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Introduction

Au cours du XXe siecle, la prévention des grossesses non désirées est devenue une
préoccupation majeure tant pour les femmes que pour la société dans son ensemble, aboutissant
au développement du premier contraceptif hormonal mis sur le marché en 1960. Depuis lors,
tous les contraceptifs administrés par voie orale sont composes de combinaisons d’hormones
stéroides des familles des progestatifs et des cestrogeénes, qui inhibent le développement
folliculaire et empéchent I'ovulation et la réceptivité endométriale. Ces medicaments efficaces,
ont toutefois un sérieux impact sur la santé des femmes avec de nombreux effets secondaires
(Sabatini et Cagiano, 2006 ; O'Connell et al., 2007) méme a des doses faibles (Rosenberg et
al., 1999). Quoique les contraceptifs progestatifs « mini-pilules » réduisent bon nombre de ces
risques, ont été développés de nombreux contraceptifs non hormonaux susceptibles de réduire

ou d'éliminer les effets secondaires (McCann et Potter, 1994).

Le développement de contraceptifs de ce type, exige d’identifier les protéines impliquées dans
le processus de fécondation, en dehors des récepteurs d'hormones stéroidiennes, afin qu'elles
puissent étre ciblées par des candidats non hormonaux. De nombreuses protéines de ce type ont
été identifiees au fil des ans, principalement par des expériences d'inactivation ou par blocage
avec des anticorps (Gupta et al., 2015). Parmi celles-ci, deux apparaissent comme les plus
cruciaux pour l'interaction initiale entre les gametes : 1IZUMOL1 sur le sperme, découvert par
Inoue et al. (2005) et son partenaire sur 1’ovocyte, JUNO, découvert par Bianchi et al. (2014).
La structure du complexe JUNO-IZUMOL a été élucidée par cristallographie aux rayons X
(Aydin et al., 2016 ; Ohto et al., 2016). Ces travaux publiés dans la prestigieuse revue Nature,
ont identifié 1ZUMO1 et JUNO comme cibles idéales pour les agents contraceptifs, en raison

de leur implication cruciale dans la fécondation.

Donc il est possible d’envisager une contraception non hormonale, en inhibant la fécondation
par le blocage de I’interaction JUNO-IZUMOLJ. Il existe aussi deux autres alternatives : soit
bloguer JUNO, soit bloquer IZUMOL. JUNO a de plusieurs avantages tels que I’emplacement
(a la surface de I’ceuf), la rigidité conformationnelle relative (par rapport au grand changement
de conformation d’IZUMOI entre les états libre et 1i¢) et une taille un peu plus petite de JUNO.
(Stepanenko et al., 2022).

L’objectif de notre travail, est de rechercher parmi des médicaments disponibles et
commercialiseés, des molécules susceptibles de cibler JUNO afin d’inhiber son interaction avec
IZUMOL et donc empécher la fécondation. Cette étude in silico, a pour but de repositionner des

molécules FDA pour une approche de contraception non hormonale ciblant la protéine JUNO.
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1.Gametes
1.1. Spermatozoide

Le spermatozoide est le gaméte méle, ce mot vient du grec “Sperma” qui signifie ‘graine’.
C’est une cellule hautement spécialisée (Yamaginachi et al., 1976) ; formeée de trois parties :
une téte (contenant I’ADN et des enzymes afin de pénétrer I’ovocyte), une piéce intermédiaire
(tres riche en mitochondries qui fournissent I'énergie nécessaire au mouvement) et un flagelle
qui est ’organe de propulsion du spermatozoide (figurel). Les spermatozoides peuvent

survivre pendant 3 a 5 jours a l'intérieur du vagin (Georgadak et al., 2016).

Acrosome

Téte

Mitochondrie t|> Piece intermédiaire

Flagelle

Figure 1 : Représentation schématique de I'anatomie microscopique du spermatozoide
(Kumar et Singh, 2021)

1.2. Ovocyte

L’ovocyte est le gaméte femelle (Mihajlovic et al., 2018). Situé au niveau de ’ovaire, c’est
une grosse cellule sphérique, immobile, entourée d’une enveloppe translucide formée de
protéines, la zone pellucide. A I'extérieur de la zone pellucide, ’ovocyte est inclus dans une
masse cellulaire appelée cumulus oophorus, dont la couche en contact avec la zone pellucide

est nommeée corona radiata (figure2) (Royere, 2006).
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Membrane
ovocytaire

espace perivitullin

Zone pellucide

Corona radiata

Figure 2 : Structure de I’ovocyte (Gahlay et Rajput, 2020)
On distingue deux types d’ovocytes :

e Ovocyte I, ou ovocyte immature qui n’a pas de globule polaire.
e Ovocyte II, ou ovocyte mature qui posséde un globule polaire dans I’espace séparant la

zone pellucide et I’ovocyte (espace périvitellin) (Jaffe et al., 2017).

La maturation de I’ovocyte est déclenchée par des hormones d’initiation de la maturation. Il se

déplace apres sa maturation hors de 1’ovaire pour étre fécondé par un spermatozoide (Jaffe et

al., 2017).
1. Meécanisme de la fécondation

La fécondation est un processus biologique clé qui aboutit a la formation d’un zygote a partir
de deux gametes (spermatozoide et ovocyte) qui sont chacun produit et maturés dans les voies
génitales masculine et féminine, reconnaissent et fusionnent entres elles au niveau de la trompe

utérine féminine (Hanisha et al., 2019).
2.1. Maturation des spermatozoides

Aprés I'éjaculation dans le tractus génital féminin, des millions de spermatozoides remontent
vers l'utérus. Cependant, seuls quelques uns traversent les jonctions utéro-tubaires pour migrer
vers I'ampoule de I'ovaire ou se trouve I’ovocyte qui les attire par un chimioattractant émis par
les cellules folliculaires qui I’entourent (Wassarman et _al., 2001 ; Hanisha et al., 2019).
Pendant cette traversée, les spermatozoides vont subir certaines modifications pour acquérir la
capacité de la fecondation. Cela exige trois etapes : la capacitation, I’hyperactivation et la
réaction acrosomique (Kiipker et al., 1998).
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a. Capacitation

Selon lkawa et _al. (2010), la capacitation est un ensemble de changements physiques et
chimiques subis par les spermatozoides pour qu’ils deviennent aptes a féconder I’ovocyte. Ce
phénomene se traduit par 1’élimination de cholestérol et d’autres stérols de la surface des
spermatozoides avec un relargage des glycoprotéines acquis dans 1’épididyme a la surface du

spermatozoide.
b. Hyperactivation

Elle est le résultat de la capacitation et permet un déplacement latéral de la téte du
spermatozoide et une baisse de la linéarité et de la fréquence des battements et de la courbe
flagellaire (Kiipker et al., 1998).

c. Réaction acrosomique

Est un phénomene exocytotique qui se déroule lors de I’interaction entre le spermatozoide et la
zone pellucide. Il implique diverses fusions entre la membrane du spermatozoide et la
membrane acrosomique externe, ce qui conduit a la formation de vésicule @ membrane hybride.
Cela permet I’extériorisation du contenu de 1’acrosome en fonction de la concentration en

Ca++ (Plachot, 2000).
2.2. Interaction entre le spermatozoide et la zone pellucide

D’abord, il faut savoir de quoi est constituée la zone pellucide (ZP) pour mieux comprendre
cette interaction. Elle est composée de trois ou quatre glycoprotéines : ZP1, ZP2, ZP3, ZP4
(Hanisha et al., 2019) et se trouve sous forme de filaments formés par des dimeres de ZP2 ZP3
liés par ZP1 (Kiipker et al., 1998).

Lorsque le spermatozoide atteint la zone pellucide, il s’attache premiérement par une liaison a
faible affinité aux ZP3/ZP4, ce qui déclenche la réaction acrosomique dans le sperme, et permet
ainsi I’extériorisation des sites situés sur la membrane acrosomique (Serres et al., 2008). Ces

derniers vont se lier par une liaison a haute affinité avec la ZP2 (Kiipker et al., 1998).

Apres cette interaction, les oligosaccharides de ZP3 et ZP2 sont clivés par des enzymes libérées

a partir des granules corticaux de I’ovocyte (Serres et al., 2008).
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2.3. Fusion du spermatozoide avec la membrane ovocytaire

L’adhésion et la fusion des membranes des gamétes est l'événement culminant de la
fécondation (Jean et al., 2018). Apreés la pénétration du spermatozoide dans la zone ovocytaire,
IZUMOL1 adhére a JUNO et le CD9 qui est considéré comme procoopérant avec JUNO sur
I’ovocyte. Il est également bien établi qu’apres cette adhésion, JUNO est libéré de la membrane
de I'ovocyte. Ce mécanisme est étroitement li¢é a D’inhibition de 1’entrée de plusieurs

spermatozoides dans I’ovocyte (figure3) (Wenping, 2021).

Zona pellucida —

Seori- Fertilized egg

Unfertilized egg

Plasma
membrane

Extracellular vesicle

Figure 3 : Un complexe d'adhérence assure la liaison des spermatozoides aux ovules
(Wassarman, 2014)

3. Acteurs moléculaires impliqués dans ’interaction gamétique

Un nombre important de molécules a été identifié, comme jouant un rdle dans I’interaction

gameétique (adhésion et fusion) (Inoue et al., 2005).
3.1. Protéines de la zone pellucide

Les glycoprotéines de la zone pellucide (ZP) jouent un role critique dans lI'accomplissement de
la fécondation en agissant comme ligand pour la fixation des spermatozoides a I'ovule, suivi de

I'induction de I'exocytose acrosomique et du blocage de la polyspermie (Satish, 2018).

On dénombre trois protéines glycosylées ZP1.ZP2.ZP3, dont le ZP2 et ZP3 forment des longs
filaments portés par ZP1. Cependant, des ¢tudes génétiques et phylogénétiques ont montré qu’il
existait une quatrieme glycoprotéine, ZP4, chez la plupart des autres especes dont ’Homme. Sa
place dans l'architecture de la ZP n’est pas encore déterminée mais elle pourrait former des

complexes avec ZP3 (Serres et al., 2008).
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La liaison du spermatozoide a la ZP est un phénomeéne complexe, faisant intervenir de
nombreux partenaires protéiques et glucidiques. A sa surface, le spermatozoide posséde des
protéines transmembranaires appartenant a la famille des ADAM qui sont impliquées dans la
fixation de la zone du sperme, ainsi que dans le passage des spermatozoides sur la jonction
tubulaire utérine. D’autres protéines du sperme testiculaire comme le sperme lysosomal like
Protein SLLP1, la protéine SAMP14 et Sp56 sont impliquées dans la fixation de la zone
secondaire car elles sont localisées dans I'acrosome et ne deviennent exposées a la structure ZP

qu’apres l'induction de la réaction acrosomique (Gadella, 2008).

3.2. Protéines d’adhésion
a. 1ZUuMO1

[ZUMOL1 a été identifi¢é comme nécessaire a la fécondation en 2005. C’est une protéine de
surface cellulaire spécifique du testicule qui fait partie de la superfamille des
immunoglobulines de type I. Elle est caractérisée par une queue C-terminale cytoplasmique,
une région transmembranaire et un domaine 1ZUMO conservé, lié a un domaine type C2
extracellulaire immunoglobuline like (Ig) (figure4). Chacun de ces domaines joue un role
important dans la médiation de 1’adhésion des gamétes (Inoue et al., 2005 ; Aydin et al.,
2016 ; Ohto et al., 2016). La famille IZUMO se compose de quatre protéines: 1ZUMOL1,
[ZUMO2, 1ZUMO3, 1ZUMOA4. Elles partagent toutes une région composée d’environ 150
acides aminés, de haute homologie entre elles, appelée domaine 1IZUMO, située entre le peptide

signal et le domaine immunoglobuline (Ellerman et al., 2009).

Lors de I’exocytose de I’acrosome, IZUMOI1 qui n’est pas détectable sur la membrane
plasmique des spermatozoides, se localise au segment équatorial afin de générer une adhésion
avec I’ovocyte (Satouh et al., 2012). IZUMO1 humain, forme un complexe de haute affinité
avec JUNO et subit un changement conformationnel majeur dans son domaine N-terminal lors
de la liaison a la surface de I’ceuf (Aydin et al., 2016). L’absence d’IZUMOI conduit a une
déficience de I’adhésion des gametes et a une accumulation des spermatozoides dans 1’espace

périvitellin (Inoue et al., 2005).
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Figure 4 : La surface moléculaire d’IZUMO1 (Halaby et al., 1999)

b. CD9

CD9, un membre de la famille des tétraspanines, est nécessaire a I'accomplissement de la
fusion des gametes (Inoue et al., 2020). Il est localisé dans la membrane microvillaire de
I’ovocyte (Runge et al., 2007). Le CD9 est connu pour interagir avec diverses protéines, telles
que les intégrines, et forme un complexe dynamique appelé "toile de tétraspanine ». Il joue un
role dans la phase d'adhésion préfusionnelle (Jégou et al., 2011) en se cis-associant avec JUNO
(Chalbi et al., 2014).

c. TMEM95

Est une protéine du spermatozoide qui contient un seul domaine transmembranaire, une
structure secondaire formée de B-épingle a cheveux et d’une hélice qui est remarquablement
similaire a celle trouvée sur la protéine 1IZUMO1 et nommé domaine IZUMO (Ellerman et al.,
2009). Elle est essentielle pour réaliser la fécondation et est hautement conservée chez les
mammiferes ; par conséquent, ses altérations pourraient induire une sub-fertilité masculine.
TMEMO95 a besoin d’un ou plusieurs partenaires, car seul, elle ne favorise pas la fusion
cellulaire apres la liaison de 1IZUMO1 et JUNO (Lamas et al., 2019). Elle pourrait réguler
directement ou indirectement la fusion membranaire par une voie indépendante d’IZUMOI ou
agir comme médiateur de fusion en aval de I’interaction entre IZUMO1 et JUNO (Noda et al.,
2020).

Les spermatozoides dépourvus de TMEMO9S5 subissent la réaction de l’acrosome mais ne

parviennent pas a fusionner avec la membrane de I’ovule (Lamas et al., 2019).
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d. JUNO

JUNO, anciennement connu sous le nom de récepteur de folate — 5 (FOLR- §), est un domaine
de type glycoprotéine riche en cystéine, ancré sur le glycophosphatidylinositol (GPI) (Aydin et
al., 2016), exprime sur la membrane plasmique des ovocytes humains (Jean et al., 2018) et
essentiel a la fertilité féminine. La protéine JUNO est un facteur crucial qui reconnait IZUMO1
a la surface des spermatozoides pour établir 1’adhésion ovocyte-spermatozoide (Bianchi et al.,
2014).

JUNO est libérée dans I'espace périvitellin immédiatement apres la liaison du sperme, de sorte
que ce récepteur ne contribue qu'a la reconnaissance ovocyte-sperme mais pas a la fusion. La
protéine JUNO est exprimée sur la membrane plasmique de I'ovocyte humain et son inhibition

par un anticorps monoclonal bloque completement la fusion des gametes (Bianchi et al., 2014).
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1. Localisation et réle

JUNO, connu sous le nom de récepteur Folate 4, est ancré sur le glycophosphatidylinositol
(GPI) affiché a la surface cellulaire des cellules ovocytaires. Il est le récepteur d'IZUMO1
(Bianchi et _al., 2014). Il est codé par le gene Folr4(membre d'une famille de quatre genes)
(Elwood, 1989 ; Petronella et Drouin, 2014) situé sur le chromosome 11 du génome humain
(Swanson et VVacquier, 2002).

JUNO présente des niveaux d'expression élevés dans les ovaires et les glandes surrénales, et est
également exprimée dans les ganglions lymphatiques, la rate et la thyroide, entre autres organes
(Fagerberg et al., 2014). En plus de participer a la reconnaissance des spermatozoides et des
ovules, il a également été suggéré que JUNO joue un réle dans la prévention de la fusion
supplémentaire des spermatozoides avec un ovule déja fécondé (Gardner et Evans, 2006).

n

L’excrétion de JUNO crée une couche de " faux " ceufs qui pourraient attirer et lier les
spermatozoides réagissant a I'acrosome, les empéchant d'atteindre I'ceuf déja fécondé (Bianchi

etal., 2014).

2. Structure de JUNO et mode d’interaction avec IZUMOL1

JUNO a une architecture globulaire composée de cinq courtes hélices a (al, a2, a3, a4 et a5),
trois hélices et deux courts feuillets B antiparalléles a deux brins B —sheets. Huit liaisons
disulfures conservées stabilisent les hélices centrales al, a2, a3 et a4 et les boucles flexibles
(figure 5) (Aydin et al., 2016). Comme pour les autres paralogues du récepteur des folates, la
séquence protéique de JUNO a suggéré la présence d’un site d'ancrage GPI carboxy-terminal
(Bianchi et al., 2014).

SJUNO

Figure 5 : Structure globale de JUNO humain (Aydin et al., 2016)
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Inoue et al. (2015) ont établi la base structurale cristalline de la médiation IZUMO1-JUNO.
IZUMOL1 présente une structure en forme de batonnet composée d'un domaine 1IZUMOL1 en
faisceau hélicoidal et d'un domaine de type immunoglobuline (lg), tous deux fermement ancrés
a une région intermédiaire B-hairpin par quatre liaisons disulfures conservées. D'autre part,
JUNO a une structure sphérique qui est stabilisée par huit liaisons disulfures conservées. Il a été
démontré qu’IZUMOLI interagit avec JUNO via son domaine N-terminal (Aydin et al., 2016).
La région B-hairpin d’IZUMOI1 qui est prise en sandwich entre IZUMOI et les domaines
immunoglobuline (Ig) constituent la principale plateforme de liaison de JUNO, tandis que la
surface située derriere la poche de liaison au folate est impliquée dans la liaison d’IZUMOL1
(figure6) (Inoue et al., 2015).

Charniere
B-hairpin N
JUNO
Domaine Ig
IZUMO1

Figure 6 : Structure du complexe 1IZUMO1-JUNO (Aydin et al., 2016)

IIs ont ainsi identifié les acides aminés précis impliqués dans cette reconnaissance via les
interactions de van der Waals, suggérant que W148 de 1IZUMO1 interagit avec L81, L82, M83
et P84 de JUNO (figure 7) et que W62 de JUNO interagit avec R160, K161, S162 et Y163
d’IZUMOI, étant responsables de l'interaction spermatozoide-ovocyte membrane plasmique
(Ohto et al. 2016).

10| Page



Synthese bibliographique Protéine JUNO

Figure 7 : Interaction entre IZUMO1 et JUNO (Ohto et al., 2016)
3.Réle de ’interaction de JUNO avec 1IZUMO1

Selon Wassarman (2014), seuls IZUMOI1 et JUNO peuvent interagir 1’'un avec I’autre. Des
expériences menées Bianchi et al. (2014) sur des souris ont montré que 1’exposition des ovules
a un anticorps qui bloque JUNO, empéche a la fois la liaison d’IZUMO1 a JUNO et la
fécondation in vitro. Par ailleurs, des souris femelles dépourvues de JUNO, étaient infertiles,
les ovules récupérés chez ces souris ne pouvaient pas étre fécondés par des spermatozoides in
vitro. Dans cette situation, les spermatozoides sont incapables d’adhérer a la membrane de
I’ovule, mais s’accumulent plutdt dans I’espace périvitellin qui se trouve entre la membrane de
I’ovule et la zone pellucide. Méme lorsque la zone pellucide a été retirée, exposant ainsi la
membrane plasmique, les ovules dépourvus de JUNO ne pouvaient pas étre fécondé par des
spermatozoides in vitro et moins de spermatozoides se sont liés a la membrane de 1’ovule
qu’aux membranes des ovules normaux. Collectivement, ces résultats suggerent fortement que
la formation d’un complexe d’adhésion IZUMO1 —JUNO est essentielle pour la fécondation

chez les mammiféres.
4. Role de la coopération entre CD9 et JUNO dans la fécondation

La biogenése des microvillosités par I'implication de CD9 semble étre un eévénement clé pour
une fusion réussie des gametes, car les ovocytes perturbés par CD9 produisent des structures
microvillositaires courtes et clairsemées, ce qui ne permet pratiguement aucune fusion avec les
spermatozoides. Afin de déterminer comment CD9 et JUNO coopérent dans la fusion des
gametes, les chercheurs ont analysé les profils moléculaires de chaque molécule dans les

ovocytes déficients en CD9 et JUNO. lls ont constaté que CD9 est crucial pour I'exclusion des

11|Page



Synthése bibliographique Protéine JUNO

protéines ancrees au GPI (figure 8). Grace a une compartimentation de surface distincte due a
la gouvernance de CD9, les protéines ancrées au GPI sont confinées au site de fusion approprié

de I'ovocyte (Inoue et al., 2020).

Spermatozoide

1IZUMO1

JUNO
CcD9

Ovocyte

Figure 8 : Coopération entre JUNO et CD9 (Sankaranarayanan et Higashiyama, 2018)

12 |Page



Synthese bibliographique Contraception

1. Types de contraception

La grossesse non planifiée est un probleme de santé publique qui touche des millions de
femmes dans le monde (Bahamondes_et al. 2019). La contraception est le moyen le plus
efficace pour éviter ce probleme (Amory, 2020). Il existe aujourd'hui plusieurs méthodes de
contraception disponibles notamment les contraceptifs hormonaux et non hormonaux (Lane et
Barnes, 1981).

1.1. Contraception hormonale

C’est un moyen a base d’hormones, efficace pour prévenir la grossesse (Minahan et al., 2021).
Les contraceptifs hormonaux different principalement par leurs composants de progestérone et
comprennent : les pilules contraceptives orales, les progestatifs injectables, les dispositifs
injectables, les dispositifs intra utérins contenant de la progestérone et les implants de
progestérone (Stringer et Antonsen, 2008).

a. Contraceptifs hormonaux féminins

Ils suppriment la production de gonadotrophines par 1’hypophyse, supprimant ainsi la

production d’cestrogénes et de progestérone, et I’ovulation (Roth et al., 2015) :

= La prise de faible dose de progestatifs non stéroidiens de facon continue, sous forme de
pilule combinée inhibe I’ovulation (Kubba et al., 2000). L’administration quotidienne
de 30 pg de lévonorgestrel n’induit pas une action anti ovulatoire constante, cependant,
I’administration de 75pg de désogestrel exerce une action anti ovulatoire prouvée (et
une action périphérique sur la glaire et I’endomeétre) (Robin et al., 2018).

= Le dispositif intra utérin lévonorgestrel DIU LNg 20g consiste en une armature en
polythene en forme de T, avec un collier contenant 52 mg de Iévonorgestrel LNg. Il
libere initialement 20ug de lévonorgestrel par jour puis diminue a 10-14ug par jour
apres 5ans. |l agit en épaississant la glaire cervicale, la rendant imperméable au sperme
(Regidor, 2018).

= Le patch cutané est un contraceptif contenant une combinaison de norelgestromine (17-
diacétyl norgestiniate/éthinylorestradiol) (Kubba et _al., 2000). Ce contraceptif
oestrogestatif ~délivre quotidiennement 150ug de norelgestromine et 20ug

d’éthinylorestradiol (Robinet et al., 2018).
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L’anneau vaginal estroprogestatif délivre quotidiennement 12ug 1'étonogestrel et 15ug
d’EE (Robin et al., 2018).

L’implant sous cutané est un batonnet implant¢ sous la peau qui libére de
Iévonorgestrel. Il contient au total 86 mg de progestérone (Colquitt et Martin, 2015). Il
assure une contraception fiable pendant 3ans a 5ans (Regidor, 2018).

La méthode injectable la plus couramment prescrite est 1’acétate de dépomédoxy
progestérone (DMPA) qui est administré par injection intramusculaire tous les 3mois
(Stringer et Antonsen, 2008) sous forme de dépdt a la dose de 150mg/1ml (Regidor,
2018).

b. Contraceptifs hormonaux masculins

IIs reposent sur des androgénes et des progestatifs exogenes qui suppriment la production

de gonadotrophines et par conséquent la production de testostérone et de spermatozoides

dans les testicules (Thirumalai et Page, 2018).

L’acétate de ségestérone communément connu sous le nom de nestorone, est un
contraceptif hormonal sous forme d’un gel, a une puissance progestative. Appliqué
quotidiennement sur la peau, il réduit la production de sperme (Thirumalai et Page,
2019).

L’undécanoate de diméthandrolone (DMAU) est un puissant 19-norandrogéne
synthétique qui agit comme un ligand aux récepteurs des androgénes et de la
progestérone, et qui est administré par voie orale. Il permet une suppression réversible
des gonadotrophines et des spermatozoides (Amory, 2016).

La 7-alpha-méthyl-19-nortestostérone (MENT) est un puissant androgene synthétique,
développé comme un implant pour la contraception hormonale a long terme. 1l a une
affinité de liaison beaucoup plus élevée au niveau du récepteur des androgenes que de la
testostérone. Une étude de détermination de la dose des implants MENT, a montré une
libération prolongée de MENT sur 1 an avec une suppression adéquate de la

gonadotrophine et des spermatozoides (Roth et Amory, 2017).
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1.2. Contraception non hormonale

C’est un moyen qui n’implique pas I’administration d’hormones ou de composés qui bloquent
la sécrétion d’hormones. La contraception non hormonale peut étre plus attrayante pour les
hommes car elle évite les connotations négatives associées a I’utilisation de stéroides
anabolisants, et elle peut étre plus facilement dosée par voie orale, que les préparations de
stéroides qui sont généralement administrées par injection.ll existe de nombreuses méthodes de
contraception non hormonale pour les femmes et les hommes, dont le préservatif masculin ou

féminin, le diaphragme, la cape cervicale et le spermicide (Jacques et al., 2013).
a. Contraceptifs non hormonaux féminins

Les contraceptifs féminins non hormonaux bloquent sélectivement I'ovulation sans perturber la
production endogene d’hormones stéroides. Il existe un large choix de contraceptifs féminins

sans hormones (Sivin et Batar, 2010).

= Preservatif féminin : est une gaine en polyuréthane ou en nitrile, fermée a une extrémité
de maniere a couvrir le col de ’utérus et ouverte a I’autre de manicre a tapisser le vagin.
Il présente un anneau interne flexible qui est glissé a I'intérieur du vagin (figure 9). Une
fois applique, il tapisse la paroi vaginale et empéche le contact sperme vaginal. Mis
avant chaque rapport, il doit étre retiré a la fin en tordant I'anneau externe afin que le
sperme demeure dans la gaine. Il est a usage unique comme le préservatif masculin
(Nieschlag, 1998).

Bague
? intérieure
Ouverture

Figure 9 : Préservatif féminin (Festin, 2020)

= Diaphragme : est une coupelle souple en silicone ou en latex montée sur une base
circulaire a ressort et placée a ’intérieur du vagin. La fine membrane du diaphragme
recouvre le col de I'utérus et bloque I’entrée des spermatozoides (Valdes et al., 2000).

= Cape cervicale : est un déme trés fin en silicone qui est placé au fond du vagin et se
positionne au niveau du col de I'utérus. Elle est maintenue en place par un effet de
ventouse (Valdés et al., 2000).
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= Spermicide : est un gel de cellulose qui a une action mecanique, mais aussi par son pH
acide immobilise les spermatozoides. Les spermicides se déposent sur la muqueuse
vaginale pour prévenir la fécondation en tuant ou inactivant les spermatozoides quand
ils montent dans la filiere génitale. Le principe actif est en général un surfactant qui
provoque la destruction du spermatozoide d’abord par la destruction du flagelle, puis
par éclatement de la téte. Il existe sous forme de gel, créme, mousse, ovule et éponge
(Raymond et al., 2004).

= Dispositif intra-utérin ou stérilet : est un petit objet en forme de T, recouvert de cuivre,
inséré dans 1’utérus par un professionnel de santé formé. Il libére des ions de cuivre, qui
empéchent les spermatozoides d’atteindre l’ovule. Il peut aussi faire obstacle a

I’implantation d’un ovule fécondé dans 1’utérus (Anon, 1997).
b. Contraceptifs non hormonaux masculins

Les options de contraception non hormonale masculine efficaces sont le préservatif et la

vasectomie (Amory, 2016).

= Préservatif : est une gaine qui couvre le pénis durant le rapport sexuel et agit comme
une barriére afin d'empécher le sperme de pénétrer dans le vagin. Son utilisation doit
suivre des régles strictes afin d’en améliorer l'efficacité (Hassoun, 2018). Les
préservatifs sont pour la plupart en latex. En cas d’allergie a ce dernier, il existe des
modeles en polyuréthane ou en sensoprene, plus onéreux (Shain et al., 2002).

= Vasectomie correspond a la section des deux canaux déférents au niveau des cordons
spermatiques. C’est une simple chirurgie ambulatoire réalisée sous anesthésie locale, au
cours de laquelle le canal déférent est chirurgicalement interrompu unilatéralement a
travers une petite incision scrotale (figure 10) (Huyghi_et al., 2007). En effet, les
vesicules séminales situées en aval des canaux déférents, jouent un réle de stockage des
spermatozoides entre les éjaculations (au méme titre que la queue de I'épididyme)

(Ramasamy et Schlegel, 2011).
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ARTERE

_ CANAL | .4
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EPIDIDYME -—»

TESTICULE

Figure 10 : Coupe schématique représentant la méthode de vasectomie (Mieusset et al.,
2013)

2. Contraception et santé publique

Certains contraceptifs ont des effets secondaires trés graves, dont un risque de troubles du
systeme cardiovasculaire tels que I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux,
la thromboembolie veineuse, 1’embolie pulmonaire et 1’hypertension (Colquitt et Martin,
2015) et l’infertilité tubaire (Geoffroy et Letombe, 2008). D’autres ont des effets moins
dangereux tels que la prise de poids, une altération du métabolisme du glucose, une perte de
densité minérale osseuse, des maux de téte et des changements d'humeur. lls peuvent provoquer
aussi des irritations ou des réactions allergiques et augmentent le risque d'infections des voies
urinaires (Britton et al., 2020).

Par ailleurs, il existe une quantité importante de preuves épidémiologiques démontrant que
l'utilisation des contraceptifs diminue le risque de cancer de 1’ovaire, de I’endometre et du
cblon chez la femme au cours de sa vie (Havrilesky et al., 2013). Ils permettent aussi de
réduire les ménorragies, les dysménorrhées, les douleurs liées a I'endométriose et les récidives
(Amat et _al., 2018). Enfin, certains contraceptifs soulagent les symptdmes du syndrome

prémenstruel  (ballonnements, crampes et acné) (Britton et _al., 2020).
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1. Généralités sur le docking moléculaire

Le docking moléculaire (ou lI'amarrage moléculaire) est une méthode in silico basee sur la
structure, largement utilisée dans la découverte de médicaments. Il permet d'identifier de
nouveaux composes d'intérét thérapeutique, de prédire les interactions ligand-cible au niveau
moléculaire ou de définir les relations structure-activité, sans connaitre a priori la structure
chimique d'autres modulateurs de cibles. Il a été initialement utilisé pour aider a comprendre les
mécanismes de reconnaissance moléculaire entre petites et grandes molécules (Kitchen et al.,
2004).

De nombreuses études portant sur le role et les applications du docking, et les possibilités qu'il
pourrait offrir en matiere de conception et de développement de médicaments, ont été
rapportées (Gschwend et al., 1996 ; Kitchen et al., 2004 ; Meng et al., 2011 ; Ferreira et al.,
2015).

Il permet de sélectionner des profils de sécurité chimique optimisés (repositionnement de
médicaments), de comprendre les relations entre différentes cibles moléculaires impliquées
dans une maladie donnée, ce qui est également tres important pour la polypharmacologie
(Anighoro et al., 2014) et la découverte moderne de médicaments en général. De plus, il est
utilisé pour effectuer un criblage virtuel sur de grandes bibliotheques de composés, classer les
résultats, et proposer des hypotheses structurelles sur la facon dont les ligands inhibent la cible,

ce qui est tres utile pour l'optimisation des pistes (Pozzan, 2006).
2. Programmes du docking moléculaire

Prédire les modes de liaison et les affinités des composés lorsqu'ils interagissent avec un site de
liaison a une protéine est au cceur de la conception de médicaments basée sur la structure. Par
conséquent, le nombre d'algorithmes disponibles pour le docking protéine-ligand est important,
les plus fréqguemment cités sont respectivement (Verdonk et al., 2003) :

= FlexX a été étendu avec un algorithme d'intégration et de placement dés l'intégration et
le placement des molécules d'eau pendant I'amarrage, mais I'amélioration moyenne de la
précision du docking était faible (Rarey et al., 1996 ; Claussen et al., 2001).

= Avec le programme de docking SLIDE, il est possible de prédire les molécules d'eau

conservées au niveau du site de liaison, qui sont déplacées pendant le docking si les
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Collisions avec un ligand ne peuvent pas étre résolues par des translations itératives
(Schnecke et Kuhn, 2000).

= Pour inclure les effets de solvatation, Glide fixe des molécules d'eau explicites dans le
site de liaison pour chaque molécule énergétique et emploie des termes de notation qui
mesurent I'exposition de divers groupes fonctionnels aux eaux explicites (Friesner et
al., 2004).

= Autodock prédit des modes de liaison des inhibiteurs de protéase du VIH-1 en utilisant
deux méthodes de moyenne pondérée pour combiner structures cibles multiples dans
une grille unique d'énergies d'interaction (Osterberg et al., 2002).

= Le GOLD est utilisée pour les ligands formant des contacts médiés par I'eau, mais il a
diminué la précision de lI'amarrage pour les ligands déplacant les eaux (Birch et al.,
2002).

= Le programme GRID a été utilisé avec succes pour sélectionner des molécules d'eau a
rayons X pour l'arrimage de dérivés d'hydrates de carbone a I'entérotoxine thermolabile
(Minke et al., 1999).

= SwarmDock est une méthode d'amarrage flexible qui utilise un algorithme mémeétique,
basé, sur la population pour optimiser les parameétres caractérisant l'orientation, la
position et les conformations des sous-unités protéiques (Barporter et al., 2019).

= FRODOCK 2.0 est un algorithme d'amarrage de corps rigide. 1l est basé sur le principe
des potentiels, basés sur une grille 3D avec un potentiel basé sur la connaissance et des
propriétés d'harmoniques sphériques qui aident a améliorer de maniere plus

significative le taux de réussite de I'amarrage (Agrawal et al., 2019)
3. Utilisation du docking moléculaire dans le repositionnement des médicaments

Les approches in silico, permettent aujourd'hui le criblage virtuel de millions de composés dans
un délai abordable, ce qui réduit les colts initiaux de l'identification des résultats et améliore
les chances de trouver le médicament souhaité (Pinzi et Rastelli, 2019). Dans ce contexte, le
docking moléculaire est utilisé pour faciliter différentes taches des programmes de découverte
de médicaments, [D’identification et l'optimisation de cibles, le repositionnement de
médicaments et la conception. A 1’heure ou des centaines d’essais cliniques ont été lancés dans
le monde dans le but de trouver rapidement une solution thérapeutique contre certaines
maladies, les médecins et chercheurs ont priorisé le repositionnement de molécules déja
approuveées en utilisant le docking moléculaire pour traiter ces maladies (Shoichet et al., 2002 ;

Kinnings et al., 2009 ; Lee et al., 2016). On peut citer quelques exemples :
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La schistosomiase urogénitale: est causée par une infection & Schistosoma
haematobium (S. haematobium), qui a été associée au développement du cancer de la
vessie. Trois médicaments de réorientation, l'ivermectine, l'artééther et le praziquantel,
ont été passés au crible pour trouver le puissant candidat de réorientation du
médicament contre le Schistosoma-cancer de la vessie associé (SABC) chez I'homme en
utilisant des méthodes de calcul. Des protéines glutathion S-transférases (GST) et le
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) participent activement a de
nombreux processus tumorigenes tels que la prolifération cellulaire, la survie cellulaire
et la résistance aux médicaments. L'analyse de simulation d'amarrage moléculaire et de
dynamique moléculaire (MD) a révélé que I'ivermectine ciblait efficacement les poches
de liaison des protéines réceptrices du VEGF et possédait un comportement dynamique
stable aux sites de liaison. Donc, il a été proposé ici que ces composés doivent étre
testés expérimentalement contre la signalisation VEGF et GST afin de contréler SABC
(Siddiqui et al., 2021).

Le SRAS-CoV-2: dans un travail mené par Grahl et al. (2021), les chercheurs ont
sélectionné a partir de 48 des médicaments antiviraux généralement disponibles,
susceptibles d'inhiber une partie du cycle viral du SRAS-CoV-2, 3 candidats idéaux, a
savoir le Zanamivir, la Ribavirine et le Penciclovir. Grace aux analyses, ils ont
corroboré I'observation selon laguelle la protéine Spike et la polymérase RdRp,
I’enzyme de conversion de l'angiotensine 2 I'ACE 2 exprimée dans le tissu pulmonaire
et I'ARN polymérase sont des cibles d'une grande importance pour l'inhibition du
SRAS-CoV-2. Dans cette étude de repositionnement des médicaments guidé par
I'amarrage moléculaire et la dynamique moléculaire, ils ont trouvé que le penciclovir
était le meilleur candidat pour interférer dans l'interaction protéine Spike-ACE2, tous

sont supposément capables de se lier a plus d'une protéine virale.

Les maladies cardiaques : grace aux techniques in silico de nombreux genes impliqués
dans les maladies cardiaques ont éteé identifiés. L’interaction entre ces genes
médicamenteux avec plus de 1600 médicaments, a ensuite été etudiée a l'aide de la
simulation d'amarrage moléculaire. 24 génes spécifiques au cceur, pouvaient étre
considérés comme des genes médicamenteux, parmi lesquels seuls les génes MYBPC3,
MYLK3 et SCN5A sont entrés dans le processus d'amarrage moléculaire en raison de
leurs fonctions. Par la suite, les proprietés pharmacocinétiques des 10 meilleurs ligands

ayant l'affinité de liaison la plus élevée pour ces protéines ont été étudiées. Ainsi, la
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méthylergonovine, le fosaprépitant, le pralatrexate, la daunorubicine, le glécaprévir, la
digoxine et le vénétoclax ont été jugés compétents, afin d'interagir parfaitement avec les
protéines cibles (Alikhani et al., 2021)

= La maladie de Chagas, également connue sous le nom de trypanosomiase américaine,
est une infection tropicale négligée causée par le parasite protozoaire hémoflagellé
Trypanosoma cruzi. L’énolase est une enzyme glycolytique qui catalyse
I’interconversion entre le 2-phosphoglycérate et le phosphoénolpyruvate. Par
conséquent, 1’énolase constitue une cible enzymatique intéressante pour 1’identification
de médicaments contre la maladie de Chagas. Tout d’abord, deux inhibiteurs connus de
I’énolase et les substrats enzymatiques ont été utilisés comme requétes pour le dépistage
de la similitude sur la base de données Sweetlead a ’aide de cinq algorithmes
différents. Les composés récupérés dans le top 10 d’au moins trois algorithmes de
recherche ont été sélectionnés pour une analyse plus approfondie, ce qui a donné six
composés d’usage médical (étidronate, pamidronate, fosfomycine, acétohydroxamate,
triclofos et aminohydroxybutyrate). Les simulations d’amarrage moléculaire et le re-
scoring de pose obtenue pour 1’étidronate, le pamidronate et la PPE ont été utilisées
pour les calculs de dynamique moléculaire afin de décrire leur mode de liaison. A partir
des résultats obtenus, I’étidronate a été¢ proposé comme inhibiteur potentiel de 1’énolase

(Valera-Veraet al., 2019).

= Les chercheurs ont mené une expérience d'amarrage virtuel visant a découvrir des
molécules qui ciblent les interactions de fécondation cruciales de JUNO et IZUMOL.lIs
ont ancré 913 000 molécules a deux structures cristallines de JUNO et les ont classées
sur la base de critéres liés a I'énergie. Sur les 32 candidats testés, deux molécules (c'est-
a-dire, 2786028994 et 21290281203) ont démontré un effet inhibiteur de la fécondation
a la fois dans une étude in vitro test de fécondation (FIV) chez la souris, et une
pénétration in vitro de sperme humain dans des ovocytes de hamster. Malgré cet effet
clair sur la fécondation, ces deux molécules n'ont pas montré d'activité de blocage de
l'interaction JUNO-1ZUMO1 telle qu'évaluée par AVidity-based EXtracellular
Interaction Screening (AVEXIS). Par conséquent, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour déterminer le mécanisme d'action de ces deux inhibiteurs de la

féecondation,  estiment les  chercheurs  (Stepanenko et al., 2022)
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Matériels et Méthodes

1. .Screening virtuel

Nous avons recherché dans la base de données Zinc (https://zinc15.docking.org), les molécules
approuvées par la FDA (Administration of Food and Drug) et susceptibles d’interagir avec la

protéine JUNO.

Zincl5 est un outil de recherche pour la découverte de ligands, qui relie les activites
biologiques par produit génique, médicaments et produits naturels avec la disponibilité

commerciale (Sterling et Irwin, 2015).
Pour télécharger les molécules FDA, nous suivons les étapes suivantes :
- Cliquer sur Substances pour rechercher les sous-ensembles.

- Cliguer sur Sous-ensembles pour rechercher les médicaments approuvés par la FDA, dans la

Drug Bank.

- Télécharger les structures des ligands sous forme SDF
2. Docking moléculaire

2.1. Récepteur

La protéine JUNO est disponible dans la PDB, qui contient des milliers de structures protéiques
prises soit par cristallographie (rayons X) ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire).
Elle est répertoriée sous le code 5F4Q. 11 s’agit de I’extrémité C-terminale de JUNO s’étendant
de I’acide aminé 20 a 228 (figure 11) et dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par
RMN (figure 12).

C79 C86 C143 C149
C132 €134 K166 172
\ e -

(9% (99

119 L] ] =11 |228 250

Figure 11 : Schéma du domaine C-terminal de JUNO humain (Aydin et al., 2016)
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Figure 12 : La structure 3D de JUNO
2.2. Ligand

Nous utilisons le site PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) pour la recherche des

ligands capables d’interagir avec le récepteur 5F4Q.
2.3. Interaction ligand-récepteur
Nous avons utilisé les logiciels PyRx et Chimera pour tester 1’interaction ligand-récepteur.

= PyRx : est un logiciel open source doté d'une interface utilisateur intuitive qui s'exécute sur
tous les principaux systemes d'exploitation (Linux, Windows et Mac OS) (Dallakyan et Olson,
2015).

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

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

Python Prescription —ourceorac
Virtual Sereening Tool
.

Downloads
p):qx B..a_.), Distribution ligques klm“”hmv“‘.’
Y.

PyRx s open . for Mer-Adec Drug Design ais noer SINpIted BSD License.
0 System Regquerements for PyRx are simiar 1o “coond | ite

Pyfle werson O B % avatabie 20r 1y 2,

PyRx-0.9.2-Setup.exe $159.99 Oy Now E"“‘/:"’:""‘D
D s

Teoas i
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- Charger les molécules dans I'espace de travail PyRx.

- Cliquer sur File puis sur Load Molécule et sélectionner le fichier 4F5Q.

L3I0 Sccmc  Z2ZD Moy JjOsamerts Tebies
P XIDNTTITS B «L0 e

charegement de molécule

Vima wazard | D Aucecodk wersd S Cpensacel | ® symonshel QPiogge |
U sartHes | 0, Select Molecdes | Run Viw | [ Acebyee Resin

The ~aars =il QUde You TVOLCH STING LD 3Nd NANg ALDoT: VIra.

Vi Erecuron Moce

© Lozt ConG Cr¥vooram s (SEIVYRNWRS.Exe) Doty Portasie Sath £ yster

Chcx on Start button B Deen >

Welcome t= PyRx - Virtusl Screening Tool

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

Results: All O items

N W
(Emmmw

Number of atoms 1Nsert new item
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- Cliquer droit et sélectionner Minimise All.

WeaVizad | AddDokWawd | 4 Opentabel @ Pytenshd  Quge 3
View: No fiter v Resuts:Al 1615 tems
Tike Forua Weght

ZINCON00 130427 ¥ E=1634.47 CHIOP Mrimaing ZINC000003800008 (152 of 1615)
ZINCO0003807804 ufF F=506.55 MO l
ZNCO00000 120286 ¥ £=166,3 I |
ZINCO00242548630_uf¥ £6223.46 _uff F=B54.25 CAH64014 ‘ Eapeed tme:  0:01:47
ZNCO00000008492,ufF w91 12 CHMO it Gk
ZNCOO00D07120_uff E=1424.57 CIHIFNI04 =3
ZNCO0000161299% ufF Ew67%.04 CIHIRN08

- Cliquer Vina Wizard > sélectionner Local /start /Add Macromolécule > sélectionner
4F5Q.

AutoDock Wizard  4¢ OpenBabel ~ # PythonShel (g Logger

StartHere ), SelectMoledes RunVina [3 Analyze Results
This wizard will guide you through setting up and running AutoDock Vina,

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

- Cliquer sur Open Babel puis cliquer droit sur les ligands et sélectionner Convert All to
AutoDock Ligand (pdbqt).

TN e E= 8302
TNCOMIOONEATT, W f= 15505

TNCOON000G T W - 510
SHNNONIR v LW

Yonn et P AN S o Opoms Babed Db Tt

1 +
e o Shey | e 15 s Cowarare TPCITITIITEL LM 2 =300, 58 (370 of 40 GEEua
Tew ! raate o trwe N
TICRANIINAY W 2 e AL crvoe 1 _ | .
IPCONOTIN I A y couoe Sweedtes: SO n
TIC000000 330200 _uH 2= carimy Serareg b - 33003 ! =
resmicteen N reziie  ceresos !

Rl T e T )
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- Cliquer sur le premier ligand et sur shift puis sur le dernier ligand pour sélectionner tous

les ligands/et en fin sur Forward.

& PyRx - Virtual Screening Tool

=

TINMC OOV ASORE + ¥ F— 208 AS e
Macromolecules

File Edn Views Help

w2 @

Navioator (= ]

. MoleCues B AutoDock S TVTR > rayaa -

w ZINCOO0003S40470_uff_E=367.44 pdbqt o~
W ZINCOO0003941496_uff_E=3958.01.pdbqt
W ZINCOO00039421829_uff_E= 1023 36.pdbqt
W ZINCOO0003943279_uff_E=735.92. pdbqt
W ZINCO00003922422 uff_E=776.58. pdbqt
e e

Se————————————————s

9

Back q_[ Forweard

Working drectoryt - Users \Del', moltooks Py Macromole culles B ag

o 30 Scene | [ 2D Pioes i Dosouments | Tables S OpenBabel | Vies - Shiq/ZINCOOOIE1SETI96_wil_E=1175.01
Conrwruna e |

T Praarain Fled (86 Py bl dun ™ —conifi oot -dored | el L TTRNCOD0 DG 152 7 106 wfY

mulEithreading, Jourmsal of Computational ChemistEry 31 (2010)
455-46€1

# ¥
L] L]
L] L]
# DOT Lo, 100273es. 20334 ¥
# #
# Flease & NTTR!SSVIRA.SCELIERS.&du £oF MOFXe LERTOFSACION. L
SR S S R R RS SRR RS RS SRS R R R RS R R R R RS RS RS R R SRR R S R L 0]
Cutput will be ..%..%WLigandsh ZINCOOO2E1527 19€ _uff E=LL75.01 out.pdbgt
Decected 2 CFUs

Feading input ... dome.

Feccing up the scorinmg functisn ... done.

Rualyzing
Daing Zasn

i 20 3::! --;.D 11 &0 O &0 ':il:l iG- Le docking

the bBinding sice ... done.
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- Ensuite, on transforme le fichier de minimisation pdb en pdb.qt pour entrer dans un autre

programme qui s’appelle Chimera.

» Chimera : est segmenté en un noyau qui fournit des services et une visualisation de base, et

des extensions qui fournissent des fonctionnalités de niveau supérieur (Pettersen et al., 2004).

Le processus de docking avec Chimera se déroule selon les étapes suivantes :

- Télécharger UCSF Chimera : https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html

UCSF CHIMERA
[ Quick Links ] an Extensible Molecular Modeling System
Documentation Download Chimera
Getting Started
User's Guide

+ Bug Tracking System
s |icens nglnk;l‘l alion
wial Chimera Features

Command Index

Tulorisls and Yideos

Guids to Volume Data

Relagse Noley

Downlogd
Whars New in Daily Builds

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

Map of Download Locationy s
Fi Current Production Releases

Image Galkery

+ See the release nates for a list of new features and other information

- Préparer les stimulations de docking : ouvrir avec UCSF Chimera la structure pdb du

récepteur (JUNO) puis les ligands, les structures de ces derniers sont téléchargées de

ZINC (docking.org) sous forme SDF.
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-
ZIN( 1956 (Paliperidone)
1
Le
Mot Formuta — Meavy Atoms Metero Atoms -20
B
.
.
Ne e - Rotatadie A Poia
Lol . . AHCe A . . 2 ~
A~

Préparation du récepteur
- Cliquer sur File puis Open pour ouvrir le fichier 4F5Q.

File Select Actions Preserts Tools Favorites Help

e -
Fezch by 1D
Restore Session

AION

Close Sevwon
Ot

sur Tools puis sur Surface/Binding Analysis / Dock prep pour optimiser le récepteur

pour I’amarrage.

28 |Page



Matériels et Méthodes

- Dans Dock prep sélectionner toute les options sauf « Delte non-complexed » et « Write
Mol2 file » / cliquer sur OK/OK/OK.

<. Dock Prep — O >

Molecules to prep:

Sf4q.pdb (#0

For chosen molecules, do the following:
I¥ Delete solvent

I Delete non-complexed ions

IV If alternate locations, keep only highest occupancy

¥ selenomethionine (MSE) to methionine (MET)
Change: ¥ bromo-UMP (5BU) to UMP (U)
methyilselenyl-dUMP (UMS) to UMP (U)
methyilselenyl-dCMP (CSL) to CMP (C)
Incomplete side chains: Replace using Dunbrack 2010 rotamer library —
¥ Add hydrogens
Add charges
— Write Mol2 file

Publications using Dunbrack 2010 rotamers should cite:
Shapovalov, M.S_ . and Dunbrack. R L__ Jr. (2011)
A Smoothed Backbone-Dependent Rotamer Library for Proteins
Derived from Adaptive Kernel Density Estimates and Regressions I\m |
d

Structure, 19, 844-858.
[ox] cancet] ueb |

Préparation du ligand

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

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

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

T oois Favormtes Help

General Comtrols
Vierwing Comtrol=s
Dopscticon

Structure Analysis
Structure Comparison

Segueance

Surface Bincdng Analys:s

Swructure Editing . FarncaiiBomna

Auanmber Fing Clashes/Comtacts

MDD /Ensemble Analysis Electrostatic Surface Colonng
Higheor - Orcer Structunre . Coudormibac Sustface Colonng
Volume Dats - APBS

Dermos - Santace Capeing

Movermnoenrt Surface Zomne

U talitoens VieowDock

Dock Prop

A\_!(:Ookk Ve

Maoaswwe Volurme and Area
Maoaswre ana Color Bliobs
Intersus?

Surfrnet

DelPtanComtrolier

Adctionad Tooks

- Dans

AutoDock Vina cliquer sur Brose, nommer le complexe/ puis sélectionner le récepteur et le

ligand /, et cliquer sur bouton 1/définir I’espace de recherche (taille et position de contre de

grille).
- Cliquer sur I’écran par la souris clic droit pour mettre le complexe sur une boxe.

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

no dock\1485935.pdbat Browse

u
Receptor: 5f4q.pdb (#0) —!
Ligand: ZINC000001485935.5df (#1) —!

| WReceptor search volume options

¥ Restze search volume using  button 1 —i
Center:[23.0506 |23.0906  |-10.5602

size:[45.3 [39.1 45.0

»-Receptor options

»Ligand options
»Advanced options
> Executable location

@ Apply | Close ﬂ
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- Ensuite cliquer sur Ok/ running.

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

View Dock » est ouverte et le tableau de score AG apparait.

-Enfin, pour enregistrer les fichiers obtenus, cliquer sur file/save pdb/cocher le récepteur et le

ligand (3.1) en cliquant sur ctrl /insérer le code de ligand dans file Name /Save.

» On recommence les mémes étapes pour les autres ligands.
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1. Screening moléculaire

Le screening moléculaire a permis de ressortir 1615 molécules susceptibles de cibler la protéine

JUNO. Les meilleurs scores selon AG, c’est a-dire 1’affinité de liaison, sont donnés dans le

tableau 1.

L'énergie libre de Gibbs (AG) introduite par Willard Gibbs, est la quantité clé¢ dans la

description de la thermodynamique des systémes biologiques, et donc un objectif important des

simulations biomoléculaires (Fogolari et al., 2018). Elle correspond a I'énergie disponible dans

une réaction pour effectuer un travail utile. Elle est différente du changement d'énergie total

d'une réaction et principe d’évolution des réactions physico-chimiques (Reichle, 2020).

Tableau 1. Les meilleurs scores AG révélés par le screening moléculaire

1530886

1481956

537791

537928

1530975

1485935

537822

403566

Telmisartan -11.90
Paliperidone -10.40
Amaryl -10.30
Lopéramide -9.80
Butenafine -9.50
Isavuconazole -9.40
Haloperidol -8.70
Biltricide -8.50

Nous avons retenu le Biltricide pour la suite des analyses.
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2.Docking moléculaire

Le Root Mean Square Deviation (RMSD) est utilisé pour calculer la distance spatiale entre
deux atomes qui sont censés étre superposes, et évaluer la qualité d'un alignement structural.
Un RMSD trés faible signifie que l'alignement est tres bon, un trés fort signifie que ce n'est pas
bon du tout (Coutsias et Wester, 2019). La lecture de fichier PDB sur chiméra permet
d’obtenir les RMSD des différentes poses du complexe JUNO-Biltricide (figure 13).

File Compounds Column Selection Chimera HBonds Mowvie

S | Score | RMSD Lb. | RMSD u.b.

v :

v -83 3.444 6.794
v -79 4.19 8.052
v -=-1.7 4.226 7.29
v 1.7 4.744 8.346
v -7.0 2.443 4,873
v 69 3.681 6.906

Figure 13 : Les RMSD des différentes poses du complexe JUNO-Biltricide

Dans la figure 14, est représenté un modele 3D amarré de JUNO-Biltricide. Cette interaction
engage plusieurs types de liaisons comme le montre le diagramme 2D obtenue par Discovery

studio visualizer (figure 15).

La lecture de fichier PDB par Discovery studio visualizer permet la visualisation du mode et le

type d’interaction entre la meilleure conformation du ligand et du récepteur.
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Figure 14 : Diagramme 3D amarré de complexe Biltricide-JUNO

ILE

WAL AS4
Adl0 S
BRG] AT2
A125 ;
PHE
AS0
TVR
AS7
" ==/
L™
SER :- ..
Ad93 ot o
- ATS
B
- TRP
v A180
A S
TRP
A153

Interactions

I:I van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
I:I Pi-Donaor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Figure 15 : Diagramme 2D de ’interaction Biltricide-JUNO
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D’apreés la figure 15, nous recensons :

- 2 liaisons hydrogenes formées entre le C-ter de Biltricide et les résidus arginine en position

154 et tryptophane en position 190.

La liaison hydrogéne est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dipdle entre 2
molécules ou entre 2 groupements d’une molécule. Elle joue un role stabilisateur de la structure

secondaire des macromolécules biologiques (Li et al., 2021).

-5 liaisons pi alkyl entre Biltricide et le résidu leucine en position 76, phénylalanine en position

74, tryptophane en position 190, tryptophane en position 153 et arginine en position 125.

La liaison pi alkyl est une liaison chimique covalente qui crée entre deux atomes. Les
interactions non covalentes impliquant des systemes pi sont essentielles pour des événements

biologiques tels que la reconnaissance protéine-ligand (Meyer et al., 2003).
-1 liaison Pi-Sigma entre Biltricide et le résidu phénylalanine en position 74 (figure 15).

Une liaison sigma(c) est une liaison chimique covalente formée par le recouvrement axial de

deux orbitales atomiques (Clayden et al., 2012).

- De plus, nous constatons que la liaison entre Biltricide et JUNO implique des résidus d'acides
aminés qui sont de nature hydrophobe ; c’est a dire que 1’interaction est hydrophobe ce qui joue
un réle important dans la stabilisation de I'interaction protéine-ligand, et affecte également son

affinité de liaison.
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Discussion

La contraception peut s'intégrer dans une stratégie de contrdle des naissances ou de
planification familiale, a un niveau individuel ou collectif. Elle est souvent associée aux
femmes, la majorité des solutions proposées éetant concues pour elles (Amory, 2016 ; Roth et
Amory, 2017 ; Hassoun, 2018 ; Robin et al., 2018 ; Thirumalai et Page, 2019). La
contraception hormonale demeure a nos jours, le moyen le plus utilisé ; et bien qu’efficace
présente un certain nombre de contraintes et problémes de santé pour les femmes (Geoffroy et
Letombe, 2008 ; Colquitt et Martin, 2015 ; Britton et al., 2020).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, dont le but est de repositionner des molécules
thérapeutiques connues, utilisées et disponibles, pour un usage en contraception non

hormonale, via le blocage de la fécondation.

Comme vous le savez, la fécondation est définie comme le processus d'union de deux gametes.
Lorsque les ovules et les spermatozoides de mammiféres entrent en contact dans l'oviducte
femelle, une série d'étapes est déclenchée qui peut conduire a la fécondation et finalement au
développement de nouveaux individus. Bien que ce processus ait été largement étudié, ce n'est
que récemment que les composants moléculaires de I'ovule et du sperme qui participent a la
voie de fécondation des mammiféres ont été identifiés. Certains de ces composants peuvent
participer a I'adhésion des gameétes tels que JUNO (Wassarman et al., 2001 ; Inoue et al.,
2005 ; Bianchi et al., 2014).

Il s’agit d’'un domaine de type glycoprotéine riche en cystéine, ancré sur le
glycophosphatidylinositol (Aydin et al., 2016), exprimé sur la membrane plasmique des
ovocytes humains (Jean et al., 2018) et essentiel a la fertilité féminine (Bianchi et al., 2014).
En effet, plusieurs études ont montré que cette protéine interagit avec 1ZUMO1, une protéine
présente a la surface de membrane plasmique des spermatozoides (Inoue et al., 2005 ; Aydin
et al., 2016 ; Ohto et al., 2016). Cette interaction serait indispensable a la fécondation, comme
le montre de nombreuses expeériences in vivo celle-ci aussi réalisées sur des souris (Bianchi et
al., 2014).

Son réle important dans la fécondation offre des opportunités pour le développement rationnel

de nouveaux traitements de fertilité et de contraceptifs (Bianchi et al., 2014).

Par une éetude in silico, nous avons identifié 8 molécules candidates qui pourraient se lier a
JUNO et éventuellement bloquer son interaction avec le récepteur de sperme IZUMOL. Ces

molécules (Telmisartan, Paliperidone, Amaryl, Lopéramide, Butenafine, Isavuconazole,
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Haloperidol, Biltricide) figurent parmi les médicaments approuvés par la FDA. Chacune d’elles
est donc utilisée pour des indications bien déterminées et ses effets indésirables sont connues.

Le Telmisartan est un médicament prometteur pour soigner la pression artérielle, toutefois son
utilisation serait susceptible de causer des infections urinaires, un déficit en globules rouges et

une augmentation du taux de potassium dans le sang (Podzolkov et Tarzimanova, 2017).

La Paliperidone est indiquée dans le traitement de la schizophrénie et des troubles apparentés
(Corena, 2015). Son utilisation a court et a long terme peut gravement affecter la qualité de
vie : troubles menstruels, galactorrhée, dysfonctionnement sexuel, diminution de la densité

minérale osseuse et cancer du sein (Bostwick et al., 2007).

L’Amaryl est utilisé pour le traitement du diabéte de type 2 (diabéte de I’adulte) (Mdller,
2000). Parmi ces effets secondaires fréquents, figurent les réactions allergiques, chute de la
tension artérielle, trouble de la circulation de la bile, inflammation du foie (hépatite) et allergie
cutanee (Skillman et Feldman, 1981).

Le Lopéramide est un antidiarrhéique, dont I’utilisation pourrait s’accompagner de crampes et

de nausées. Il peut méme affecter le systéme nerveux central (Baker, 2007).

La Buténafine est un agent antimycosique contre les dermatophytes, qui peut avoir comme
effets secondaires I'érythéme, la dermatite de contact, les démangeaisons et l'irritation (Polat et
al., 2017).

L’Isavuconasole est un médicament utilisé pour le traitement de de 1'aspergillose invasive et de
la mucormycose chez les adultes (Shirley et Scott, 2016). Ses effets secondaires les plus
fréquemment rapporteés sont les nausées, les vomissements, la diarrhée et une hépatotoxicité
(Ellsworth et Ostrosky-Zeichner, 2020).

L’Halopéridol est un meédicament antipsychotique qui peut causer un risque de délire (Krum et

al., 2021) avec des troubles de conscience et du rythme cardiopathie (Tebeka et al., 2017).

Enfin le Biltricide (Praziquantel) est utilisé pour le traitement de toutes les formes de
schistosomiase. 1l agit de fagon spécifique sur la perméabilité de la membrane cellulaire, et il
est rapidement absorbé (environ 80 %), métabolisé puis éliminé par le rein (Chai, 2013). Le
Biltricide a été déja repositionnée dans le traitement de la maladie de psoriasis (une maladie

inflammatoire de la peau) (Hao et al., 2021), et ne présente pas d’effets indésirables majeurs ;
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il peut provoquer des céphalées, des nausees, de l'anorexie et des vomissements (Cioli et Pica-
Mattoccia, 2003).

A la lumiere de cette revue bibliographique des effets secondaires des huit molécules
sélectionnées pour leur affinité de liaison avec le JUNO, il s’avere que seul le Biltricide
pourrait étre envisagé pour le repositionnement dans le cadre de I’utilisation de cette molécule

comme contraceptif non hormonal, visant a inhiber 1’interaction JUNO-1ZUMO1.
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Conclusion

La découverte de JUNO en tant que partenaire de liaison pour [IZUMOI1 permet de 1’identifier
comme le premier récepteur de surface ovocytaire essentiel a la reconnaissance des gametes
chez les mammiféres. Cette fonctionnalité en fait une cible thérapeutique parfaite pour la

contraception non hormonale.

Par une approche in silico, nous avons identifié 1615 molécules approuvees par la FDA et
susceptibles d’interagir avec JUNO. Nous en avons retenu dans un premier temps 8 qui
présentaient une forte énergie de liaison. Toutefois I’analyse des indications et des effets
indésirables de ces molécules thérapeutiques connues, nous a conduit & n'en retenir qu’une
seule. Il s’agit du Biltricide, un médicament utilisé dans le traitement de la schistosomiase. Ce
médicament a montré la huitieme meilleure affinité de liaison avec JUNO, mais comparé aux

autres molécules ne provoque que des effets indésirables mineurs.

Il s'avére donc un candidat potentiel pour un repositionnement dans le cadre de la contraception
non hormonale via le blocage de [D’interaction JUNO-IZUMO1, et par conséquent la

fécondation.

Cependant, des analyses de simulation moléculaire restent indispensables pour déterminer la
stabilité de cette interaction au cours du temps. Par ailleurs, seuls des tests in vivo, pourraient
confirmer ou infirmer I’interaction JUNO-Biltricide et sa capacité a interférer avec la formation

du complexe JUNO-1ZUMOL, et bloguer par conséquent la fécondation.
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Résumé

Les médicaments hormonaux combinés sont a la base de la contraception. Quoi que efficaces, ils sont associés a des
effets secondaires graves sur la santé des femmes. Le risque de ces effets peut étre réduit par des petites molécules non
hormonales qui ciblent spécifiqguement les protéines impliquées dans la fécondation. Parmi elles figurent la protéine
JUNO, qui forme un complexe avec IZUMOI1 et est indispensable a la fécondation. L’objectif de notre travail est de
rechercher parmi des médicaments disponibles et commercialisés, des molécules susceptibles de cibler JUNO afin
d’inhiber cette interaction et donc empécher la fécondation. Par une étude in silico, nous avons recensé 1615
molécules approuvées par la FDA, susceptibles d’interagir avec le domaine C-terminal de JUNO. Nous n’en avons
retenu qu’une seule, le Biltricide, une molécule utilisée dans le traitement de la schistosomiase. En raison de son
affinité de liaison avec JUNO et ses effets secondaires mineurs, elle pourrait étre repositionnée dans le cadre d’une

contraception non hormonale.

Mots clés: JUNO, contraception, hormonale, non hormonale, docking moléculaire, repositionnement des
médicaments.

Abstract

Combination hormonal drugs are the basis of contraception. Although effective, they are associated with serious side
effects on women's health. The risk of these effects can be reduced by non-hormonal small molecules that specifically
target proteins involved in fertilization. Among them is the protein JUNO, which forms a complex with 1IZUMOL1 and
is essential for fertilization. The objective of our work is to search among available and marketed drugs, molecules
likely to target JUNO in order to inhibit this interaction and thus prevent fertilization. Through an in-silico study, we
have identified 1615 FDA approved molecules that could interact with the C-terminal domain of JUNO. We selected
only one, Biltricide, a molecule used in the treatment of Schistosomiasis.Because of its binding affinity to JUNO and

minor side effects; it could be repositioned in the context of non-hormonal contraception.
Keywords: JUNO, contraception, hormonal, non-hormonal, molecular docking, drug repositioning.
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