOLD no. 13 nolecule ZI NCO0696725
El no. 100 GOLD no. 73 nolecule ZI NCO3055937
El no. 100 GOLD no. 74 nol ecul e ZlI NCO3055937
pour cent age pour |es 100 premers: 32.00
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ZI NC00695437
ZI NC03051422
ZI NC03051422
ZI NCO0706035
ZI NC00693288
ZI NC00695253
ZI NC00634887
ZI NC00693291
ZI NC00695261
ZI NC0O0695453
ZI NC00695456
ZI NC00723711
ZI NC00695258
ZI NC00623728
ZI NCO0640715
ZI NC00696712
ZI NC00681091
ZI NC00695450
ZI NC00723710
ZI NC00695344
ZI NC00681092
ZI NC00695337
ZI NC00695449
ZI NCO0696745
ZI NC00643922
ZI NC00707679
ZI NC00695465
ZI NC00716539
ZI NC00696721
ZI NC00624295
ZI NC00706600
ZI NC00633493
ZI NC00696719
ZI NC00696749
ZI NC03055938
ZI NC03055938
ZI NC00696786
ZI NC0O0705699
ZI NC0O0695357
ZI NC0O0709255
ZI NC00623727
ZI NC00696720
ZI NC00693217
ZI NC03055934
ZI NC03055934
ZI NC00696726
ZI NC00695444
ZI NC00663600
ZI NCO0696747
ZI NCO0696717
ZI NC03059969
ZI NC03059969
ZI NC00695351
ZI NC00696713
ZI NC00696727
ZI NC00693294
ZI NC00696724
ZI NC03029178
ZI NC03029178
ZI NC00665961
ZI NC00695350
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E
E
E
E
E
E
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El

E
E

| es

no. 86 GOLD no.
no. 87 GOLD no.
no. 88 GOLD no.
no. 91 GOLD no.
no. 93 GOLD no.
no. 95 @GOLD no.
no. 96 GOLD no.
no. 97 GOLD no.
no. 100 GOLD no.
no. 100 GOLD no.
no. 101 GOLD no.
no. 103 GOLD no.
no. 104 GOLD no.
no. 106 GOLD no.
no. 112 GOLD no.
no. 113 GOLD no.
no. 115 GOLD no.
no. 117 GOLD no.
no. 118 GOLD no.
no. 119 GOLD no.
no. 120 GOLD no.
no. 121 GOLD no.
no. 123 GOLD no.
no. 124 GOLD no.
no. 131 GOLD no.
no. 136 GOLD no.
no. 137 GOLD no.
no. 139 GOLD no.
no. 141 GOLD no.
no. 142 GOLD no.
no. 145 GOLD no.
no. 145 GOLD no.
no. 148 GOLD no.
no. 150 GOLD no.
no. 150 GOLD no.
no. 152 GOLD no.
no. 153 GOLD no.
no. 157 GOLD no.
no. 158 GOLD no.
no. 161 GOLD no.
no. 162 GOLD no.
no. 163 GOLD no.
no. 164 GOLD no.
no. 165 GOLD no.
no. 167 GOLD no.
no. 169 GOLD no.
no. 172 GOLD no.
no. 173 GOLD no.
no. 181 GOLD no.
no. 182 GOLD no.
no. 185 GOLD no.
no. 185 GOLD no.
no. 188 GOLD no.
no. 188 GOLD no.
no. 189 GOLD no.
no. 191 GOLD no.
no. 195 GOLD no.
no. 196 GOLD no.
pour cent age pour

no. 1 GOLD no.
no. 2 GOLD no.

170 nol ecul e
42 nol ecul e
198 ol ecul e
46 nol ecul e
47 ol ecul e
13 nol ecul e
187 nol ecul e
188 ol ecul e
73 ol ecul e
74 ol ecul e
98 npl ecul e
142 nol ecul e
91 nolecule
138 ol ecul e
96 nolecule
61 nolecule
51 nol ecul e
75 ol ecul e
166 nol ecul e
154 nol ecul e
120 nol ecul e
135 nol ecul e
72 ol ecul e
86 nolecule
25 nolecule
133 nol ecul e
179 nol ecul e
146 nol ecul e
57 nolecule
15 nol ecul e
36 npl ecul e
37 nol ecul e
134 nol ecul e
102 nol ecul e
103 ol ecul e
80 npl ecul e
195 nol ecul e
117 nol ecul e
78 nolecul e
132 nol ecul e
84 npl ecul e
186 nol ecul e
49 nol ecul e
29 nolecule
45 ol ecul e
131 nol ecul e
199 nol ecul e
165 nol ecul e
35 nolecule
88 nolecule

9 ol ecul e
10 nol ecul e
58 nolecule
59 nolecule
112 nol ecul e
81 npl ecul e
192 nol ecul e
161 nol ecul e

200 premers

210 nol ecul e
77 nol ecul e

ZI NC00707677
ZI NC00696644
ZI NC0O0693806
ZI NC00696637
ZI NC00696732
ZI NC00696725
ZI NC00695384
ZI NC0O0709693
ZI NC03055937
ZI NC03055937
ZI NC00695346
ZI NC00629628
ZI NC00696639
ZI NCO0707617
ZI NC00696731
ZI NC00704892
ZI NC00633586
ZI NCO0696733
ZI NC0O0696704
ZI NCO0670036
ZI NC00696728
ZI NC00693292
ZI NC0O0696635
ZI NC0O0706602
ZI NCO0696746
ZI NC00696643
ZI NC00696750
ZI NC00693293
ZI NC0O0696638
ZI NCO0705479
ZI NC03055753
ZI NC03055753
ZI NC00696787
ZI NC03055755
ZI NC03055755
ZI NC00696714
ZI NC00633604
ZI NC0O0660934
ZI NCO0696718
ZI NC0O0709657
ZI NC00688007
ZI NC00640691
ZI NCO0696748
ZI NC00693223
ZI NC00696642
ZI NC00681682
ZI NC00696737
ZI NC00629624
ZI NC0O0705700
ZI NC0O0706603
ZI NC03058581
ZI NC03058581
ZI NC03055914
ZI NC03055914
ZI NCO0696636
ZI NC00696640
ZI NC00695264
ZI NC02636876
59. 50
ZI NC0O0695375
ZI NC00695437
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E
E
E
E
E
E
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
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El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GaLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

180
181
17
118
71
20
235
196
197
121
164
212
54
82
128
129
104
62
123
267
168
127
144
160
226
227
258
159
55
185
50
174
44
216
176
162
14
66
27
87
100
101
99
191
190
105
252
79
48
89
150
151
24
242
145
92
224
115
285
18
263

nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
mol ecul e
mol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e

ZI NC03051422
ZI NC03051422
ZI NCO0706035
ZI NC00693288
ZI NC00695253
ZI NC00634887
ZI NC00695462
ZI NC00693291
ZI NC00695261
ZI NC0O0695453
ZI NC00695456
ZI NC00693220
ZI NC00723711
ZI NC00695258
ZI NC00623728
ZI NC00640715
ZI NC00696712
ZI NC00681091
ZI NC00695450
ZI NC00695473
ZI NC00723710
ZI NC00695344
ZI NC0O0681092
ZI NC0O0695337
ZI NC03055752
ZI NC03055752
ZI NC00695447
ZI NC00695449
ZI NCO0696745
ZI NC00643922
ZI NC00707679
ZI NC00695465
ZI NC00716539
ZI NC00629615
ZI NC00696721
ZI NC00624295
ZI NC00706600
ZI NC0O0633493
ZI NC00696719
ZI NC00696749
ZI NC03055938
ZI NC03055938
ZI NCO0696786
ZI NC0O0705699
ZI NC0O0695357
ZI NC00709255
ZI NC00693227
ZI NC00623727
ZI NC00696720
ZI NC00693217
ZI NC03055934
ZI NC03055934
ZI NCO0696726
ZI NC0O0695398
ZI NC00695444
ZI NC00663600
ZI NC00695487
ZI NCO0696747
ZI NC00693263
ZI NCO0696717
ZI NC00640572

-122-



Annexe 3

E
E
E
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E
E
El
El
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El
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El
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El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

70
71
71
73
74
74
75
77
78
79
82
82
83
84
85
86
87
88
91
92
93
95
96
97
99
99
100
100
101
102
103
104
105
106
107
108
111
112
113
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
128
128
129
130
131
132
133
134
136
137
139

GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GaLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

223
108
109
193
244
245
65
110
189
22
124
125
296
19
69
170
42
198
46
262
47
13
187
188
286
287
73
74
98
250
142
91
230
138
215
221
269
96
61
51
257
75
166
154
120
135
280
72
86
298
232
233
271
260
25
240
281
220
133
179
146

nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
mol ecul e
mol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e

ZI NC00643586
ZI NC03059969
ZI NC03059969
ZI NC00695351
ZI NC03029189
ZI NC03029189
ZI NC00696713
ZI NC00696727
ZI NC00693294
ZI NC00696724
ZI NC03029178
ZI NC03029178
ZI NC00695484
ZI NC00665961
ZI NC00695350
ZI NC00707677
ZI NC00696644
ZI NC0O0693806
ZI NC00696637
ZI NC00696792
ZI NC00696732
ZI NC00696725
ZI NC00695384
ZI NC0O0709693
ZI NC03055806
ZI NC03055806
ZI NC03055937
ZI NC03055937
ZI NC0O0695346
ZI NC00696739
ZI NC00629628
ZI NC00696639
ZI NCO0713058
ZI NCO0707617
ZI NC00695348
ZI NC00695359
ZI NC00629610
ZI NC00696731
ZI NCO0704892
ZI NC0O0633586
ZI NC00707253
ZI NC00696733
ZI NC0O0696704
ZI NCO0670036
ZI NC00696728
ZI NC00693292
ZI NC00637814
ZI NC0O0696635
ZI NC0O0706602
ZI NC00651175
ZI NC03029182
ZI NC03029182
ZI NC00695342
ZI NC00720787
ZI NCO0696746
ZI NC00669359
ZI NC00707540
ZI NC00696740
ZI NC00696643
ZI NC00696750
ZI NC00693293
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E
E
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E
E
E
El
El
El
El
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El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

140
141
142
145
145
146
148
149
150
150
151
152
153
157
158
159
161
162
163
164
165
167
169
171
172
173
175
177
177
181
182
183
184
185
185
187
188
188
189
191
193
193
195
196
198
198
199
200
201
201
202
204
205
208
209
212
215
219
220
223
224

GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GaLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.

205
57
15
36
37

225

134

279

102

103

300
80

195

117
78

268

132
84

186
49
29
45

131

246

199

165

249

293

294
35
88

282

202

10
295

58

59
112

81
254
255
192
161
264
265
297
206
218
219
158
256
211
149
140
201

52
259
119
241
130

nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e
nmol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
mol ecul e
mol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nol ecul e
nmol ecul e

ZI NC00696730
ZI NC00696638
ZI NCO0705479
ZI NC03055753
ZI NC03055753
ZI NC00629626
ZI NC00696787
ZI NC00629641
ZI NC03055755
ZI NC03055755
ZI NC00706248
ZI NC00696714
ZI NC00633604
ZI NC0O0660934
ZI NCO0696718
ZI NC00695373
ZI NC00709657
ZI NCO0688007
ZI NC00640691
ZI NCO0696748
ZI NC00693223
ZI NC00696642
ZI NC00681682
ZI NC00696649
ZI NCO0696737
ZI NC00629624
ZI NC00696705
ZI NC03055917
ZI NC03055917
ZI NC0O0705700
ZI NC00706603
ZI NC00695395
ZI NC0O0666050
ZI NC03058581
ZI NC03058581
ZI NC00835572
ZI NC03055914
ZI NC03055914
ZI NCO0696636
ZI NC00696640
ZI NC03055713
ZI NC03055713
ZI NC00695264
ZI NC02636876
ZI NC03055951
ZI NC03055951
ZI NC00726202
ZI NC00659434
ZI NC03055946
ZI NC03055946
ZI NC00696791
ZI NC00660280
ZI NCO0715656
ZI NC00718126
ZI NC00633584
ZI NC00720017
ZI NC01005807
ZI NC0O0695393
ZI NC00696729
ZI NC00627313
ZI NC00679275
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E
E
E
E
E
E
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
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El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El
El

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
pour cent age pour

225
227
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
241
243
244
246
247
250
251
253
253
255
256
257
261
263
264
267
271
277
278
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GaLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GALD
GOLD
GOLD
GOLD
GALD
GALD

no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
no.
| es

153 nol ecul e
97 nol ecul e
289 nol ecul e
167 nol ecul e
184 nol ecul e
234 nol ecul e
136 nol ecul e
213 nol ecul e
299 nol ecul e
114 nol ecul e
169 nol ecul e
247 nol ecul e
290 nol ecul e
266 nol ecul e
222 ol ecul e
76 nol ecul e
283 nol ecul e
64 nolecule
236 nol ecul e
275 nol ecul e
276 nol ecul e
182 nol ecul e
239 nol ecul e
277 nol ecul e
148 nol ecul e
214 nol ecul e
284 nol ecul e
274 ol ecul e
147 nol ecul e
163 nol ecul e
228 nol ecul e
111 nol ecul e
194 nol ecul e
152 nol ecul e
207 ol ecul e
238 nol ecul e
40 nol ecul e
38 nolecule
106 nol ecul e
23 ol ecule
94 nol ecul e
39 npl ecul e
137 nol ecul e
243 nol ecul e
12 nol ecul e
21 nolecule
16 nol ecul e
34 nolecule

2 nol ecul e
6 nol ecul e

126 nol ecul e

4 nol ecul e
300 premers

ZI NC00659424
ZI NC02881744
ZI NC00714120
ZI NCO0695377
ZI NC0O0680543
ZI NC00696641
ZI NC00696650
ZI NC00695271
ZI NC00796429
ZI NC00696645
ZI NC00696751
ZI NC00879924
ZI NC01016329
ZI NC00561439
ZI NCO0754633
ZI NC00660609
ZI NC00656683
ZI NCO0720896
ZI NC00710740
ZI NC01039093
ZI NC01039093
ZI NC00655040
ZI NC00678622
ZI NC00866604
ZI NC0O0969715
ZI NC00706604
ZI NC01112301
ZI NCO0646006
ZI NC00930618
ZI NCO0781853
ZI NC00922318
ZI NC00623782
ZI NC0O0695433
ZI NC00695334
ZI NC0O0695336
ZI NC00696735
ZI NC00695461
ZI NCO0696716
ZI NC00695431
ZI NC00696633
ZI NC00696646
ZI NC00695269
ZI NC0O0695355
ZI NCO0696752
ZI NCO0696785
ZI NC00695353
ZI NC00695267
ZI NCO0696734
ZI NC00696742
ZI NC00696647
ZI NC00695382
ZI NC00695380
79. 00
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