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Résumé en francais de la these

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1); agent causal du Syndrome
d’Imunonodéficience Acquise (SIDA) possede une enzyme virale essentielle a son cycle réplicatif ;
I'Intégrase (IN). Elle permet I'intégration du génome viral dans les cellules cibles humaines, via
deux étapes ; le « 3’processing » suivi de I'’étape de transfert de brin. Par conséquent, I'intégrase
du VIH-1 constitue une cible thérapeutique majeure. De nos jours, les thérapies anti-IN ont
recours a l'utilisation d'inhibiteurs appartenant a la famille des dicétoacides (DKAs) qui agissent
a l'interface de l'intasome Intégrase-ADN viral, inhibant spécifiguement I'étape de transfert de
brin, ce qui leur a valu le nom d'inhibiteurs de transfert de brin (INSTIs). L'INSTI le plus efficace a
ce jour est le Dolutégravir (DTG), mais malgré son succes initial, ce médicament a causé le
développement de mutations de résistance au niveau de l'intégrase chez les patients traités,
compromettant I'efficacité a long terme des thérapies anti-VIH. Par conséquent, nous visons dans
ces travaux de these, a renforcer les interactions des DKAs et notamment du DTG avec |I'ADN
viral, a l'interface IN-ADN afin de contourner le besoin d'interactions spécifiques avec la protéine
et surmonter ainsi les mutations de résistance. Nous avons commencé par I'optimisation du
noyau halogéné du DTG, étant donné que cette structure effectue des contacts spécifiques et
directes avec les bases terminales de I’ADN viral ; Ci6 et Ga. Cette optimisation s’est basée sur des
substitutions d’halogénes et de groupements donneurs et attracteurs d’électrons. L'efficacité de
nos nouvelles structures halogénées substituées, par rapport au DTG, a été ensuite évaluée par
calcul de leur énergie d’interaction intermoléculaire (AE) avec les noyaux de Cis et Ga, via des
méthodes de calculs basés sur la mécanique quantique et la mécanique moléculaire polarisable.
Une évaluation supplémentaire a été faite par détermination des contours de potentiel
électrostatique pour chaque noyau afin d’évaluer I'effet de nos substitutions sur la répartition
électronique et donc sur les interactions de ces derniers avec les bases terminales virales. Suite
a la conception et I'évaluation des nouveaux dérivés halogénés a partir du DTG, nous avons
extrapolé notre étude a une échelle plus grande, par le suivi du comportement de nos nouveaux
inhibiteurs pris entiérement au sein de I'intasome viral en présence de Mg?* et ceci via des
simulations de dynamique moléculaire polarisable en solvant explicite. Ces simulations nous ont
permis d’étudier en détails les interactions de nos nouvelles molécules avec les différents
partenaires ; IN et ADN viral et de les comparer au mode d’action du DTG. De plus, nous avons
simulé le DTG avec la protéine et ’ADN pris séparemment, afin de comparer son interaction avec
chacun des deux et de mettre en relief par la suite sa meilleure interaction avec I’ADN viral
expliquant ainsi sa moindre sensibilité aux mutations de résistance de I'IN. La derniere partie de
cette thése repose sur la détermination des énergies libres de Gibbs (AG) pour les systemes que
nous avons simulés ; ADN-Intégrase-drogues halogénées, ADN-DTG et Intégrase-DTG, afin de
confirmer tout d’abord l'interaction plus stable du DTG avec I’ADN viral par rapport a I'IN puis a
démontrer que nos nouvelles substitutions ont renforcé les interactions des nouveaux inhibiteurs
avec l'intasome viral et notamment avec I’ADN, permettant la génération de nouveaux
inhibiteurs de transfert de brin capables de contourner le probléme de résistance.

Mots-clés : VIH-1, SIDA, Intégrase, ADN viral, Dicétoacides, Inhibiteurs de transfert de brin,
Dolutégravir, noyau halogéné, mécanique quantique, mécanique moléculaire polarisable,

dynamique moléculaire, énergie d’interaction intermoléculaire, énergie libre de Gibbs.
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Résumé en anglais de la these

The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1); causative agent of the Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) has a viral ezyme that is essential to its replicative cycle; the
Integrase (IN). It allows the integration of the viral genome into human target cells, via two steps;
the 3’processing followed by the strand transfer step. Therefore, the HIV-1 integrase constitutes
a major therapeutic target. Nowadays, anti-IN therapies resort to the usage of inhibitors
belonging to the diketoacid family (DKAs) which act at the interface of the integrase-viral DNA
intasome, specifically inhibiting the strand transfer step, earning thus the name of strand transfer
inhibitors (INSTIs). The most effective INSTI to date is Dolutegravir (DTG), but despite its initial
success, this drug has caused the development of resistance mutations at the integrase level in
patients, compromising the long-term efficacy of anti-drug therapies. Therefore, we aim to
strengthen the interactions of DKAs and in particular of DTG with the viral DNA, at the IN-DNA
interface in order to bypass the need for specific interactions with the protein and thus overcome
the resistance mutations. We started with the optimization of the halogenated ring of DTG, since
this structure makes specific and direct contacts with the terminal bases of viral DNA; C16 and Ga.
This optimization was based on substitutions of halogens and of electron donor and attractor
groups. The efficiency of our new halogenated substituted structures, compared to DTG, was
then evaluated by calculating their intermolecular interaction energy (AE) with the Cis and G4
rings, via quantum mechanical and molecular mechanical methods based on polarisable
potentials. An additional evaluation was made by determining their electrostatic potential
contours in order to assess the effect of our substitutions on the electron distribution for each
ring and therefore on the interactions of the latter with the viral terminal bases. Following the
design and evaluation of our new halogenated derivatives from DTG, we extrapolated our study
to a larger scale, by monitoring the behavior of our new inhibitors taken entirely, within the viral
intasome in the presence of Mg?*, via molecular dynamics simulations in explicit solvent with a
polarizable potential. These simulations allowed us to study in detail the interactions of our new
molecules with the different partners; IN and viral DNA and compare them to the mode of action
of DTG. In addition, we simulated DTG with each partner alone in order to compare its interaction
with each one highlighting subsequently its better interaction with viral DNA, which allows it to
be insensitive to IN resistance mutations. The last part of this thesis is based on the determination
of Gibbs free energies (AG) for the simulated systems; DNA-Integrase-halogenated drugs, DNA-
DTG and Integrase-DTG in order to first confirm the more stable interaction of DTG with viral
DNA compared to IN and then to demonstrate that our new substitutions reinforced the
interactions of the new inhibitors with the viral intasome and in particular with DNA, allowing
the generation of new strand transfer inhibitors capable of circumventing the problem of
resistance.

Keywords: HIV-1, AIDS, Integrase, viral DNA, Diketoacids, Strand transfer inhibitors, Dolutegravir,
halogenated ring, quantum mechanics, polarizable molecular mechanics, molecular dynamics,
intermolecular interaction energy, Gibbs free energy.
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Le Syndrome de I'Immunodéficience Acquise (SIDA), causé par le Virus
d’Immunodéficience Acquise (VIH), fait partie des pandémies les plus graves et les
plus dangereuses connues par notre monde, depuis les années 80 1. Afin de lutter
contre le SIDA, diverses stratégies thérapeutiques ont été développées mettant en
jeu plusieurs antirétroviraux (ARV). Le traitement actuel le plus courant est connu
sous le nom de HAART (Highly Active Anti-Retroviral Therapy) ; il correspond a une
thérapie antirétrovirale hautement active, se basant sur une combinaison d’ARV
qui cible différentes étapes du cycle réplicatif du VIH. Cependant, cette thérapie
reste colteuse, exige de la discipline et engendre chez les patients traités, des
mutations de résistance au sein des protéines virales 2. D’ou la nécessité de lutter
contre le probleme de résistance du VIH en développant de nouvelles drogues
antirétrovirales plus potentielles.

Une des cibles thérapeutiques les plus prometteuses du VIH est I'intégrase virale
(IN). En effet, cette enzyme clé joue un role important dans le cycle viral ; elle
catalyse l'intégration du génome rétro-transcrit du virus dans les chromosomes des
cellules infectées et ceci en deux étapes distinctes ; la maturation en 3’ suivi de
I’étape de transfert de brin (ST) B (Figure 1), de plus, elle ne présente pas de
contrepartie cellulaire. Par conséquent, le ciblage de I'intégrase et donc de I'étape
d’intégration est une stratégie importante afin de bloquer le cycle réplicatif du VIH

et éventuellement la production de nouvelles particules virales B,
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Figure 1: Représentation tridimensionnelle de la structure cristalline du tétramere d’intégrase du
Prototype Foamy Virus (PFV) en présence de I'’ADN viral (code PDB: 3L2R) (Hare et al., 2010. doi:
10.1038/nature08784) Le double brin de chaque molécule d’ADN viral est coloré en magenta et violet, les
sous-unités internes de l'intégrase sont colorées en vert, les sous-unités externes de l'intégrase sont
colorées en orange.

En raison des analogies structurales et fonctionnelles entre les intégrases du VIH et du PFV, nous nous
permettons d’utiliser ce dernier dans nos études d(i a I'abondance des structures cristallines comprenant
I'intégrase du PFV et I'insolubilité de I'intégrase du VIH-1.

Jusqu’a présent, trois inhibiteurs anti-IN ont été mis sur le marché, appartenant a
la famille des inhibiteurs de transfert de brin (INSTIs) vu leur efficacité a inhiber
spécifiguement I'étape de transfert de brins ©. |l s’agit du Raltégravir (RAL),
I’Elvitégravir (EVG) et le Dolutégravir (DTG) commercialisés en 2007 71, 2012 @l et
2013 ¢ respectivement. lls agissent a 'interface Intégrase — ADN viral (ADNv), ce
qui leur permet d’effectuer des contacts directs avec les deux partenaires 1. DTG
présente la meilleure efficacité d’inhibition virale comparée a RAL et EVG, et une
sensibilité moindre face aux mutations de résistance développées au sein de
I'intégrase (11,

Des études effectuées précédemment au sein de notre équipe, combinant les

calculs a I'expérience, ont mis en relief la spécificité de l'interaction respective
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entre le RAL, I'EVG et le DTG avec I’ADN viral du VIH-1, impliquant les nucléotides
terminaux de I’ADNv. De plus, nous avons démontré que le DTG affichait la
meilleure interaction ce qui serait a I'origine de son efficacité accrue par rapport
aux deux autres INSTIs 12, Ajoutons qu’une meilleure affinité du DTG pour I’ADNv
renforcerait son positionnement a I'interface ADNv-IN et compenserait son affinité
envers I'enzyme virale. Il serait alors capable de contourner I'effet des mutations
de résistance développées au sein de la protéine virale.

Concernant les sites d’interaction, nous avons réussi a démontrer antérieurement
comment DTG et les INSTIs en général interagissaient avec les bases terminales de
I’ADN par leur noyau halobenzénique qui opere un réle d’ancrage essentiel a ce
niveau. Par conséquent, notre stratégie d’optimisation des inhibiteurs de transfert
de brin s’est basée sur la structure du DTG, au niveau de son noyau halobenzénique
précisément. A ce stade, afin de renforcer les contacts INSTIs-ADNv et augmenter
ainsi leur potentiel inhibiteur, il faudrait maintenant modifier la structure de
I’halobenzene du DTG en effectuant des halogénations sélectives et des
substitutions de groupements donneurs et attracteurs d’électrons : c’est I'un des
buts principaux de cette these.

Dans un premier temps, nous avons travaillé sur la conception de nouvelles
molécules inhibitrices, a partir du DTG. Les modifications sont basées sur une
caractéristique des composés halogénés, qui est la présence d’un trou sigma
« sigma-hole » au niveau de la liaison C-X (X = halogéne) déterminant une déplétion
de la densité électronique dans le prolongement de la liaison C-X et une
accumulation de charges sur ses cotés 3. Treize molécules ont été congues et ont
fait 'objet d’une étude quantitative de leur énergie d’interaction avec les bases

terminales de ’ADNv, en ayant recours a des méthodes de calcul quantique et de
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mécanique moléculaire polarisable utilisant un champ de force polarisable
« SIBFA » % développé au sein de notre laboratoire a Paris. Nous avons de méme
effectué une étude qualitative des nouveaux noyaux d’halobenzenes proposés par
détermination de leur potentiel électrostatique moléculaire (MEP) 15! . Ce dernier
réflete la distribution des charges électroniques au sein des noyaux, nous
permettant la compréhension des effets électroniques résultants des
halogénations et substitutions ponctuelles et la validation des valeurs
énergétiques obtenues.

La deuxieme partie de notre travail a consisté en une étude plus approfondie du
comportement du DTG ainsi que des nouveaux inhibiteurs au sein de I'intasome
entier (la totalité du complexe IN-ADNv). Effectivement, nous sommes passés a une
échelle d’étude plus élevée, en entamant une étude pionniere de dynamique
moléculaire polarisable. Nous avons cherché a mieux comprendre le mécanisme de
I'intégration, en suivant I’évolution de I'intasome du VIH-1 dans le temps. Ensuite,
nous avons exploré les interactions du DTG au sein de I'intasome, avec ’ADNv en
entier ainsi qu’avec lintégrase entiere (code PDB: 3S3M) afin de mieux
comprendre son positionnement vis-a-vis de ses deux cibles, éclaircissant ainsi son
efficacité accrue, comparée a ses antécédents. De plus, nous avons choisi parmi les
dérivés congus a partir du DTG, ceux qui s’avéraient étre les plus prometteurs et
nous les avons intégrés dans la structure PDB 3S3M, remplacant le DTG a l'interface
ADNvV-IN pour évaluer leur comportement au sein de I'intasome, et spécifiquement
envers I’ADNv. Les résultats affichés ont alors confirmé ceux obtenus suite a nos
calculs de mécanique quantique et de mécanique moléculaire.

Enfin, nous avons déterminé les énergies libres absolues des différentes

interactions entre I'ensemble des partenaires au sein de [l'intasome,
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respectivement incluant nos nouveaux dérivés choisis. Cette méthode
thermodynamique rigoureuse permet la prédiction de I’affinité d’une drogue a sa
cible biologique et éclaircit par la suite la stabilité des interactions des partenaires
et leurs natures dominantes. Nous visons ainsi a valider nos résultats par une
approche combinant la mécanique quantique, la mécanique moléculaire ainsi que
la dynamique moléculaire.

A l'issue de ce travail, nous espérons proposer une nouvelle génération de
molécules inhibitrices dotées d’'une meilleure affinité pour I’ADN viral et donc d’un
meilleur potentiel inhibiteur, dans le but de surmonter le probleme de résistance

que rencontrent les patients traités actuellement et de renforcer la lutte anti-VIH.
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A.l. Introduction générale

La conception de médicaments est une science axée essentiellement sur le patient,
dans laquelle les laboratoires et les industries pharmaceutiques s’efforcent
d’améliorer les médicaments déja présents sur le marché ou d’inventer une entité
chimique thérapeutique totalement nouvelle. Dans les deux cas, la vision finale est
d’obtenir un nouveau médicament plus puissant, ayant un indice de chimiothérapie
plus élevé que son antécédent dans la méme catégorie. Cependant, le
développement de nouvelles drogues a applications thérapeutiques potentielles
reste un processus complexe et difficile; des millions d’euros de capitaux et
d’heures de travail y sont consacrés annuellement. De plus, divers aspects doivent
étre pris en considération au cours de ce développement étant donné qu’il
s'effectue dans le cadre d’une approche pluridisciplinaire associant divers
domaines scientifiques dont la biologie structurale, la chimie théorique,

I'informatique, la pharmacologie et la synthese organique M 2,

Les progres technologiques récents, en particulier la fusion entre la biologie
moléculaire et I'informatique, contribuent a accélérer, faciliter et améliorer le
processus adopté par les sociétés pharmaceutiques pour découvrir de nouvelles

cibles médicamenteuses et développer des inhibiteurs agissant a leur niveau B

A.ll. Le processus de développement des médicaments

Le processus de développement de médicaments comprend deux étapes
principales: I'’étude préclinique suivie de I'étude clinique. L'étape préclinique se
focalise globalement sur I'optimisation d’'un candidat thérapeutique dans le but
d’améliorer son potentiel et son efficacité envers sa cible alors que |'étape clinique

consiste a évaluer le nouveau médicament chez ’lhomme avant sa mise sur le
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marché. Nous allons détailler dans ce qui suit chaque étape du développement

médicamenteux, en prenant comme référence la Figure 3 qui le schématise.

A.ll.1. L’évaluation préclinique

L’étude préclinique est primordiale avant d’administrer la molécule thérapeutique
chez les patients traités. Elle comprend plusieurs étapes successives #, citées et

détaillées ci-dessous :

e Ftape 1 : Identification de la cible :

Le point de départ clé dans le pipeline de découverte de médicaments est
I'identification du site de liaison a cibler correspondant a la pathologie en question.
C'est une étape incontournable ou s’effectue une analyse méticuleuse des
caractéristiques structurales et chimiques de la cible, en se basant sur diverses
références bibliographiques et sur des approches génomiques et protéomiques. La
cible en question pourra alors étre séquencée, clonée et purifiée en grandes

guantités afin d’étre testée.

e Ftape 2 : Construction de la cible :

Apres avoir identifié la cible thérapeutique, on passe a sa construction puis a son
évaluation rigoureuse afin de démontrer que la modulation de la cible engendrera

le résultat clinique souhaité.

e Ftape 3 : Identification de molécule « téte de série »

L’étape la plus importante dans le processus de conception de médicaments est
I'identification d’un inhibiteur « téte de série » (lead compound) a partir de petites
molécules modulatrices de la fonction de la cible (Figure 2). Ces molécules peuvent

étre des produits naturels (sources animales, venins, toxines etc) ou des
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médicaments préexistants. L'identification se fait par différentes approches telles
que le criblage virtuel a haut débit (High Throughput Screening) ou la conception

basée sur la structure (Structure-based Drug Design).

Les candidats « téte de série » sélectionnés a I'issue de ces approches possédent
une activité biologique optimale vis-a-vis de la cible, et d’une relation structure-
activité liée a une efficacité thérapeutique. En d’autres termes, ce sont les
molécules qui présentent un bon score de liaison évaluant le ratio
affinité/spécificité et un bon équilibre entre hydrophilicité/lipophilicité, parmi les

milliers de molécules testées.

Un autre critére de filtration des candidats médicamenteux se base sur la regle de
5 de Lipinski, qui comprend des critéres physico-chimiques nécessaires a une bonne
biodisponibilité et absorption des composés par voie orale P!l Les propriétés de

Lipinski sont les suivantes :

1. Un poids moléculaire inférieur a 500 Da.

2. Log P (indice de lipophilie) inférieur a 5. C’'est le coefficient de partage entre
'eau et le solvant organique, permettant d’évaluer la lipophilie d’un
composé organique et donc d’estimer sa propriété a traverser ou non les
membranes biologiques.

3. Le nombre de donneurs de liaisons hydrogénes est inférieur a 5.

4. Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogénes est inférieur a 10.
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Figure 2 : Le processus d’identification des molécules « téte de série » par criblage

(“Synthetic approaches to rational drug design — A changing landscape — Drug Discovery World
(DDW).” https://www.ddw-online.com/synthetic-approaches-to-rational-drug-design-a-changing-
landscape-925-200308/accessed Mar. 25, 2021).

e Ftape 4 : Optimisation de la molécule « téte de série »

Une fois choisies et identifiées, les molécules « leads » sont alors optimisées. Elles
subissent un processus de raffinage de leur structure chimique, dans le but de
construire le plus haut niveau possible de puissance, de sélectivité et d’affinité pour
la cible d’intérét. Le raffinage comprend précisément la modulation des
parametres pharmacocinétiques comme par exemple la relation dose-effet, la

relation concentration-temps et la distribution du médicament-candidat.
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e Ftape 5 : Conception de formulaires et de schémas posologiques appropriés

Cet aspect de la conception differe de la manipulation et de I'optimisation
moléculaire par le fait qu’au cours de cette étape la composition du produit
médicamenteux est modifiée et non la structure moléculaire du principe actif. Ainsi
on cible obtenir un degré élevé de disponibilité biologique tout en conservant

I’efficacité thérapeutique du médicament.

e Ftape 6: Veérification de I’activité

Apreés avoir identifié une cible thérapeutique et filtré les molécules candidates (a
peu pres 250 composés arrivent a ce stade a partir des milliers testés), une série de
tests est effectuée afin de valider I’activité de I'inhibiteur sur sa cible. La vérification
se fait in vitro sur des modeles de laboratoire de complexité croissante,
commencgant par des modeles enzymatiques puis cellulaires puis tissulaires. Lors
de cette phase, les propriétés ADME-Tox (Administration, Distribution,
Métabolisme, Excrétion et Toxicité) seraient évalués ainsi que les propriétés
mutagenes, cancérogenes et tératogenes les plus pertinents du médicament 718,
Ces informations quantitatives sont nécessaires pour la distribution de la molécule
du médicament en sa forme active dans les différents compartiments de

I"organisme, en fonction de |la dose et de I'intervalle entre les doses.

e FEtape 7 : Tests in vivo chez les animaux

Apres avoir testé plusieurs candidats thérapeutiques in vitro, on passe aux tests in
vivo chez les animaux avant de débuter les essais cliniques chez I’'homme. Cette
derniere étape des études précliniques fournit des informations sur I'innocuité et

I’efficacité du médicament sur un modele animal présentant la maladie qu’on
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désire traiter. Ainsi plusieurs données pourront étre récupérées comprenant la
toxicité aiguég, la cinétique et le métabolisme du médicament ainsi que la sensibilité
des organes de I'animal testé. La dose de départ est évaluée de méme afin qu’elle

soit dans une marge de sécurité acceptable, sans danger aux humains.

A.ll.2. L’évaluation clinique

Suite aux tests de la phase préclinique, moins que cing composés a peu pres
arrivent a I’étape d’évaluation chez des étres humains volontaires. C'est une étape
cruciale avant la commercialisation du médicament, basée sur des données
recueillies lors des essais cliniques, comme les effets toxicologiques de la drogue
sur le corps humain, son niveau plasmatique, son absorption, son excrétion et la
formation de ses métabolites . Notons qu’une demande d’approbation par la FDA

doit étre déposée pour pouvoir procéder a I’étude sur des patients humains.
L’étude clinique se fait en 3 étapes 101111 ;

e Ftape 1 : Etudes ADME-Tox chez les humains

Une étude des propriétés ADME-Tox est menée a ce stade sur de petits groupes de
volontaires sains (moins de 100 personnes) dans le but d’évaluer la sécurité du
composé, notamment par la recherche de ses effets secondaires afin de corroborer

la toxicité pré-évaluée chez I’'animal.

e Ftape 2 : Evaluation pharmacologique

Les essais de la phase 2 ont pour objectif de confirmer 'action thérapeutique du
médicament-candidat et de vérifier sa dose optimale. Les tests sont alors menés

sur des personnes malades, en commencgant par un petit groupe de 100 personnes
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avant de passer a plusieurs centaines de patients. On peut alors déterminer la dose

a la fois efficace et bien tolérée de substance a administrer.

e Ftape 3 : Etude en « double-aveugle »

Une étude comparative est exécutée, vis-a-vis du composé de référence et d’un
placebo. Son but est la comparaison de I'efficacité thérapeutique du médicament
par rapport au placebo. Elle contribue de méme a évaluer le rapport bénéfice-

risque. Ces essais sont menés sur de grandes populations de patients.

Un seul candidat thérapeutique sera choisi aprés son succes dans la phase clinique,
il est alors prét a étre soumis aux autorités de santé pour sa commercialisation.

C’est ce qu’on appelle I’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM).

Drug discovery Eva;lﬁtMlon/ Phase ki

JiEs v O Testsinvivo  Phase|:20 - 80 volontaires sains Jusqu'a ISUiVi a
Criblage de molécules sur des Phase Il : 100 - 200 patients 2ans CRGEMNE

T Mioticies Phase IIl : 1000 - 10 000 patients i
i de laboratoire 9

de «leads »

1 médicament
approuvé

10 000

composés ;
par les autorités

de santé

testés

> 1 milliard d’euros

2 4 6 8 10 12 Années
1 I 1 1 1 1

Figure 3: Schéma représentant les différentes étapes du processus de développement des médicaments

(Le parcours du medicament, Fondation Synergie Lyon Cancer, https://www.synergielyoncancer.fr/les-
enjeux/le-parcours-du-medicament)

A.lll. La conception rationnelle de médicaments

En suivant les différentes étapes, nous constatons que le processus de

développement des médicaments, présente différents défis. En fait, il est long (une
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dizaine d’années) et colteux (plusieurs essais sont entamés sur des milliers de
molécules). Afin de relever ces défis, plusieurs approches multidisciplinaires sont

nécessaires ; elles forment la base d’une conception rationnelle de médicaments.

La conception rationnelle de médicaments consiste a développer des composés
thérapeutiques sur une base la plus rationnelle possible ; en les apparentant a des
composés déja connus, tout en les dotant d'une affinité augmentée. Par
conséquent, une réduction au strict minimum du facteur d’essai et d’erreur dans la
procédure sera établie, puisqu’en choisissant comme point de départ des
composés préexistants, on diminuera le risque de faire des essais avec des produits
chimiques inadaptés en tant qu’agents thérapeutiques, gagnant ainsi au niveau du
colit et du temps 2. Ajoutons que les entreprises pharmaceutiques sont en
possession de « bibliotheques » de plusieurs centaines de millions de molécules
chimiques disponibles pour effectuer des essais. Grace a I'approche rationnelle, les
chances d’identifier des composés « téte de série » parmi ces molécules sont
augmentées 131, C'est une approche pluridisciplinaire dont les progres dépendent
des contributions de divers domaines notamment la biologie structurale et
moléculaire, la chimie organique et médicinale, la chimie théorique, la biophysique
et la bio-informatique. Elle bénéficie particulierement des progres considérables

de I'informatique et des avancées de la chimie théorique.

D’ou l'apparition depuis quelques années des méthodes de calcul modernes se
basant sur une conception médicamenteuse assistée par ordinateur (conception in
silico) pour la sélection et I'optimisation des leads. Son importance ira en croissance

étant donné qu’elle aide a guider la planification expérimentale et rend
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potentiellement le processus de conception médicamenteuse plus efficace. De

plus, elle bénéficie de I'accroissement des performances des ordinateurs.

Plusieurs méthodes in silico peuvent étre utilisées en combinaison avec des
preuves expérimentales afin d’aider a la compréhension de I'activité biologique et
de I’affinité ligand-cible. Grace a I'utilisation de I'approche in silico, il ne suffirait de
synthétiser qu’un petit nombre de molécules candidates suite a la prédiction de

leur activité.

Lorsque les structures tridimensionnelles des protéines cibles sont connues, on
parle alors de « Conception de meédicaments basée sur la structure »
ou « Structure-based Drug Design). C’est une approche bien établie et largement
appliguée par les industries pharmaceutiques, sur laquelle nous nous sommes

basés dans nos travaux d’optimisation des inhibiteurs anti-VIH-1.

A.lll.1. La conception de médicaments basée sur la structure

L'utilisation de la structure protéique tridimensionnelle (3D) dans le
développement de nouveaux produits biologiquement actifs est appelée
« Conception de médicaments basée sur la structure » (SBDD). C’'est une stratégie
réussie, attirante et trés utilisée par la recherche académique et pharmaceutique.
Elle permet I'étude de la structure cible-médicament et fournit par la suite des
informations moléculaires détaillées sur le mécanisme d’action et d’inhibition de la

cible 141 1],

En effet, afin de réaliser de maniere plus fructueuse des modifications de la
structure principale de la molécule «lead », il est utile d’avoir une structure
tridimensionnelle de la conformation bioactive du ligand thérapeutique lié a sa

cible. De cette facon, différentes informations structurales du site actif (régions
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hydrophobes, régions polaires, régions capables de faire des liaisons hydrogénes)
peuvent étre directement employées pour 'identification de nouveaux ligands qui
pourraient avoir la taille, la forme et les propriétés électrostatiques adéquates afin
de se lier plus spécifiguement a ce site. Ces connaissances structurales ont boosté
la recherche de molécules téte de série, limitant le nombre de composés a évaluer

expérimentalement 16,

La Figure 4 résume les étapes de la SBDD. Dans un premier temps, les structures
des cibles (protéiques en général) apo (sans ligand) ou holo (avec ligand) sont
déterminées expérimentalement par cristallographie aux rayons X ou par RMN.
Ensuite, un criblage informatique des molécules « téte de série » a lieu. Les
meilleures molécules seraient alors modifiées puis amarrées a nouveau au niveau
du site ciblé, avant d’étre étudiées rigoureusement par dynamique moléculaire,
afin d’évaluer leur interaction au sein de ce dernier. Apres I'identification théorique
des meilleurs nouveaux composés, le passage aux tests in vitro et in vivo peut alors
commencer. Finalement, le médicament choisi passe aux essais cliniques avant sa

mise sur le marché.
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structure de la cible protéique
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Criblage informatique des Banques de molécules
molécules « téte de série » candidates

Amarrage des molécules au '
niveau du site a cibler ’

Modifications de la structure des
Tests in vitro puis in vivo meilleures molécules identifiées

oro o e Mise sur le marché
Essais cliniques -
des drogues

Figure 4 : Les étapes de la conception de médicaments basée sur la structure

Alternativement, lorsque la structure de la cible protéique n’est pas disponible, sa
structure peut étre dérivée a partir de modeles d’homologie. Notons que de
nombreux médicaments approuvés par la FDA ont évolué grace aux stratégies de
conception basée sur la structure. Par exemple, en 2012, pas moins de 35
médicaments nouvellement approuvés ont émané de la conception in silico basée

sur les structures cristallographiques 7,
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Chapitre Il

Contexte Scientifique

PARTIE B

SIDA et VIH
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B.l. La pandémie du SIDA

Au début des années 80, aux Etats-Unis, des cas de personnes malades présentant
une baisse des défenses immunitaires ont été reportés 1. Le SIDA (Syndrome
d’Immunodéficience Acquise) a été alors abordé pour la premiere fois 2 . Cette
maladie infectieuse attaque le systeme immunitaire humain et entraine par
conséquent une chute des défenses naturelles. Elle est considérée comme la
maladie du vingtiéme siécle ayant connu I’expansion la plus rapide. Avec 1,7
millions de personnes nouvellement atteintes du SIDA en 2019 et plus de 38
millions de personnes vivant avec la maladie en 2019 B! (Figure 5), cette épidémie
est toujours d’actualité (Figure 6) et reste, de par sa gravité, parmi les principales

causes mondiales de mortalité.

Adults and children estimated to be living with HIV | 2019

Eastern Euro

» - and central Asia
North America and western and central Europe 1.7 million
! : on {14 oxiion-19 mbbion] \
LT miton 28 miion| >
P
I Caribbean Middle East and North A
S teo-4am (¢0 (170 BHETS 904} g i
g Wnt«tz agnd ﬁmm
. m . \ - =
9 milise-8 the Pacific
[3.3 miticn-45. 2 milion) *:}#‘n“!l 3
4.3 mikon.) .
Eastern and southern Africa g
20.7 million

[16.4 millian-23 0 sslien]

“Estimales for childean

Total: 38.0 million [31.6 million—44.5 million]

Figure 5 : Répartition des personnes (adultes et enfants) atteintes de SIDA dans le monde en 2019. La
totalité des personnes infectées monte a 38 millions.

(B. Ryan, “Global HIV Treatment Rates Rise, but Progress Is Uneven,” POZ, Jul. 06, 2020.)
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L’agent causal du SIDA a été isolé et identifié comme le Virus d’Immunodéficience
Humaine (VIH) en 1986 “ . Il est présent sous deux types majeures ; le VIH-1 et le
VIH-2 qui sont antigéniquement distincts mais partagent cependant des propriétés
génétiques et biologiques (42% d’homologie au niveau de leur génome). Le VIH-1
a été isolé en premier et se trouve répandu dans le monde entier alors que le VIH-
2 est localisé principalement en Afrique de I'Ouest et reste moins pathogene que
le VIH-1 Bl Depuis sa découverte, I'infection par le VIH se trouve encore répandue
au sein des hommes, des femmes et des enfants de toutes les populations. Sa
transmission se fait majoritairement par contact avec les liquides corporels de la
personne infectée ; lors des rapports sexuels non protégés, lors des transfusions
sanguines utilisant des seringues contaminées, par la transmission materno-fcetale

ou via le lait maternel 6,

Adult and child deaths due to AIDS 1990-2019

Mdans

1980 1965 2000 2005 2010

— Adull and child desths due to AIDS Range of unceriainty
Figure 6 : Courbe croissante représentant I’évolution du nombre de personnes infectées (en millions) par

le SIDA depuis 1990 a 2019.

(B. Ryan, “Global HIV Treatment Rates Rise, but Progress Is Uneven,” POZ, Jul. 06, 2020.)
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Aujourd’hui, et trente ans apreés l'identification du VIH, des progrés scientifiques et
thérapeutiques ont eu lieu au niveau de la compréhension de la pathogénicité du
SIDA, donnant lieu a diverses multithérapies. Ceci a considérablement augmenté le
taux de survie des patients infectés. Cependant, le VIH est doté d’un taux élevé de
variabilité génétique, attribué notamment a son mode de réplication /1. De ce fait,
des mutations de résistance sont apparues au sein des structures du VIH chez les
personnes traitées, diminuant alors [I'efficacité du traitement. Autre que
I’émergence de mutations, le succes des thérapies anti-VIH reste aussi limité par
I"acces difficile des pays en voie de développement a ces traitements colteux. C’'est
pourquoi la recherche de nouveaux médicaments antirétroviraux continue et reste

d’une importance majeure dans la lutte contre le SIDA.

B.ll. Le virus d’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1)

Dans la suite de notre étude, nous allons nous focaliser sur I'étude du VIH-1
uniguement comme type du VIH, étant donné son abondance globale et sa

fréquence d’infection par rapport au VIH-2.

B.ll.1. Structure virale

Le Virus d’'Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1) appartient a la famille des
Retroviridae ; c’est donc un rétrovirus. Cette famille est caractérisée par un
génome viral constitué de deux fragments d’ARN homologues simple brin. Une
transcription inverse de cet ARN en ADN double brin est nécessaire pour intégrer
le matériel génomique viral dans les chromosomes des cellules cibles, permettant

alors la réplication et I’expression du virus.

En fonction de leurs morphologies et de leurs caractéristiques biologiques et

biochimiques, les rétrovirus sont classés en différents groupes ©. Le VIH-1
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appartient au groupe des lentivirus, il est donc responsable de |'apparition
d’infections virales a évolution lente. Sa structure a été établie par microscopie
électronique P! ou il apparait sous forme globalement sphérique avec un diametre

d’environ 110 nm (Figure 7).

TMgp41 (transmembranaire)

SUgp120 (surface)
R /
PR (protéase)

ARN viral

IN (intégrase)

(p7-p9.Vif.Vpr, Nef)

MA (matrice, p17)

RT
(transcriptase inverse) CA (capside, p24)

Figure 7 : Structure du VIH-1
(M. Pancera, Virologie, vol. 9, no. 6, pp. 457-472, Nov. 2005.)
Ses constituants structuraux majeurs sont les suivants : une enveloppe externe,
une matrice et une nucléocapside. L'enveloppe externe, connue aussi sous le nom
de coque, est formée d’une bicouche lipidique issue de la cellule hote, dans laquelle
sont ancrées deux types de glycoprotéines formant les spicules; la SUgp120
(glycoprotéine de surface) et la TMgp41 (glycoprotéine transmembranaire). Cette
enveloppe est reliée a la membrane interne ou matrice qui comprend la protéine
virale pl17. A l'intérieur de la matrice se trouve la capside virale formée par une
auto association des protéines de capside p24. Cette capside est associée aux
protéines de la nucléocapside p7. La nucléocapside contient le matériel génétique

viral (les deux brins d’ARN) ainsi que les trois enzymes virales indispensables au
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cycle réplicatif du VIH ; la transcriptase inverse (RT), la protéase (PR) et I'intégrase
(IN). On y trouve de méme d’autres protéines virales accessoires (Nef « Negative
Expression Factor » [, Vpr « Viral protein R » 1, Vif « Viral infectivity factor » 12)

ainsi que des protéines cellulaires en provenance de la cellule hote 131,

B.Il.2 Génome du VIH-1

Les deux brins d’ARN monocaténaires homologues contiennent |'information
génétique nécessaire a la réplication et la survie du VIH-1. Chaque brin d’ARN est
encadré au niveau des extrémités 5’ et 3’ de séquences répétées (LTR) constituées
de trois régions ; U5, R et U3 (Figure 8). Les extrémités LTR jouent un role dans

I'intégration et la transcription du génome viral au sein de la cellule hote 1411151126,

Protéines de I'enveloppe de la
particule virale : gp120 et gp41

env

5'LTR gag vif vou 3'LTR

0 ‘ [ ]
us R|;| .— tat —l usgg
0 ]

g rev
Protéines structurales

de la particule virale :
p17, p24 et p7

Enzymes de la particule virale :
protéase, transcriptase inverse

et intégrase Viro|00ic

Figure 8: Schéma représentant I'organisation génomique du VIH-1

(L. Larrouy, F. Brun-Vézinet, and D. Descamps, Virologie, vol. 14, no. 2, pp. 119-128, Mar. 2010, doi:
10.1684/vir.2010.0289.)

En plus des extrémités LTR, I’ADN viral comprend trois génes principaux : gag, pol
et env, communs a tous les lentivirus, qui codent pour des précurseurs

polyprotéiques et des genes de régulation. Gag (group antigen) et pol (polmyerase)
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codent pour un précurseur polypeptidique gag-pol dont le clivage auto-catalytique
libére la protéase virale. PR a son tour sera responsable de la maturation d’autres
précurseurs afin de libérer les protéines structurales de la matrice (p17), de la
capside (p27) et de la nucléocapside (p7) 7. La protéase permet également la
libération des protéines enzymatiques ; I'intégrase et la transcriptase inverse. De
son coOté, le géne env géneére les glycoprotéines de la coque, soient gp120 et gp 41
181191 De méme, ce génome renferme les genes vif, vpr et nef codant pour les

protéines accessoires Vif, Vpr et Nef respectivement (Figure 8).

B.ll.3. Cycle réplicatif

La cible principale du VIH-1 est toute cellule humaine porteuse du récepteur CD4",
notamment les lymphocytes T Helper (Tw) et les macrophages. Ce virus cible donc
les principaux acteurs de I'immunité innée et spécifique chez ’homme @. Le cycle
réplicatif, comme représenté dans la Figure 9, débute tout d’abord par une étape
de reconnaissance qui met en jeu l'interaction des protéines de I'enveloppe
externe (gpl120 et gp4l) avec les récepteurs CD4*. Cette reconnaissance est
renforcée par la fixation du virus sur les corécepteurs CCR5 et CXCR4. Ceci aboutit
a un changement de conformation donnant lieu a une fusion entre les membranes
cellulaire et virale, par le biais de gp41. Le virus pénetre du coup a l'intérieur de la
cellule hote et décharge sa nucléocapside virale dans le cytoplasme cellulaire 211 22
(231 La nucléocapside libere par la suite les deux brins d’ARN viraux et les trois
enzymes essentielles a la multiplication virale. La transcription inverse de ’ARNv en
ADN double brin a alors lieu, orchestrée par la transcriptase inverse. Le produit de
cette réaction (’ADNv) sera par la suite traité par I'intégrase virale. En fait, les deux

partenaires ainsi que des protéines cellulaires et virales s’organisent en un
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complexe nucléoprotéique de pré-intégration (PIC) qui assurera un import
nucléaire de ’ADNv et de l'intégrase. Une fois dans le génome de la cellule cible,
I'intégrase catalyse l'intégration de ’ADN du VIH-1 dans le génome de la cellule
cible, permettant sa transcription en ARN messager puis sa réplication en ARN
génomique ainsi que sa traduction en précurseurs polyprotéiques. La protéase
virale assure par la suite leur maturation en protéines virales (essentielles et
accessoires). Le cycle viral se boucle par I'assemblage des protéines virales matures
suivi du relargage des nouvelles particules virales infectieuses par

bourgeonnement [2411251126],

Compartiments

vésiculaires,

: % Relargage de
- particules virales
¥ Entrée

4 Stockage g /
3 ”%Asscmblagc
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il . 2 48 ¢ 4 ;.

Pre-iiegration o transcription genomique ffinn ®o virales

% % "MQQ Synthése
Protéique
¢ ADN viral
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ADN cellulaire
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Figure 9 : Les différentes étapes du cycle réplicatif du VIH-1

(A. Bergamaschi, A. David, and G. Pancino, Virologie, vol. 15, no. 2, pp. 87-99, May 2011, doi:
10.1684/vir.2011.0400.)
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Afin de contréler la propagation du VIH-1, cibler les étapes du cycle réplicatif est
une stratégie primordiale a adopter. En fait, de nombreuses thérapies anti-VIH-1
existent déja, visant les étapes réplicatives suivantes; I'entrée du virus/fusion
membranaire, la transcription inverse et la maturation. Parmi elles, une trithérapie
dénommée traitement antirétroviral hautement actif (HAART), représente jusqu’a
ce jour la norme pour le traitement. Elle consiste en une combinaison d’inhibiteurs
de la réverse transcriptase (NRTIs et NNRTIs) avec un inhibiteur de la protéase (PI)
et un inhibiteur de la fusion et de I'entrée du virus. Suite a son adoption dans les
années 90, cette multithérapie a pu réduire significativement le taux de mortalité
des patients traités 7. Notons toutefois qu’il existe des limitations a son utilisation,
notamment son prix colteux, |'exigence et la discipline du traitement et
I’émergence de mutations de résistance au sein des souches virales traitées. En fait,
le VIH-1 présente une fréquence de mutation élevée (10* a 10°
mutations/nucléotide) ainsi qu’une fréquence de recombinaison élevée, ce qui
contrebalance [I'efficacité etl'intégrité de HAART [2829 Notons que c’est
notamment la transcriptase inverse qui est a I'origine des variantes génétiques au
niveau des glycoprotéines de la membrane du virus, puisqu’elle effectue des
erreurs lors de la transcription inverse des deux brins d’ARN viral (une erreur sur
toutes les 10000 bases) B9, Par conséquent, I'adoption de nouvelles approches

thérapeutiques s’avere étre nécessaire.

B.lll. Intégrase et mécanisme d’intégration

L'intégrase a été identifiée récemment comme une cible thérapeutique privilégiée
pour le traitement de la maladie du SIDA. Tout d’abord, elle occupe un role

primordial au niveau du cycle réplicatif du VIH-1 étant donné qu’elle orchestre
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I'insertion de I’ADN viral dans le génome des cellules a récepteurs CD4*. Elle permet
donc I’expression du matériel génétique du VIH-1 et la réplication de ce dernier. De
plus, en absence d’homologue humain pour l'intégrase, son inhibition chez les

patients sera par la suite spécifique.

B.lll.1. Structure de l'intégrase

L'intégrase est une protéine virale constituée de 288 acides aminés, avec une
masse totale de 32kDa. Elle est caractérisée par une activité endonucléasique
puisqu’elle fixe I’ADN et y effectue des clivages. Elle est codée par I'extrémité du
gene viral pol, et fait donc partie du précurseur Gag-pol dont le clivage par la

protéase virale lors de la maturation du virus libere alors I'intégrase 3132,

Des études de protéolyse partielle ont révélé que l'intégrase du VIH-1 comprend

trois domaines fonctionnels structuralement distincts (Figure 10) :

= Le domaine N-terminal (NTD) constitué des résidus de 1 a 50.
* Le domaine central (CCD) constitué des résidus de 51 a 212.

= Le domaine C-terminal (CTD) constitué des résidus de 213 a 288.

Domain Structure of HIV-1 Integrase
DDE Catalytic Residues

1 50 I T 1 212 288
H12 H16 C40 C43 D64 D116 E152 _
Zinc Finger (NTD) Catalytic Core (CCD) DNA Binding (CTD)
+ Dimer ¢ Binds Mg2+/Mn2+ ¢ 8inds DNA
+ Binds cellular factors ¢ Dimer + Dimer

Figure 10 : Schéma représentant les domaines structuraux de I'intégrase du VIH-1

(D.J. McColl and X. Chen, Elsevier, vol. 85, no. 1, pp. 101-118, Jan 2010, doi:
10.1016/j.antiviral.2009.11.004)
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Chague domaine a pu étre cristallisé ou étudié par RMN séparément 3313435, | es
bidomaines NTD-CCD et CCD-CTD ont eux aussi été cristallisés B¢ 371 Ceci a permis
la modélisation de la forme globale de lintégrase. Cependant, malgré son
importance et son réle dans les thérapies antirétrovirales, la structure compléte de
I'intégrase n’a pu étre obtenue et ce malgré des efforts considérables, vu qu’elle
possede une faible solubilité. Toutefois, la structure du tétramére d’intégrase du
VIH-1 en complexe avec ’ADN viral et I’ADN cellulaire a été déterminée en 2017

par cryomicroscopie électronique grace aux travaux de Passos et al 1381,

Dans nos études, nous nous sommes basés sur un rétrovirus voisin du VIH-1; le
Prototype Foamy Virus (PFV) qui présente une homologie élevée structurale et
fonctionnelle avec le VIH-1 (Figure 11). En effet, plusieurs structures cristallisées
de I'intégrase du PFV avec I’ADN viral ou avec divers inhibiteurs anti-IN existent 3%
(40l ce qui nous a permis de prendre ces modeles comme références pour étudier
scrupuleusement la structure et le mode d’action de I'intégrase du VIH-1 ainsi que

son mode d’inhibition par les médicaments antirétroviraux.
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Figure 11 : Organisation des domaines des intégrases rétrovirales du Prototype Foamy Virus (PFV) et du
Virus de I'lmmunodéficience Humaine type 1 (VIH-1). A. Alignement des domaines structuraux (NTD, CCD
et CTD) des intégrases du VIH-1 et du PFV, avec les résidus limites de chague domaine ainsi que la longueur
des régions de liaison inter domaine (NTD-CCD, CCD-CTD et la queue C-terminale). Les résidus conservés
au niveau de toutes les intégrases rétrovirales sont indiqués en code a une seule lettre. Les barres et les
fleches indiquent les structures secondaires en hélice alpha et feuillet béta respectivement. B. Structure
en cristal du domaine CCD de I'intégrase du VIH-1 (code PDB : 1ITG). Les résidus actifs sont indiqués et
représentés en batons. C. Structure RMN du domaine NTD de l'intégrase du VIH-1 (code PDB : 1WJC)
mettant en évidence les résidus H12, H16, C40 et C43 coordonnant un atome de zinc. D. Structure du
domaine CTD de I'intégrase du VIH-1 déterminée par RMN (code PDB : 1IHV) ou est indiqué le résidu R231
impliqué dans la liaison a ’'ADN cellulaire

(A.Engelman, P. Cherepanov, pp. 1011-1033, November 2014, doi: 10.1128/microbiolspec. MDNA3-0024-
2014)

B.lll.1.1. Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal de I'intégrase du VIH-1, comprenant les 50 premiers résidus,
est structuré en quatre hélices alpha, avec un motif Hélice-Tour-Hélice (HTH) au
niveau des hélices a2 et a3. Ce motif possede un doigt de zinc HHCC, formé par
quatre acides aminés conservés et essentiels (His12, His16, Cys40, Cys43) qui fixent
un cation Zn?* ¥ (Figure 11). La fixation du zinc assure un repliement correct du
NTD, et favorise la multimérisation de la protéine entiere nécessaire a son activité
catalytique 2 431 44  Ce qui explique la conservation de la région HHCC au sein des
intégrase rétrovirales, alors que le reste du domaine N-terminal du VIH-1 présente

des homologies limitées par rapport a ces dernieres*. Sa structure résolue par
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RMN hétéronucléaire multidimensionnelle 331, est sous forme dimérique en
solution (Figure 12) avec une interface composée majoritairement de résidus
hydrophobes. Ajoutons que ce domaine est de méme impliqué dans la

reconnaissance d’extrémités spécifiques d’ADN viral (¢!,

Figure 12: Structure RMN en solution du domaine N-terminal de l'intégrase du VIH-1. Les deux
monomeres de couleur orange et vert sont représentés par leurs hélices alpha. Les résidus HHCC du doigt
de zinc sont représentés en batons (Code PDB : 1WJC)

(M. Cai, R. Zheng, M. Caffrey, R. Craigie, G. M. Clore, and A. M. Gronenborn,, Nat. Struct. Biol., vol. 4, no.
7, pp. 567-577, Jul. 1997, doi: 10.1038/nsb0797-567.)

B.lll.1.2. Le domaine central

Le domaine central, appelé aussi coeur catalytique comprend les résidus d’acides
aminés 51 a 212. C’'est le domaine le plus conservé au sein des intégrases
rétrovirales. Il est caractérisé par un motif de trois résidus d’acides aminés (Asp 64,
Asp 116 et Glu 152) qui constituent la triade catalytique “”\. Ces résidus hautement
conservés sont trés importants a I'activité catalytique de l'intégrase puisqu’une
mutation au niveau de I'un d’entre eux suffit a supprimer l'infectivité du virus “7.,
En fait, leur réle majeur est la fixation de cations divalents, notamment le
manganése (Mn?*) ou le magnésium (Mg?*) 48, A I'issue de cette fixation, I'intégrase
adopte alors une conformation active “?1. Méme si ce domaine contient les résidus

requis pour l'activité catalytique, la totalité des trois domaines est nécessaire a
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I'activité enzymatique compléete de l'intégrase. Ajoutons que les régions a
proximité du site actif sont dotées d’une flexibilité élevée qui leur permet d’induire
un changement conformationnel au sein de l'intégrase suite a la liaison de ’ADN
viral. En effet, la liaison du substrat d’ADN par le biais d’ions Mg?* ou Mn?* fixés au
sein de la triade catalytique est nécessaire a I'adoption du domaine central de sa
configuration active P9, Les structures cristallographiques du domaine central de
I'intégrase du VIH-1 B71 ont révélé une conformation en dimére globalement
sphérique ou chaque monomere comprend six hélices a et cing feuillets B (Figure
13), avec une interface de dimérisation impliquant des interactions croisées entre
les hélices al et a5 BY. |l présente de plus un motif HTHi (Hélice-Tour-Hélice
inversé) formé par les hélices a4 et a5. Cet épitope trés réactif, identifié au sein du
cceur catalytique de l'intégrase virale intervient dans la reconnaissance spécifique

de I’ADN viral et non spécifique de I’ADN cellulaire 52

Figure 13 : Représentation en rubans de la structure secondaire du domaine central catalytique de
I'intégrase du VIH-1. Les résidus de la triade catalytique (Asp64, Asp116 et Glu152) sont représentés en
batons

(Y. Goldgur, F. Dyda, A.B. Hickman, T.M. Jenkins, R. Craigie, and D.R. Davis, PNAS., vol. 95, no. 16, pp.
9150-9154, Aug. 1998, doi: 10.1073/pnas.95.16.9150)
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B.lll.1.3. Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal, constitué des résidus d’acides aminés de 213 a 288, est le
moins conservé parmi les trois domaines de lintégrase virale BY. Il est
principalement impliqué dans la liaison non spécifique a I’ADN cellulaire, favorisant
ainsi la stabilisation du complexe ADN-IN &3, || interagit de méme avec I’ADNv. En
effet, des études par pontage covalent proposent une interaction du domaine C-

terminal avec la région subterminale de I'extrémité de I’ADN viral 51,

En solution, le domaine CTD est présent sous forme dimérique; sa structure
déterminée par RMN exhibe deux protomeres orientées parallelement l'un a
I"autre. Chaque unité monomérique est constituée de cinqg brins B antiparalleles
ayant une structure en tonneau 8 et un repliement de type SH3 (Src-Homology 3)
(54 (Figure 14). Ajoutons que la surface de dimérisation est riche en acides aminés
basiques (Lysine et Arginine) %I, Ces résidus chargés positivement contribuent a
I'accommodation de I’ADN par l'intégrase virale et a son interaction avec cette
derniere. Ce domaine se trouve de méme impliqué dans |'étape de maturation de

I’ADNv et son transfert vers le cytoplasme cellulaire 28,

Figure 14 : Structure RMN en solution du domaine C-terminal de l'intégrase du VIH-1. Les deux
monomeres de couleur orange et vert sont représentés par leurs feuillets § antiparalléles en tonneau.
(Code PDB : 1IHV)

(P. J. Lodi et al., Biochemistry, vol. 34, no. 31, pp. 9826-9833, Aug. 1995, doi: 10.1021/bi00031a002.)
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B.lll.2. Mécanisme d’action de l'intégrase

L'intégrase est 'enzyme rétrovirale qui catalyse une étape primordiale du cycle
réplicatif du VIH-1: l'insertion de I’ADN viral rétrotranscrit au niveau de I’ADN
chromosomique de la cellule hote. En fait, aprés I'étape de la transcription inverse,
I’ADNv obtenu se trouve avec des extrémités franches correspondantes aux
séquences LTR. Sous cette forme, il sera ensuite inséré dans le génome cellulaire
lors de deux étapes principales; la maturation de I’ADN viral en 3’ suivie de I'étape

de transfert de brins 5%, La Figure 13 illustre I'ensemble de ces deux réactions.

B.ll1.2.1 Maturation en 3’ de ’ADN viral

L’étape de maturation de I’ADN viral, connue aussi sous le nom de « 3’ Processing »
se déroule dans le cytoplasme de la cellule cible 57581, Le « 3’ Processing » débute
par la reconnaissance de l'intégrase des extrémités LTR au niveau 3’ de I’ADNy,
particulierement une séquence conservée 5 CAGT 3’ (Figure 15). L’intégrase
effectue ensuite une attaque nucléophile a ce niveau ou elle clive la liaison
phosphodiester entre I'adénine et la guanine terminales, libérant un dinucléotide
GT et exposant un dinucléotide CA qui présente alors une extrémité saillante 3’-OH
(591 (601 611 Des travaux menés au sein de notre laboratoire ainsi que par d’autres
équipes de recherche ont souligné I'importance des dix dernieres paires de base
pour la reconnaissance spécifique de I’ADNv par l'intégrase du VIH-1 62631 Des
études supplémentaires sur ce processus ont révélé la présence de molécules d’eau

intervenant au cours de cette réaction ¢4,

B.ll.2.2 Etape de transfert de brin

Apres le clivage en 3’ de I’ADN viral par l'intégrase, cette derniére reste fixée a son

substrat formant un complexe multimérique, connu sous le nom de complexe de
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pré-intégration (PIC). Le PIC, qui comprend l'intégrase et I’ADN viral auxquels sont
associées des protéines virales et cellulaires, est ensuite transporté au niveau du
noyau de la cellule infectée [¢3. Suite a cet import nucléaire, et apres fixation du
PIC a ’ADN cellulaire, I'intégrase catalyse une attaque nucléophile de I'extrémité
3’-OH réactive de I’ADN viral sur une liaison phosphodiester de I’ADN cellulaire.
Ceci résulte en une liaison covalente qui se forme entre I'extrémité réactive CA-
3’0OH et le phosphate en 5’ de I’ADN cellulaire, permettant ainsi l'insertion de ’ADN
viral dans I’ADN cellulaire ¢ (Figure 15). Cette intégration est finalisée par une
étape de réparation du décalage de cing paires de bases, issu de I'insertion de ’ADN
viral dans I’ADN chromosomique. Ce sont des facteurs protéiques cellulaires qui

sont impliqués dans cette réparation 671 [68],

Une fois intégré, I’ADN du VIH-1 peut alors utiliser la machinerie cellulaire afin de
se répliquer et générer de nouvelles particules infectieuses, ce qui permet alors la

propagation du virus dans I'organisme des personnes infectées.
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Figure 15: Schéma représentant les deux étapes du mécanisme d’action de l'intégrase du VIH-1; la
maturation de I’ADN viral (3’-End Processing) suivi de I'étape de transfert de brin.

(P. Wadhwa, and P. Jain, Current Drug Discovery Technologies, no. 15, pp. 2-19, May 2017, doi:
10.2174/1570163814666170531115452)

B.lll.3. Interactions de l'intégrase avec I’ADN viral

B.ll1.3.1 Régions de l'intégrase reconnues par I’ADN viral

C'est a partir de protéines chimériques qu’on a identifié la région de l'intégrase
interagissant spécifiguement avec I’ADN viral . Cette région, située a la surface
du ceeur catalytique, correspond a I’hélice a4 qui comprend les résidus 147 a 166.
De méme, on a caractérisé la boucle 140, en amont de I’hélice a4 (résidus 139 a
146), comme étant impliquée aussi dans les interactions IN-ADNv 31, Ces deux

entités sont hautement conservées au sein des intégrases rétrovirales (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique du double brin d’ADN viral du PFV, hautement homologue a celui
du VIH-1. Le brin clivé mature (couleur mauve) comprend 17 résidus avec le dinucléotide réactif Ci6-A17 a
I’extrémite 3’. Le brin non clivé (couleur orange) comprend 19 résidus avec une extrémité 5’ saillante
Al1T2. L’hélice a4 du domaine central ainsi que la boucle 140 en amont sont représentées en vert,
montrant des contacts étroits avec les extrémités de I’ADN viral.

(S. Hare, S. Shree Gupta, E. Valkov, A. Engelman and P. Cherepanov. Nature, no. 464, pp. 232-236, March
2010, doi: 10.1038/nature08784)

Le motif d’hélice a4 assure plusieurs fonctions au sein de I'intégrase, et ce a cause
de son caractere amphiphile ; sa face hydrophobe apolaire, orientée vers I'intérieur
de la protéine, est impliquée dans I'oligomérisation de I'IN alors que sa face
hydrophile polaire, exposée vers I'extérieur, interagit avec I’ADN cellulaire et viral
351, Au sein de cette face polaire existe en effet une région riche en lysine ; K156 —
E157- L158 — K159 - K160, impliquée dans la fixation de I’enzyme a I’ADN viral 621 63]

(Figure 17). Les deux lysines K156 et K159 sont les piliers de cette fixation.
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Figure 17 : Représentation de I’hélice amphiphile a4 par le programme « Pymol ». La surface en rouge
simule la face hydrophobe et la surface en vert représente la face hydrophile de I’hélice. Les résidus
principaux de la face hydrophile, interagissant avec I’ADN viral sont indiqués.

(These de doctorat Zeina Hobaika, Intégrase de VIH-1 : I’hélice a4, site d’interaction de I’ADN viral et
d’inhibiteurs, 2009)

En fait, des expériences de photo-pontage ont prouvé I'implication de K156 dans la
maturation de ’ADNv et le transfert de brins ainsi que I'implication de K159 dans
le positionnement de la liaison phosphate a cliver (5'CAJ, GT3’) lors de I'étape de
maturation %, Ce positionnement est en effet favorisé par des contacts effectués
entre K159 et I'adénine Ai7 (Figure 16) de la séquence terminale clivée en 3’
(5’C16A17GT3’). Ces contacts sont les suivants: liaison K159 —atome N7 de I'adénine,
liaison K159 — groupement NH; de I'adénine et liaison K159 — phosphate en 5’ du
phosphate clivé "1 72, |3 troisieme lysine, K160, associée aux deux autres, est aussi
cruciale a I'activité catalytique de l'intégrase et semble étre importante pour sa

dimérisation/tétramérisation 136,

Le dinucléotide en 5’ du brin non clivé (AiT selon la Figure 16) interagit avec le
cceur catalytique de I'IN, au niveau ou a proximité de la boucle flexible, puisque
nous trouvons des interactions des résidus Y143 (de I'hélice a4) et Q148 (de la
boucle 140) avec ce dinucléotide rendu flottant suite a la maturation de I’ADN viral
(361 64 L3 mutation du résidu Q148 entraine une baisse importante de l'infectivité
du VIH-1, prouvant ainsi son rble essentiel dans les interactions de I'intégrase avec
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I’ADNv 73, ’acide glutamique E152, de la triade catalytique de I'intégrase du VIH-
1, interagit lui aussi avec I’ADN viral, et en particulier avec le dinucléotide CisA17
conservé en 3’ "4 (Figure 18). Notons que la flexibilité de I'hélice a4 et de sa boucle
140 permettent I'orientation de ce résidu vers les deux autres résidus de la triade

catalytique : D64 et D116.

Ces rbles importants que jouent I’'hélice a4 et la boucle 140 ont été mis en relief et
confirmés par des expériences de mutagénese dirigée U5l Par exemple, les
mutations induites au niveau des résidus Lys156 (K156E) et Lys159 (K159E)
engendrent une forte inhibition de la maturation en 3’ et du transfert de brin 9,
De méme, les mutations menées sur les résidus Vall51 et Ser153 de la boucle 140
sont déléteres surtout quand elles sont combinées a une mutation du résidu

catalytique E152 741,

B.l11.3.2 Régions de I’ADN viral reconnues par l'intégrase

Comme nous |'avons déja mentionné dans la partie B.lll.2.1, l'intégrase doit
reconnaitre approximativement les dix derniers nucléotides a partir des extrémités
3’ afin de catalyser la maturation et le transfert de brins de I’ADNv. Elle doit
particulierement identifier les dinucléotides terminaux CA et GT pour effectuer le
clivage apres I'adénine Ai; (Figure 16) libérant par conséquent la guanine et la

thymine (681,

Des mutations au niveau des 6 premiers résidus a partir de I'extrémité 3’ de ’ADN
affectent considérablement 'activité de maturation du brin, ce qui souligne leurs
contacts proches avec les résidus actifs de I'intégrase (Figure 18). Ces hypotheéses

ont été testées et validées in vitro ®3 ainsi qu’in vivo ",
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Figure 18: Représentation schématique des interactions entre I'intégrase du PFV et I’ADN viral. Le double
brin correspond a I’ADN viral, montrant les nucléotides terminaux conservés au niveau du brin clivé
(couleur mauve) : G14-A15-C16-A17 et montrant les cing premiers résidus en 5’ du brin non clivé (couleur
orange). L’hélice a4 (couleur verte) est observée a proximité de I'extrémité réactive virale. Les résidus de
la triade catalytique D128 (D64 pour VIH-1), D185 (D116 pour VIH-1) et E221 (E152 pour VIH-1) ainsi que
les résidus P214 (P145 chez le VIH-1), Q215 (Q146 chez le VIH-1), G218 (G149 chez le VIH-1), R222(5153)
interagissant avec ces extrémités virales sont indiqués et représentés en batons.

(S. Hare, S. Shree Gupta, E. Valkov, A. Engelman and P. Cherepanov. Nature, no. 464, pp. 232-236, March
2010, doi: 10.1038/nature08784)

B.IV. Mécanisme d’inhibition de lI'intégrase

B.IV.1. Thérapies anti-VIH-1

Avec I'expansion de la maladie du SIDA et le nombre élevé de personnes atteintes
du VIH-1 annuellement, et en absence de vaccin, le développement des thérapies
anti-SIDA se révele étre d’'une importance majeure. D’ou la conception, depuis
I"apparition du virus, d’'une panoplie de médicaments ciblant les différentes étapes
du cycle réplicatif viral. Ces antirétroviraux sont combinés dans une méme
multithérapie connue sous le nom de HAART qui consiste en une association d’au
moins trois inhibiteurs a mécanisme d’action différents. Elle vise a diminuer la
charge virale (nombre de particules virales dans I'organisme) et a stabiliser le
nombre de lymphocytes T CD4* (cellules cibles principales). De ce fait, elle a

contribué a la diminution du taux de mortalité des personnes atteintes avec une
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restauration du déficit immunitaire et de leur qualité de vie U7, Les différentes
molécules antirétrovirales sont classées en cing groupes pharmacologiques, selon
I’étape qu’elles ciblent au niveau du cycle viral comme la fusion, la transcription
inverse ou la maturation protéolytique. Nous citons alors les inhibiteurs d’entrée
du virus, les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs de la transcriptase inverse, les

inhibiteurs de la protéase et finalement les inhibiteurs de I'intégrase.

Dans les parties qui suivent, nous allons présenter chaque classe d’inhibiteurs en

détaillant précisément les inhibiteurs d’intégrase qui concernent notre travail.

B.IV.1.1. Les inhibiteurs de I’entrée du VIH-1

Les acteurs principaux impliqués dans cette premiere étape du cycle réplicatif sont,
au niveau cellulaire les récepteurs CD4" et les corécepteurs CXCR4 et CCRS5 situés
principalement a la surface des cellules cibles immunitaires, et au niveau viral, c’est
la glycoprotéine gp120. Ainsi, afin de bloquer I'entrée du virus, des inhibiteurs
ciblant les trois acteurs cités ci-dessus sont utilisés dans les thérapies
antirétrovirales. Parmi eux, nous trouvons le cyclotriazodisulfonamide connu aussi
sous le nom de CADA, qui régule I'’expression de CD4* en la diminuant au niveau
post traductionnel 78, |l présente de méme un effet synergétique une fois combiné

a d’autres inhibiteurs du virus 791,

Pour les corécepteurs CXCR4 et CCRS5, interagissant avec les glycoprotéines virales
et les chimiokines, leur inhibition s’effectue par des molécules antagonistes
chargées positivement et capables de réduire I'activité infectieuse du virus €%, En
particulier, nous trouvons la molécule AMD11070 qui a été le premier antagoniste
de CXCR4 disponible par voie orale a entrer en phase clinique Y et le Maraviroc

qui a été découvert comme antagoniste pour CCR5. C'est la seule molécule
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inhibitrice ciblant le récepteur CCR5 qui a été approuvée par I'US FDA et par

I’Agence Européenne des médicaments (EMA) 1821,

Concernant la glycoprotéine de surface gp120, son blocage est effectué par les
lectines de plantes dérivant de « Galanthus nivalis » et de « Hippeastrum hybrid ».
Elles sont spécifiques du mannose et agissent en provoquant des changements au
niveau des sites de N-glycosylation pour les résidus Sérine et Thréonine au niveau
de la gp120. Ceci inhibe la reconnaissance de gp120 par les récepteurs et les
corécepteurs cellulaires, et obstruent donc I'entrée du virus 1. Des études plus
récentes ont identifié deux nouvelles classes d’inhibiteurs anti-gp120, qui agissent
spécifiguement au niveau des interactions gp120-CD4" et les inhibent. Ce sont des
composés protéomimétiques qui se lient a la surface extérieure de gpl20 et
modulent les interactions protéine-protéine médiée par la glycoprotéine de surface
84 et des composés 2-Aminothiazolones qui inhibent les interactions gp120-CD4".

Ces derniers ont été identifiés comme non toxiques avec un spectre d’action large

[85],

B.IV.1.2. Les inhibiteurs de la fusion virus-cellule

Le seul inhibiteur de la fusion de la membrane du VIH-1 avec la membrane cellulaire
cible est I'Enfuvirtide (T-20). Il s’agit d’un peptide synthétique de 36 acides aminés
mimant la séquence 127-162 trouvée chez la glycoprotéine transmembranaire
gp4l. Il inhibe la derniere étape de I'entrée du virus par sa liaison compétitive aux
domaines hydrophobes de gp4l, démasqués apres la liaison du virus aux
récepteurs CD4" et aux corécepteurs CXCR4 et CCR5. De ce fait, il bloque la
formation de la structure virale post-fusion, ralentissant alors I'infection virale [©®
871, Cependant, suite a une activité antivirale relativement faible de T-20 et a son
induction de résistance chez les particules virales, la nécessité de développer de

61



nouvelles générations de cet inhibiteur est devenue importante. Du coup, depuis
les trois derniéres années, diverses équipes travaillent sur la conception de
lipopeptides basés sur T-20 et inhibant la fusion du VIH-1 avec un meilleur
rendement et une meilleure efficacité. On cite parmi ces molécules la LP-40
(Lipopeptide 40), LP-50 (Lipopeptide 50) et LP-51 (Lipopeptide 51), issues du

raffinement de la structure et de la fonction de T-20 (881 [891[90]

B.IV.1.3. Les inhibiteurs de la transcription inverse

On reconnait deux classes d’inhibiteurs de la transcription inverse ; les inhibiteurs
nucléosidiques/nucléotidigues ou NRTIs (Nucleoside/Nucleotide Reverse
Transcriptase Inhibitors) et les inhibiteurs non-nucléosidiques/non-nucléotidiques
ou NNRTIs (Non-Nucleoside/Non-Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitors).
Aujourd’hui, ils sont utilisés dans le cadre de la trithérapie HAART ou on administre

deux NRTIs combinés a un NNRTIs ou a un inhibiteur de la protéase.

Les premiers agents approuvés comme inhibiteurs de la transcriptase inverse (RT)
étaient des inhibiteurs NRTIs, avec I’Azidothymidine (AZT) comme premier anti-RT
mis sur le marché Pl Les NRTIs sont des analogues nucléosidiques ou
nucléotidiques dépourvus de leur groupement hydroxyle (-OH) en 3’ du
désoxyribose. lls interferent avec la RT en inhibant I'élongation de I’ADN du VIH-1
issu de la transcription de I’ARN viral. Les exemples d’inhibiteurs
nucléosidiques/nucléotidiques de la RT incluent : la Zidonedine (ZDV), I’Abacaltir,
la Lamivudine et le Tenofovir. Suite a leur administration, ces inhibiteurs sont
convertis par triphosphorylation en leur forme biologique active P2 3, Quant aux
inhibiteurs non nucléosidiques/non nucléotidiques de la RT, leur mode d’action

consiste a modifier la configuration de I'enzyme par fixation a un domaine a
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I’extérieur du site catalytique, résultant d’une désactivation de la RT 4. Ce sont
donc des inhibiteurs non compétitifs de la réverse transcriptase et qui,
contrairement aux NRTIs, n’exigent pas de phosphorylation pour étre activés. On
reconnait trois molécules de 1% génération présentes sur le marché ; Efavirenz
(EFV), Nevirapine (NVP) et Delavirdine (DLV), qui aprés avoir manifesté une faible
barriére génétique ainsi qu’un faible profil de résistance, ont été remplacées par

des NNRTIs de 2°™¢ génération ; Etravirine (ETR) et Rilpivirine (RPV) (511961,

B.IV.1.4. Les inhibiteurs de I’activité protéolytique

Le role indispensable que joue la protéase virale (PR) dans le cycle réplicatif du VIH-
1 en fait une cible populaire des médicaments antirétroviraux. Comme déja
mentionné dans le paragraphe B.Il.3, cette enzyme a pour rble de cliver la
polyprotéine issue de la traduction de ’ADN viral. Ce clivage est nécessaire afin de

générer les différentes protéines matures du VIH-1.

Les inhibiteurs congus contre la PR agissent en empéchant le clivage de la
polyprotéine au niveau du précurseur gag-pol, ce qui rend les virions libérés
immatures et non infectieux 7). |l existe dix inhibiteurs de protéase approuvés par
la FDA dont les plus connus sont le Saquinavir, le Ritonavir, I'Indinavir et le Lopinavir,
qui partagent des similitudes au niveau de leur structure et de leur mode de liaison.
En effet, ils effectuent des liaisons hydrogénes via leur groupement hydroxyle (-
OH) avec le groupement carboxyle (-COOH) des résidus du site actif de la protéase
B8l Cependant, la majorité de ces inhibiteurs ont présenté des effets secondaires

dans les traitements a long terme.
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B.IV.2. Inhibition de l'intégrase virale

Comme déja mentionné dans le paragraphe B.l, les progrés observés suite a
I"application de la thérapie HAART et donc a l'utilisation de divers médicaments
anti-VIH-1, ont été contrebalancés par I'’émergence de mutations au niveau des
protéines virales, causant une résistance aux drogues administrées. De plus, ces
stratégies thérapeutiques sont colteuses et nécessitent une discipline stricte, d’ou
la nécessité d’adopter de nouvelles approches se focalisant sur une nouvelle cible
thérapeutique cruciale ; I'intégrase virale. Nous rappelons que l'importance de
cette enzyme vient du fait gu’elle joue un role clé dans l'insertion et I'expression
du matériel génétique du VIH-1 au niveau de sa cible et du fait qu’elle ne présente
pas de contrepartie cellulaire donnant alors lieu a une inhibition spécifique (voir

paragraphe B.III.)

B.1V.2.1 Les inhibiteurs dicétoniques (DKAs)

Grand nombre d’inhibiteurs de I'intégrase a été découvert depuis les années 90 par
des tests de criblage in vitro utilisant I'intégrase recombinante et de petits
oligonucléotides mimant les extrémités de I’ADN viral % 0% On classe ces
inhibiteurs en trois familles selon les criteres suivants : leur capacité antivirale, leur
cytotoxicité, leur activité in vivo et leur spécificité. Certains présentent des activités
spécifiques contre lintégrase virale, d’autres possedent des activités non
spécifiques (19U, Ces familles sont les phenoldipyrimides (PLP), les stryrylquinolines
(SQL) et la famille des dicéto-acides (DKA). Ces derniers se sont avérés étre les
meilleurs inhibiteurs, possédant I'activité anti-intégrase la plus spécifique et la plus
efficace par rapport aux deux autres familles. lls ciblent en fait sélectivement

I'intégrase dans les cellules infectées.
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Les dicéto-acides, développés par les laboratoires Shionogi et Merck, interférent
majoritairement avec la deuxiéme réaction catalysée par I'IN virale ; I'étape de
transfert de brin, d’ou leur nom d’inhibiteurs de transfert de brin (INSTIs) 2021 [103],
lls agissent a des concentrations du nanomolaire et agissent au sein du complexe
IN-ADN viral-ADN cellulaire, inhibant I'intégration de I’ADNv au sein de I’ADN de la
cellule héte. Leur structure comprend les parties communes principales citées ci-

dessous et indiquées a la Figure 19.

= Un groupement d’hétéroatomes coplanaires (atomes d’oxygéne ou d’azote)
présentant une fonction dicétone. Ce groupement est connu pour son
aptitude a chélater les cations métalliques du site actif (Mg?* ou Mn?*), tout
en s’empilant contre la base virale Ai7 au niveau 3’ de I’ADN viral traité 04
(1051 Une fonction d’alcool juxtaposant la dicétone favorise I'éjection du 3’-
OH réactif loin du site actif de I'intégrase.

= Une fonction aromatique qui peut porter une variété de substituants tels que
des halogénes. Elle intervient directement dans l'inhibition de |'étape
sélective du transfert de brin suite a son interaction avec les paires de bases
terminales Cis et Gas situés aux extrémités des brins traité et non traité
respectivement (206 (1071,

= Un « linker » liant les deux fonctions (dicétone et aromatique) dont la taille

differe selon I'inhibiteur

Ces différentes structures mettent en évidence le role crucial des fonctions des

DKAs dans l'inhibition métallodépendante de I'intégrase du VIH-1 1031,
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Figure 19 : Structure chimique des trois inhibiteurs de transfert de brin approuvés par la FDA ; RAL (MK-
0518), EVG (JTK-303/GS9137) et DTG (S/GSK1349572). Les fonctions communes sont encerclées et
indiquées dans le schéma en bas a droite. En beige est encerclée la triade d’atomes d’oxygéne coplanaires
qui chélatent deux ions Mg?*. En bleu est encerclé le « linker » de longueur et de flexibilité variables. En
marron est encerclé le noyau aromatique présentant des substitutions d’halogenes. Les résidus de la
triade catalytique et les deux cations divalents de magnésium sont de méme représentés.

(E. Thierry, E. Deprez, 0. Delelis, Frontiers in Microbiology, no. 7, January 2017, doi:
10.3389/fmicbh.2016.02165)

B.IV.2.1.1 Le mécanisme d’action des INSTIs

Les INSTIs inhibent particulierement le mécanisme de transfert de brin, en agissant
a l'interface ADN-IN. Ils présentent par la suite aussi bien des interactions avec

I'intégrase virale qu’avec ’ADN du VIH-1 (Figure 20).

Au niveau de l'intégrase, ce sont les résidus interagissant avec ’ADNv qui sont de
méme impliqués dans les interactions avec les dicéto-acides. lls sont donc localisés
au niveau du cceur catalytique et plus précisément au niveau de I'hélice a4 et de la
boucle139. En fait, des mutations de résistance caractérisées au niveau de ces
résidus cibles ont diminué I'affinité entre la molécule inhibitrice et le complexe

préformé IN-ADNv, ce qui confirme leur implication dans les interactions IN-DKAs
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(10211081 On cite en particulier les résidus de I’hélice a4 : Val151, Glu 152, Ser153 et
Asn155, Lys156 et Lys159 1%, De méme, une mutation au niveau du résidu M154
(M1541) donne lieu a une forte résistance de I'intégrase aux dicéto-acides (129, Le
résidu GIn148 semble également étre engagé dans 'interaction avec les INSTIs 111,
Au sein de la boucle 140, le résidu Y143 interagit aussi avec I'inhibiteur de transfert
de brin 12 'implication del’ensemble de cesrésidusa été de méme mise

en évidence par une étude RMN menée au sein de notre équipe 62,

Au niveau de I'ADN viral, l'interaction des inhibiteurs dicéto-acides se fait en
majorité avec Cis et A7 de I'extrémité 3’ réactive et avec G4 de I'extrémité 5’ non

réactive (531 [113],

Figure 20 : Modélisation de trois inhibiteurs de transfert de brin (6p en orange, 4d en vert et DTG en
magenta) au sein de l'intasome du VIH-1 (intégrase virale et ADN viral). L'intégrase est représentée en
orange avec une mise en relief des résidus de la triade catalytique (D64, D116 et E152) ainsi que les résidus
qui entrent en interaction avec les trois molécules inhibitrices. Les deux cations divalents de Mg?*, chélatés
par la fonction carboxylate des inhibiteurs, sont représentés en sphéres marron. La cytosine terminale
correspondant a Cis est indiquée sous le nom de dC. Elle interagit par empilement avec le noyau
aromatique des inhibiteurs.

(S. J. Smith, X. Z. Zhao, T. R. Burke Jr, S. H.Hughes, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, vol. 62, no. 9,
September 2018, doi: 10.1128/AAC.01035-18)
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Toutes ces données ont abouti a I’élaboration d’un modéle de mécanisme d’action
des DKAs afin d’expliquer leur sélectivité pour la réaction de transfert de brin. Dans
ce modeéle (Figure 21), les DKAs se fixeraient a I'interface des trois partenaires ; IN-
ADNv-Mg?** aprés la maturation de ’ADN en 3’. Ils figeraient par la suite le complexe
intermédiaire issu de la maturation et empécheraient son transfert vers le noyau

cellulaire 1141,

Base(A)

Figure 21 : Schéma simplifié représentant le mécanisme d’action des inhibiteurs de transfert de brin du
VIH-1. l'inhibiteur (en bleu) est observé situé entre le résidu terminal (Adénine) de I’ADN viral, a proximité
du groupement —OH saillant, et la triade catalytique de I'intégrase (résidus D64, D116 et E152). |l chélate
les deux ions Mg?* (sphéres roses) nécessaires a I'activité du site actif.

(J. Mouscadet and L. Tchertanov, European Journal of Medical Research, vol. 14, no. 5, November 2009,
doi: 10.1186/2047-783X-14-53-5)

Dans les parties qui suivent, nous allons détailler la structure et le mode d’action
des trois inhibiteurs de transfert de brin mis sur le marché et faisant partie de la

multithérapie, le Raltégravir (RAL), I'Elvitégravir (EVG) et le Dolutégravir (DTG).

B.IV.2.1.2 Raltégravir

Le Raltégravir (RAL), connu également sous le nom de MK-0518 (Figure 19), est le
premier inhibiteur de transfert de brin mis sur le marché en 2007, apres
approbation par la FDA. Développé par Merck et Co, il montre un potentiel antiviral
efficace et rapide chez les patients traités, avec une concentration inhibitrice a 95%

(1C95) de 33nM 1511617l Sg structure comprend trois groupements chimiques :
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I'isopropyl, le méthyloxadiazole et le fluorobenzéne (Figure 19). Comme signalé
auparavant, en absence de données cristallographiques sur l'intégrase entiére en
présence des inhibiteurs de transfert de brin (a cause de la faible solubilité de
I'intégrase du VIH-1), nous nous sommes basés sur la structure de l'intégrase du
PFV comme référence (Prototype Foamy Virus) puisqu’elle présente une
homologie de haut niveau avec l'intégrase du VIH-1. La structure cristallographique
de l'intégrase du PFV en présence du RAL et du magnésium (code PDB : 30YA) a
permis d’élucider son mode d’action a l'interface intégrase-ADN viral. On observe
en effet au sein de l'intasome viral suite a la présence du Raltégravir, deux
interactions essentielles via deux motifs conservés de ce dernier ; une chélation des
deux ions Mg?* par ses atomes d’oxygéne coplanaires et un empilement du noyau
aromatique fluoré de RAL contre la cytosine Cis au niveau 3’ de 'ADNv réactif
(Figure 22). L'empilement des deux noyaux est favorisé par une distorsion de 300
degrés de la boucle139 en amont de I’hélice a4, provoquée par RAL, qui résulte en
un éloignement du 3’-OH saillant d’Ai7 du site catalytique. Ceci crée alors une
poche hydrophobe qui sera occupée par le noyau aromatique halogéné du RAL, qui
en plus de son empilement avec Cis, interagira par des réactions électrostatiques
avec la guanine G4 complémentaire a Ci6. Ces observations sont consistantes avec
la preuve que la flexibilité de 'adénosine terminale réactive est importante pour la
liaison efficace des INSTIs 8 vu que son déplacement pourrait expliquer le
mécanisme d’inhibition du transfert de brin 1%, Qutre ses interactions avec ’ADN
viral, le RAL révele aussi des interactions avec l'intégrase étant donné qu'’il est situé
a I'interface ADNv-Intégrase. C’'est avec la proline en position 214 (qui correspond
a la proline 145 pour le VIH-1) et la glutamine en position 215 (qui correspond a la

glutamine 146 pour le VIH-1) que des interactions ont été observées avec le RAL,
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au niveau de son groupement isopropyl. Elles contribuent a isoler I’extrémité 3’OH
du brin d’ADN viral traité du site actif de I'intégrase. On a de méme identifié des
empilements de type m-nt entre le noyau oxadiazole du RAL et celui de la tyrosine

212 (qui correspond a la tyrosine 143 pour le VIH-1) 1“9 (Figure 19).

Figure 22 : Mode de liaison du Raltégravir au sein de I'intasome du VIH-1. Les deux bases terminales
réactives Cis et A;7 de I’ADN viral sont représentées en mauve avec I'extrémité réactive 3’-OH d’A17 mise
en relief en rouge. L’'intégrase virale est en vert avec une indication des résidus impliqués dans les contacts
directs avec la drogue. La triade catalytique (D64, D116 et E152) est représentée en batons rouges et les
deux cations divalents en sphere rouge. Le Raltégravir est représenté en jaune (atomes de carbone), bleu
(atomes d’azote) et rouge (atomes d’oxygene). Il fait des empilements d’une part avec Y143 via son noyau
d’isopropyl et d’autre part avec Cy6 via son noyau d’halobenzéne. Il contribue a éloigner le 3’OH du site
catalytique.

(L. Krishnan, X. Li, H. L. Naraharisetty, S. Hare, P. Cherepanov and A. Engelman, PNAS, vol. 107, no. 36, pp.
15910-15915, September 2010, doi: 10.1073/pnas.1002346107)

B.IV.2.1.3 Elvitégravir

L’efficacité du Raltégravir dans les traitements anti-intégrase a malheureusement
été limitée par sa sensibilité aux mutations de résistance (voir le paragraphe
B.IV.2.2). Ces limitations ont incité le développement d’agents présentant une
barriére plus robuste face a ces mutations, d’ou le développement de I'Elvitégravir
(EVG, JTK-303 ou GS-9137) (Figure 19) par Gilead Sciences et sa mise sur le marché
en 2012.
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L’Elvitégravir est légerement plus puissant que le Raltégravir, ayant montré in vitro
une activité anti-intégrase importante avec une concentration efficace a 90%
(EC90) de 1.7nM [12001[121] [122] S structure reste toutefois similaire a celle du RAL
mais avec un chlore et un fluor comme halogenes au niveau de son noyau
aromatique et il est dépourvu de noyau oxadiazole (Figure 19). Pour cela, son mode
d’interaction au sein de lI'intasome du VIH-1 présente des points communs avec le
Raltégravir. En fait, la structure cristalline d’EVG en présence du complexe binaire
IN-ADNv du PFV et du magnésium (code PDB : 3L2U) indique un mode de fixation
de I'INSTI a I'interface IN-ADNv. Tout comme le RAL, I'EVG interagit avec les bases
terminales réactives des extrémités 3’ (Ci6 et A17) et 5’ (Ga) de I’ADN viral, favorisant
un déplacement de I'adénine loin du site actif. En ce qui concerne son interaction
avec l'intégrase, I'EVG interagit plus étroitement avec la glutamine 215 (glutamine
145 du VIH-1). N’ayant pas de noyau oxadiazole, il ne fait pas des empilements avec
le noyau de la tyrosine 213 (tyrosine 143 du VIH-1), ce qui lui permet d’échapper a
la mutation de résistance au niveau de ce résidu, confirmant sa moindre sensibilité

comparé a RAL B9, La Figure 23 illustre I'ensemble de ces interactions.
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Figure 23 : Mode de liaison de I'Elvitégravir au sein de I'intasome du VIH-1. Les deux bases terminales
réactives Cis et A1z de I’ADN viral sont représentées en mauve avec I'extrémité réactive 3'-OH d’A17 mise
en relief en rouge. L'intégrase virale est en vert avec une indication des résidus impliqués dans les contacts
directs avec la drogue. La triade catalytique (D64, D116 et E152) est représentée en batons rouges et les
deux cations divalents en sphéres rouges. L’Elvitégravir est représenté en jaune (atomes de carbone), bleu
(atomes d’azote) et rouge (atomes d’oxygéne). Il fait des empilements avec Cis via son noyau
d’halobenzene, contribuant a éloigner le 3'OH du site catalytique. Notons I'absence de représentation de
la tyrosine 143 puisqu’elle n’interagit pas avec I'Elvitégravir dépourvu d’isopropyl.

(L. Krishnan, X. Li, H. L. Naraharisetty, S. Hare, P. Cherepanov and A. Engelman, PNAS, vol. 107, no. 36, pp.
15910-15915, September 2010, doi: 10.1073/pnas.1002346107)

Toutefois, I'EVG a affiché une résistance croisée avec le RAL (paragraphe B.IV.2.2),
et les travaux de recherche se sont poursuivis afin de développer une nouvelle
génération d’inhibiteurs de transfert de brin plus efficaces, pouvant échapper aux

mutations de résistance développées contre le RAL et 'EVG.

B.IV.2.1.4 Dolutégravir

Le Dolutégravir (DTG ou SGK) est I'inhibiteur de transfert de brin de 2™ génération
le plus avancé. Il a été introduit sur le marché en 2013 par Shionogi-
GlaxoSmithKline présentant une efficacité in vivo et in vitro et doté d’une
concentration inhibitrice a 50% (IC50) dans le domaine des nanomolaires. De
structure similaire a ses antécédents, il possede cependant deux atomes de fluor
au niveau de son noyau aromatique et un « linker » plus long (Figure 19). Sa

dissociation au niveau du complexe ADN viral — IN est plus lente par rapport aux
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deux autres INSTIs et il présente une plus faible sensibilité aux mutations de
résistance émergeantes de I'intégrase. Il reste donc jusqu’a aujourd’hui I'INSTI le

plus potentiel a étre utilisé dans les thérapies anti-intégrase 1231 1241 125],

La structure cristallographique du DTG en complexe avec I'intasome du PFV (ADN
viral + Intégrase) et le magnésium, établie par I’équipe de Hare en 2011, propose
un mode d’inhibition du mécanisme de transfert de brin du Dolutégravir similaire
a celui du RAL ou d’EVG, impliquant tout d’abord une chélation des cations
divalents a l'intérieur du site actif par ses trois atomes d’oxygene coplanaires. Sa
fonction aromatique de difluorophényle occupe la poche libérée par I'adénine
terminale virale de I'extrémité 3’, et effectue des contacts étroits avec la cytosine
Ci6. En fait, le « linker » du DTG est plus long et plus flexible en comparaison aux
« linkers » des autres INSTIs; six liaisons connectent le noyau halogéné du
Dolutégravir a son coeur chélateur (alors que le RAL par exemple ne posséde que
quatre liaisons au sein de son « linker ») (Figure 24). Ceci permet alors au DTG de
s’enfoncer plus profondément dans la poche libre et de réaliser des contacts plus
proches avec la cytosine, confirmant ainsi son efficacité accrue par rapport aux

inhibiteurs de 1¢¢ génération.
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Figure 24 : Superposition de trois inhibiteurs de transfert de brin ; RAL (en jaune), DTG (en magenta) et
MK-2048 (en bleu), avec leurs trois atomes d’oxygenes coplanaires indiqués par 01, 02 et O3, chélatant
deux ions de magnésium représentés par deux sphéres grises nommées A et B. La longueur de leurs
« linkers », reliant le noyau halogéné au cceur chélateur de I'inhibiteur, differe entre les trois, avec celui
de DTG étant le plus long.

(S.Hare et al, Mol.Pharmacol, vol. 80, no. 4, pp. 565-572, June 2011, doi: 10.1124/mol.111.073189)

D’autre part, les deux substitutions de fluor du noyau aromatique du DTG
établissent des interactions au sein de l'intasome; le 2-fluoro réalise des
interactions de vdW avec le résidu catalytique E221 (qui correspond a E152 pour le
VIH-1) alors que le 4-fluoro apparait tres proche de la guanine G4 de I'extrémité 5’
du brin non traité, via des interactions électrostatiques. Des empilements sont
également observés entre le noyau chélateur de |la drogue et celui de I'adénine A1z
qui présente des instabilités au niveau de sa position suite a son déplacement. De
plus, la fixation du Dolutégravir a l'interface ADN-IN affecte la structure de
I’enzyme; une déstabilisation de la chaine latérale de la glutamine 215 (qui
correspond a la glutamine 146 pour le VIH-1) est observée, ainsi que des
interactions sont affichées entre le DTG et la glycine 187 (qui correspond a la
glycine 118 du VIH-1) a proximité du site actif, puisqu’il s’étend vers elle au sein de
I'intasome. Les interactions du DTG sont faibles avec la tyrosine 212 (qui
correspond a la tyrosine 143 du VIH-1), puisque contrairement au RAL, il ne
possede pas de noyau oxadiazole donc ne s’empile pas avec le noyau de la tyrosine.

La Figure 25 illustre 'ensemble de ces interactions.
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Figure 25 : Fixation du DTG au niveau du site actif de I'intasome du PFV. Les atomes de carbone du DTG
sont en magenta, les atomes d’azote sont en bleu foncé, les atomes d’oxygeéne sont en rouges et les
atomes de fluor sont en bleu clair. L'intégrase est représentée en vert et les bases de I’ADN viral en orange.
Les atomes de Mg?* chélatés par les oxygénes du DTG sont schématisés en sphéres grises nommées A et
B. Les résidus de la triade catalytique de I'intégrase ainsi que ceux impliqués dans les interactions avec le
DTG sont représentés en batons. Pour plus de clarté, les bases terminales de I’ADN viral sont en mode
semi-transparent. Les fleches vertes pales indiquent la déstabilisation du résidu Q215.

(S.Hare et al, Mol.Pharmacol, vol. 80, no. 4, pp. 565-572, June 2011, doi: 10.1124/mol.111.073189)

B.IV.2.2 Emergence des mutations de résistances contre les INSTIs

Malgré les succes observés depuis 2007 suite a I'adoption des inhibiteurs de
transfert de brin dans les thérapies antivirales, des mutations de résistance sont
guand méme apparues dans la région codante du géne pol, donnant ainsi lieu a une
intégrase virale présentant des modifications et qui fait face aux drogues
inhibitrices ce qui réduit la sensibilité du virus aux inhibiteurs et diminue par la suite
I’efficacité des traitements cliniques. Nous parlons de mutations primaires celles
qui sont fortement associées a une résistance accrue de l'intégrase du VIH-1 aux
antirétroviraux. Alors que les mutations secondaires sont celles qui, combinées a
d’autres mutations, conferent a la protéine virale une résistance accrue a un

médicament.

Dans le cas du Raltégravir, les mutations primaires apparues suite a son contact
avec l'intégrase, sont associées aux résidus Y143R/C/H, N155H et Q148H/R/K. Les

deux dernieres sont aussi des mutations primaires de résistance croisées avec
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I’Elvitégravir. Elles aboutissent a un échec des traitements; la mutation N115H
réduit les interactions de vdW entre ce résidu et les deux résidus catalytiques D64
et E152, elle altére alors la géométrie de l'interaction autour des ions Mg*
diminuant ainsi la flexibilité de I'IN face a RAL et EVG. Quant a la mutation
Q148H/R/K, elle est généralement accompagnée d’'une mutation secondaire
G140S/A/C qui évolue avec elle. Ce double mutant semble dissocier un réseau de
molécules d’eau établi a l'interface drogue-protéine et qui est d’une grande
importance pour l'interaction de I'inhibiteur avec I'IN, notamment dans le cas du
RAL (1131112611271 | 3 mutation Y143R supprime l'interaction par empilement t de ce
résidu avec le noyau oxadiazole du RAL, elle n’affecte donc que cette drogue vu
qgue I'EVG et le DTG sont dépourvus de ce noyau dans leur structure. C’'est pourquoi
ces deux derniers restent efficaces contre I'intégrase modifiée au niveau Y143 (128,
Des mutations de résistance primaire sont apparues exclusivement dans le cas
d’EVG. Elles sont au niveau des résidus T66l, S147G et E92Q. Il existe de méme des
mutations de résistances secondaires apparues dans lintégrase du VIH-1
exclusivement suite a I'administration de RAL ; E138K et D232N et celles apparues
suite a I'administration d’EVG ; L68I/N et S119 R/G, et des mutations secondaires
croisées entre les deux INSTIS. A titre d’exemple, nous citons : H51Y, T66A/K,
K160N, R166S, E170A, S230R et R263K (129111301 | e Dolutégravir, quant a lui, a montré
cliniqguement une meilleure efficacité contre les intégrases ayant les mutations
primaires Y143R et N155H mais a présenté une susceptibilité moyenne envers la
double mutation Q148H/G140S 3], || n’a cependant pas montré des résistances
croisées avec les autres mutations primaires et secondaires de RAL et d'EVG ; sa
liaison avec ces intégrases porteuses de mutations est en fait plus prolongée (131111321

(1241 Le DTG est donc une drogue prometteuse pouvant contourner I'obstacle de la
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résistance, et contribuer ainsi a inhibition plus efficace de la réplication VIH-1

sauvage ou muté.

Notons qu’un nouvel inhibiteur de transfert de brin, le Bictégravir (BIC) a été tres
récemment approuvé par la FDA (en 2018) pour des utilisations en combinaison
avec d’autres inhibiteurs dans les thérapies anti-VIH. De méme génération que le
DTG et de structure similaire (Figure 26), son profil de résistance in vitro est

comparable a celui de DTG et est nettement amélioré par rapport a RAL et EVG.

OH O H
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Figure 26: Structure du Bictégravir

(S. J. Smith, X. Z. Zhao, T. R. Burke and S. H. Huges, Retrovirology, vol. 15, no. 37, 2018, doi:
10.1186/512977-018-0420-7)

Autre que son profil de résistance, il partage d’autres caractéristiques avec le DTG,
telles qu’une longue demi-vie, une bonne tolérance et des interactions
médicamenteuses minimales. Les études sur ce composé sont encore en cours

notamment au niveau de ses effets cliniques indésirables 1331 1341 1351,

Les résultats d’interaction des trois inhibiteurs présentés ci-dessus s’averent étre
d’un grand intérét vu que les résidus impliqués dans les interactions de l'intégrase
et de I'ADN avec les DKAs, sont les mémes engagés dans les contacts ADN-
Intégrase. Ceci souligne I'importance de concevoir des inhibiteurs dérivant des

préexistants ayant un mode d’action renforcé a I'interface ADN-IN.
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Conclusions du chapitre Il

Le SIDA, une pandémie majeure causée par le virus VIH-1, continue a infecter des
millions de personnes annuellement. L'un des composants majeurs de ce virus est
I'intégrase virale (IN), enzyme responsable de I'intégration de I’ADN viral (ADNv) au
sein de I’ADN cellulaire via deux étapes ; la maturation en 3’ de I’ADNv suivie du
transfert de brin. Vu son réle primordial dans le cycle réplicatif viral et en absence
d’homologue cellulaire de lintégrase, cette derniére est devenue la cible
essentielle des inhibiteurs anti-SIDA. Parmi eux, les inhibiteurs de transfert de brin
(INSTIs) présentent I'activité anti-intégrase la plus spécifique, agissant a I'interface
ADN-IN, apres la maturation de I’ADN viral, de maniere a inhiber son transfert dans
la cellule cible. Le Dolutégravir (DTG) est I'INSTI le plus efficace a inhiber I'IN tout
en échappant a la majorité des mutations de résistance qu’elle développe.
Cependant, l'apparition de résistances et de toxicité persiste, ce qui rend
indispensable la recherche et I'identification de nouveaux médicaments optimisés

capables de surmonter I'obstacle des mutations de résistance.

Néanmoins, le processus de développement de nouveaux médicaments présente
des limitations (durée longue, prix élevé). Par conséquent, les approches in silico
s'imposent telles que la modélisation des interactions médicament candidat - cible.
En effet, les méthodes de conception guidée par la structure permettent une étude
rigoureuse des interactions du ligand potentiel avec sa cible permettant un
développement rapide et précis de nouveaux inhibiteurs.

Approche de travail développée dans cette thése: rationalisation par
modélisation moléculaire

L'ultime but de notre projet est le développement d’une nouvelle série

d’inhibiteurs anti-intégrase plus puissants et plus spécifiques que le Dolutégravir.
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En fait, bien que les INSTIs soient des médicaments antirétroviraux révolutionnaires
et puissants, leur efficacité clinique reste compromise par |’apparition de mutations
de résistance au niveau de I'intégrase virale chez les patients traités. Ce qui affecte

négativement I'efficacité des thérapies anti-VIH-1.

Puisque le DTG, par son mode d’action a l'interface ADN-IN, interagit avec les
nucléotides terminaux de I’ADNv ainsi qu’avec les résidus catalytiques de
I'intégrase, il parait nécessaire, afin de surmonter le probléme de la résistance de
I'intégrase face aux INSTIS, d’affaiblir les interactions de cette derniere avec le DTG
en renforcant son affinité avec ’ADN viral, surtout que la fréquence de mutation
de I’ADNv est tres faible par rapport a celle de I’enzyme virale. Ce renforcement
commence par l'identification des groupes fonctionnels du DTG impliqués dans les
interactions intimes avec ’ADN du VIH-1, et qui pourraient potentiellement étre

modifiés afin d’optimiser I'activité thérapeutique du DTG.

Notre équipe a réussi a démontrer antérieurement que la meilleure efficacité ainsi
gue la moindre sensibilité aux mutations de résistance de DTG par rapport a RAL et
EVG, sont dues a ses interactions plus fortes avec ’ADNv . De plus, et comme en
I"absence de structure cristallographique compléte de I'intasome du VIH-1 (ADNv +
IN) complexé au DTG, nous nous sommes basés dans nos démarches d’optimisation
sur la structure cristalline de 'intasome du PFV avec le DTG, en présence de Mg?%,
le cristal établi par Hare et ses collaborateurs en 2011 (code PDB : 3S3M) @ identifie
le noyau benzylique fluoré du DTG comme le groupement le plus impliqué dans les
contacts directs avec les extrémités réactives de ’ADNv. Nos travaux précédents
ont confirmé de méme que I'halobenzene est le site d’interaction principal

avec I’ADNv B, En effet, il occupe la position de la base terminale A17, éjectant
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son fragment réactif 3’-OH loin du site actif, déstabilisant ainsi I'étape de transfert
de brin. Il interagit aussi avec l|‘avant-derniere paire de base Cis-Ga,
particulierement par des empilements de type t avec la cytosine et des interactions
électrostatiques via son fluor avec la guanine. Par conséquent, dans la premiere
partie de notre travail, nous avons effectué des modifications au niveau du noyau
d’halobenzéne du DTG (par des substitutions d’halogénes et de groupements
donneurs et attracteurs d’électrons). Nous avons cherché a renforcer les liaisons
de I’halobenzeéne avec les bases virales afin de compenser de potentielles
interactions de ces dérivés avec I'IN, ce qui diminuerait leur sensibilité aux
mutations de résistance développées au niveau de la protéine virale. Nous avons
ensuite évalué nos nouvelles molécules concues dans le cadre d’un systeme
simplifié comprenant uniquement les entités impliqguées directement, a savoir le
nouveau noyau halogéné avec le noyau de Ci6 et le noyau de Ga. Lévaluation de ce
mini-complexe ternaire s’est faite par des calculs énergétiques employant des
méthodes de chimie quantique réalisées dans le cadre de la fonctionnelle de la
densité (DFT) ainsi que des méthodes de mécanique moléculaire employant le
champ de force polarisable SIBFA développé au sein de notre laboratoire. Nous
avons de méme déterminé les contours de potentiel électrostatique moléculaire
(MEP) pour chacun des noyaux concus afin d’évaluer qualitativement I'impact de
nos substitutions sur la distribution de la population électronique des noyaux et

donc sur leurs interactions intermoléculaires avec les bases terminales virales.

Apres la conception des nouveaux dérivés et leur étude énergétique au sein des
petits complexes, la deuxieme partie de notre travail a consisté en une
extrapolation de l'étude a une échelle plus grande. Nous avons suivi le

comportement des nouveaux inhibiteurs pris entierement au sein de I'intasome
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(ADN viral entier + Intégrase entiére + Mg?*) par des simulations de dynamique
moléculaire polarisable en solvant explicite. Nous avons de méme exploré les
interactions de nos nouvelles molécules avec I’ADNv seul afin d’analyser |'effet de
nos substitutions sur leur spécificité d’action au niveau des extrémités de ’ADN
viral. En paralléle, des simulations du DTG au sein de I'intasome viral (structure de
Hare et al) ainsi que des simulations de DTG avec chaque partenaire seul (DTG-
ADNv et DTG-IN) ont été effectuées pour comparer premierement l'interaction de
DTG avec chaque partenaire, et mettre en relief sa meilleure interaction avec
I’ADNv, expliquant ainsi sa moindre sensibilité aux mutations de résistance de I'IN.
De plus, nous visons a comparer le comportement de DTG a celui des nouveaux
inhibiteurs, afin de mieux comprendre la relation structure-interactions entre
I’halobenzene et les bases Cis et Ga. Nous avons établi enfin la dynamique de
I'intasome du PFV en absence du DTG, structure fournie aussi par I’équipe de Hare
en 2010 (code PDB : 3L2R) P! afin de compléter I'’étude du mécanisme d’inhibition
de l'intégration par le DTG et potentiellement les nouveaux inhibiteurs qui en

dérivent.

La troisieme et derniere partie de notre travail comprend les calculs d’énergie libre
de Gibbs pour chacun des systemes simulés. Les énergies déterminées servent a
confirmer l'interaction plus stable du DTG avec ’ADNv par rapport a I'intégrase puis
a démontrer que les substitutions effectuées ont en effet contribué a renforcer les
interactions des nouveaux inhibiteurs au sein de [I'intasome entier,
particulierement avec I’ADNv, générant ainsi de nouveaux inhibiteurs de transfert

de brin capables de contourner le probleme de résistance.
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Démarches et outils

Partie A : La Chimie Computationnelle :
de la mécanique quantique a la

mécanique moléculaire
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Nous nous sommes basés au cours de nos travaux de thése sur des méthodes de
calcul de chimie quantique afin d’évaluer les énergies d’interactions
intermoléculaires de nos entités biologiques étudiées reliées au VIH-1. Les
méthodes de calcul choisies sont basées sur la théorie de la fonctionnelle de Ila
densité ainsi que sur des méthodes de décomposition d’énergie et des méthodes

d’analyses topologiques.

A.l. Notions de base de la chimie quantique

La chimie quantique est I'application de la mécanique quantique aux systemes
moléculaires afin de décrire le comportement électronique des atomes et des
molécules. Elle permet donc d’expliquer les réactivités et les propriétés chimiques
des systemes, et ceci a partir de l'équation de Schrodinger ™M; équation
fondamentale de la chimie quantique. Cette équation indépendante du temps est

présente sous la forme suivante :

Hlgp> =E ¢

Avec E correspondant a I'énergie de la molécule, ¢ représente la fonction d’onde
et H est I'opérateur Hamiltonien qui agit sur la fonction d’onde. Cependant, cette
équation devient rapidement trop complexe pour étre résolue exactement, d’ou la

nécessité d’en faire une résolution approchée via des méthodes d’approximation.

A.l.1. Théorie d’Hartree-Fock

La méthode Hartree-Fock (HF) est une méthode utilisée pour la résolution
approchée de I’équation de Schrédinger. Connue aussi sous le nom de la méthode

du champ auto-cohérent (Self Consistent Field ; SCF), elle constitue le point de
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départ de résolution (méthode ab-initio), qui exige que le champ final calculé a

partir de la distribution de charges soit « auto-cohérent » avec le champ initial.

Cette méthode permet la détermination de la fonction d’onde et de I'énergie d’un
systéme quantique a plusieurs corps dans un état stationnaire, ou elle suppose que
la fonction d’onde du systeme peut étre approximativement écrite sous la forme

d’un déterminant de Slater @ (équation représentée ci-dessous)
WS (x1,x2, - -+, xN) = | @i (x1) @j (x2) - - - @k (xN)>

et I'énergie de I'état stationnaire du systeme a plusieurs corps sera alors définie

par I’équation ci-apres
EHF =« HF | H | HF>

La méthode HF permet le calcul de la densité électronique mais cette
approximation ne permet pas d’inclure les contributions de type corrélations
électroniques associées aux systemes a plusieurs corps en interaction. Elle
considere donc que le mouvement d’un électron est indépendant du mouvement
de ses voisins Bl. Afin d’inclure efficacement la corrélation électronique dans des
systémes d’intérét pour nos études (i.e. des modéles de systémes biologiques de
taille non négligeable), nous pourrons se baser sur la théorie de la fonctionnelle de
la densité (Density Functional Theory, DFT) qui sera détaillée dans le paragraphe

A.l.3.

L’approximation d’Hartree-Fock reste donc insuffisante pour calculer précisément
les propriétés chimiques d’un systeme, d’ou la nécessité de la corriger ou de la
compléter. Divers méthodes existent comme solution, connues sous le nom de

méthodes post-HF qui seraient présentées dans le paragraphe A.l.2.
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A.l.2. Méthodes post-Hartree-Fock

Les méthodes post HF sont des méthodes ab-initio développées afin d’améliorer la
méthode Hartree-Fock. Elles utilisent la fonction d’'onde HF comme approximation
de départ pour déterminer d’'une maniere améliorée la fonction d’onde et
I’énergie, et ceci en incluant la corrélation électronique entre les mouvements des
électrons permettant ainsi d’éviter les erreurs flagrantes dans les calculs d’énergies
des systemes étudiés. L'introduction du facteur de correction se fait par les
orbitales moléculaires qui prennent en considération les interactions instantanées
des électrons (les forces individuelles répulsives électron-électron). Ce facteur est

représenté par un opérateur exponentiel #5,
Parmi les méthodes post-HF, nous citons :

e L’interaction de Configuration (IC) ou la fonction d’onde est représentée
comme une somme des déterminants de Slater qui représentent les
excitations électroniques ©.

e Théorie de la perturbation de Mgller-Plesset aux différents ordres MP2, MP3
et MP4 ou I’hamiltonien dépend d’'un parameétre A; une petite excitation

ajoutée a ce dernier 1],

En dépit du fait que les méthodes post-HF génerent de meilleurs résultats que les
méthodes HF, elles nécessitent un co(t de calcul supplémentaire qui s’avere le plus
souvent important pour traiter de gros systemes. Une alternative a ces méthodes
sera la Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT) qui, au co(t d’un calcul HF,
permet le traitement de la corrélation de systemes a plusieurs corps d’'une maniere

précise et efficace.
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A.l.3. Théorie de la Fonctionnelle de la Densité

La théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT) est une méthode de calcul
quantique qui offre la possibilité de calculer les propriétés énergétiques d’un
systéme a plusieurs électrons en se basant sur la densité électronique, sans avoir
recours a la fonction d’onde. L’énergie calculée est connectée a la densité grace a
une fonctionnelle (fonction dépendante d’une fonction). Cette énergie est donnée

par la formule suivante :
Eorr = Enn + Ev + Ev + Ecoul + Eexch + Ecorr

Avec Enn la répulsion noyau-noyau, Er I'énergie cinétique de [’électron, E,
I'attraction noyau-électron, Ecu la répulsion électron-électron (répulsion de
Coulomb), Eexch I"énergie d’échange électron-électron et Ecorr I'énergie corrélée du
mouvement des électrons a spin différent. Enn, Ev et Ecoul SONt les mémes énergies
que celles utilisées dans la théorie HF alors qu’Er et Eexch SONt différentes que celles
en HF. Le dernier terme, Ecorr N'est pas pris en compte dans la théorie HF. Divers
fonctionnelles peuvent étre utilisées, dont les plus communes utilisées
actuellement sont les fonctionnelles B97D3 et B3LYP ; ce sont des fonctionnelles
hybrides, utilisant a la fois les énergies d’échange DFT et HF et donnant par la suite

des résultats précis et relativement fiables.

L'avantage d’utiliser les méthodes DFT est leur dépendance de la densité
électronique a 4 variables uniquement ; les trois coordonnées de |'espace et la
coordonnée de spin, en comparaison a la dépendance de 4N variables de la
fonction d’onde (avec N = nombre d’électrons). De plus, la DFT est indépendante

de la taille du systeme. Par la suite, cette méthode permet une modélisation
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précise et fiable des interactions inter-électroniques (notamment a courte portée)

tout en nécessitant un faible coGt du temps de calcul 81 11,

A.l.4. Les fonctions de base

En chimie théorique et computationnelle, les fonctions de base (basis set) sont des
ensembles de fonctions qui représentent la fonction d’onde utilisée dans les
méthodes HF, post-HF et DFT, dans le but de transformer les équations aux
dérivées partielles du modele étudié en équation algébriques pouvant étre
implémentées et utilisées dans les calculs in silico. Elles apportent des

améliorations a la description des orbitales moléculaires ..

Dans le cadre de nos calculs de chimie théorique, nous avons eu recours aux bases
cc-pVTZ ; ce sont des bases relativement étendues de type polarisation corrélation-
consistantes (cc-p), triple zeta T (TZ) pour les orbitales de valence V ou les couches
internes sont représentées avec une seule fonction par sous-couche et les couches
de valence avec trois fonctions par sous-couche . Notre choix de cette fonction
de base est motivé par sa précision dans la représentation des orbitales atomiques

et sa capacité d’autoriser des calculs sur nos complexes d’intérét.

A.L.5 L’erreur de superposition de base

L’erreur de superposition de base (BSSE, Basis Set Superposition Error) est due au
fait que les bases utilisées dans les calculs de chimie quantique comportent un
nombre fini de fonctions. Or, pour une évaluation exacte de I'énergie, un nombre

infini de fonctions est requis.
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Par exemple, dans le cas d’'un complexe AB, formé par deux molécules A et B ou A
possede une base a et B possede une base b, I'énergie d’interaction

intermoléculaire du complexe AB (AE) est calculée de la maniére suivante :
AEas = E (AB)ab—E (A)a—E (B)b

D’aprés la formule ci-dessus, la population électronique de A présente dans le
complexe AB sera décrite par les fonctions composant la base a et par celles
composant la base b, alors que pour les molécules isolées, leur population
électronique sera décrite par leur propre base uniguement. Ce déséquilibre ainsi
crée donnera lieu a un abaissement artificiel de I’énergie et sera connu sous le nom

d’erreur de superposition de base 12,

Les calculs ab-initio présentés dans ce travail de these ont été effectués avec les
logiciels GAUSSIANO9 131 et GAMESS 4 en utilisant les fonctions de bases cc-pVTZ

(-f) et en prenant en compte |'erreur BSSE.

A.ll. Méthodes interprétatives quantiques

Apres avoir calculé les énergies d’interactions entre les différents partenaires des
systemes complexes, une analyse des rendements obtenus est nécessaire afin
d’interpréter les résultats. Différentes méthodes existent permettant I'analyse des
interactions des molécules en termes physiques (énergie électrostatique, énergie
de polarisation, énergie de répulsion ...) ainsi qu’en termes chimiques (liaisons

chimiques, répartition de la population électronique ...

Pour les méthodes d’analyse en termes physiques, elles se basent sur la
décomposition de I'énergie d’interaction totale en plusieurs composantes ayant

chacune un sens physique bien déterminé. Ces méthodes de décomposition
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énergétique peuvent étre basées sur la théorie de la perturbation de I'énergie
d’interaction (méthode SAPT) ou bien sur un principe variationnel (méthodes RVS
« Reduced Variational Space» 1, KM « Kitaura-Morokuma [1¢ ou CSOV

« Constrained Space Orbital Variation ») 71,

Pour les méthodes d’analyses topologiques, elles se basent sur la densité
électronique afin de fournir une représentation de I'état énergétique des
molécules étudiées. On cite parmi ces méthodes, la méthode NCI (Non Covalent
Interactions) '8, la méthode ELF (Electron Pair Localization) ! et la méthode MEP

(Molecular Electrostatic Potential) 129,

Je me contenterais dans cette partie de ce chapitre d’expliquer plus
particulierement la méthode RVS et la méthode ALMOEDA comme démarches de
décomposition énergétique ainsi que la méthode MEP comme outil d’analyse

topologique.

A.ll.1. Méthodes de décomposition d’énergie

A.l1l.1.1 Décomposition d’énergie : Approche RVS

L’évaluation et I'analyse de I’énergie d’interaction d’un ligand avec sa protéine cible
sont primordiales pour la compréhension du mécanisme de leur interaction et pour
I'amélioration de la spécificité de cette derniere. La méthode RVS (Reduced
Variational Space), développée par Walter Stevens et William Fink, permet ces
démarches en décomposant I'énergie d’interaction totale (AE) en composantes

énergétiques distinctes ayant chacune un sens physique propre 2

AE = Es + Ex + Epol + Ect + Egsse
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D’aprés la formule ci-dessus et la Figure 27, AE est en effet repartitionnée en quatre
contributions du premier et du second ordre, dans le but d’élucider I'énergie qui
contribue essentiellement a l'interaction intermoléculaire d’un systeme. Le
premier ordre correspond a un terme d’interaction électrostatique (Es) ainsi qu’un
terme d’échange répulsion (Ex) qui représente la répulsion entre les nuages
électroniques occupés des monomeres. Au premier ordre, I'énergie d’interaction
se fait entre des monomeres gelés ; aucune réorganisation du nuage électronique
n‘est possible dans les orbitales de chaque monomere. En fait, I'énergie du
fragment A du complexe AB est obtenue en gelant les fonctions d’ondes du

fragment B et inversement.

Le second ordre, qui est un terme d’induction, est lui-méme décomposé en un
terme de polarisation (Epo) et un terme de transfert de charge (E«). Les deux
énergies du second ordre résultent des transferts partiels des électrons des
orbitales occupées d’'un monomeére vers ses propres orbitales vacantes (Epol) ou
vers les orbitales vacantes de I'ensemble des autres molécules (Ec). Il ne faut pas
oublier I'énergie due a I’erreur de superposition de base puisque le calcul est réalisé
en base cc-pVTZ (-f) finie. Notons que cette analyse par décomposition se fait au
niveau Hartree-Fock, donc en absence de la corrélation électronique, du coup le

terme de dispersion n’est pas pris en compte.
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Figure 27 : Schéma de décomposition de I'énergie d’interaction en différentes contributions
énergétiques selon la méthode RVS

(W.J Stevens and W.H. Fink, Chemical Physics Letters, vol. 139, no. 1, pp. 15-22, August 1987, doi:
10.1016/0009-2614(87)80143-4)

L’approche RVS permet I'évaluation de chaque contribution énergétique et donc
sa reproduction d’'une maniere individuelle et indépendante des autres. Ceci la
rend une méthode efficace pour la paramétrisation des champs de force

polarisables.

A.ll.1.2. Décomposition d’énergie : Approche ALMOEDA

ALMOEDA (Absolutely Localized Molecular Orbitals Energy Decomposition
Analysis) est une technique de décomposition d’énergie qui partitionne cette
derniere en divers composantes physiguement pertinentes. Elle permet donc la

compréhension des aspects fondamentaux des interactions intermoléculaires 22

Dans cette méthode computationnelle, |'énergie d’interaction totale est
décomposée en trois termes; un terme de polarisation (POL), un terme de
transfert de charge (CT) ainsi qu’une composante appelée « densité gélée » (FRZ,

Frozen Density), sous la forme suivante :
AE = Efrz + Epol + Ect
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La composante de « densité gelée » représente la contribution des densités de
monomeres congelés en interaction. Elle correspond au changement d’énergie
accompagnant le rapprochement de fragments infiniment séparés sans relaxation
de leurs orbitales moléculaires. Le terme de polarisation représente quant a lui
I'abaissement d’énergie suite a la relaxation intra-fragment des orbitales
moléculaires occupées et gelées sur les fragments. Finalement, le terme d’énergie
de transfert de charge est défini comme une relaxation supplémentaire entre les
fragments des orbitales moléculaires. Il correspond a une baisse d’énergie suite au
transfert d’électrons des orbitales occupées d’une molécule vers les orbitales

virtuelles d’une autre molécule.

Notons que la méthode ALMOEDA, conceptuellement similaire aux autres
méthodes de décomposition d’énergie, comprend toutefois plusieurs nouvelles
fonctionnalités importantes. La premiere est un traitement auto-cohérent de la
baisse d’énergie suite a la polarisation. En effet, cette diminution est évaluée par
un calcul de champ auto-cohérent dans lequel les coefficients d’orbitales
moléculaires sont absolument localisés dans les molécules en interaction afin de
bloquer le transfert de charge. La deuxieme fonctionnalité est I'utilisation d’une

approximation perturbatrice au niveau du terme de transfert de charge 2%,

Cependant, malgré I'utilité de la méthode ALMOEDA a analyser la nature des
interactions intermoléculaires, elle présente deux inconvénients. Tout d’abord, le
terme de polarisation ne présente pas une limite significative et définie de
fonctions de bases (basis set) puis, le terme FRZ présente un caractere
monolithique ; une décomposition plus poussée de ce terme en contributions

électrostatiques permanentes, répulsion de Pauli et dispersion est souhaitée. Ces
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obstacles ont été résolus récemment, définissant la seconde génération de la

méthode ALMOEDA ; ALMOEDA2 231,

A.ll.2. Méthodes d’analyse topologique

Outre les méthodes de décomposition de I'énergie d’interaction qui quantifient la
force de cette interaction, ils existent des méthodes topologiques qui permettent
la localisation de cette derniere dans |'espace. En effet, ces méthodes proposent
une étude de la densité ou des fonctions de la densité afin de rationaliser les

structures (liaisons, population électronique ...)

Nous allons présenter dans cette partie la méthode de visualisation des contours
de potentiels électrostatiques (MEP, Molecular Electrostatic Potential) que nous
avons adopté dans nos travaux de these afin de visualiser la répartition des
électrons au sein de nos inhibiteurs. Ceci permet alors d’expliquer leur

comportement au sein des complexes biologiques du VIH-1.

A.l1l.2.1. Contours des potentiels électrostatiques moléculaires

Le potentiel électrostatique, crée notamment par les électrons dans I'espace
autour de la molécule étudiée, est une propriété tres utile pour I'analyse et la
prédiction du comportement réactif de la molécule envers les espéces chargées se
trouvant dans son environnement. Ce potentiel peut étre déterminé
expérimentalement par des techniques de diffraction ou bien théoriguement par
calcul des contours des potentiels électrostatiques moléculaires. In silico, afin de
générer ces contours, on commence par calculer |'énergie de potentiel
électrostatique a une distance bien définie du noyau de la molécule cible. Cette
énergie calculée est en fait une mesure de la force des charges voisines a une
position particuliére.
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Puis, pour analyser avec précision la distribution de charges d’'une molécule, les
données d’énergie potentielle électrostatique générées sont représentées
visuellement sous forme de contours. En fait, un spectre de couleur est donné avec
des intensités différentes selon les valeurs d’énergie potentielle électrostatique ;
les couleurs jaune/rouge correspondent aux zones de densité électronique élevée
(6-) et les couleurs bleu/vert aux zones de faible densité électronique (6+) (Figure
28). Cette méthode, largement utilisée dans I'étude des systémes et des processus
biologiques 2% a été adoptée dans notre cas pour étudier I'effet des substitutions

faites sur la molécule de DTG sur ses interactions avec I'intasome du VIH-1.

2.094e2 | Ml 2.094e-2

-~

F
CHNH ; CHgNH/E;\F a
&i cl

CH;NH-02 CH;NH-02-2F-06-p 2F-06-p

Figure 28: Représentation des contours de potentiels électrostatiques de trois ligands halobenzéniques
de I'intégrase du VIH-1 4 0,0004 électrons Bohr3d’isodensité de surface.

(El Hage et al, Journal of Computational Chemistry, vol. 36, no. 4, pp. 210-221, February 2015, doi:
10.1002/jcc.23786 )

A.lll. Mécanique moléculaire : approches classiques et polarisables

La mécanique moléculaire (MM) est un ensemble de méthodologie appartenant a
la discipline de la modélisation moléculaire, puisqu’elle se base sur les lois

newtoniennes afin de modéliser des systemes moléculaires. La MM joue donc un
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role primordial dans la description des propriétés des molécules ; la prédiction de
leurs structures, de leurs propriétés physico-chimiques ainsi que des forces qui
s’exercent entre elles. Elle permet de méme, par le biais d’'un champ de force
adéquat, de calculer I'énergie d’'un complexe étudié. En fait, méme si la chimie
quantique reste I'approche idéale pour le calcul des interactions moléculaires, elle
présente néanmoins quelques inconvénients majeurs pour la modélisation de
systemes biologiques ; elle est coliteuse en temps de calcul puisqu’elle prend en
compte tous les électrons du systeme étudié, elle ne prend pas en considération la
corrélation électronique entre les atomes et les forces de dispersion a longue
distance et elle reste limitée a des complexes de petites tailles. D’ou I'avantage de
se baser sur la mécanique moléculaire pour les calculs et les analyses d’énergie
d’interaction, puisqu’elle permet, en consommant peu de temps de calcul (elle
considére les interactions entre atomes et non les atomes seuls), de modéliser et

d’étudier des systemes de tailles importantes.

Dans les parties suivantes, nous décrirons les champs de force les plus utilisés par
les méthodes de mécanique moléculaire pour les études de systéemes biologiques

et chimiques.

A.lll.1. Champs de force classiques

Dans le cadre de la mécanique moléculaire, un champ de force est défini comme
un ensemble de potentiels et de parametres qui décrivent la structure atomique
de I’énergie potentielle d’un systeme donné, sans avoir de recours explicite a des
méthodes quantiques. Ces parametres sont obtenus en étant calibrés sur des

calculs de chimie quantique afin de reproduire des propriétés clés trouvées
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expérimentalement. Un champ de force classique doit rendre compte des trois

éléments suivants 24 :

e |’énergie résultant des interactions électrostatiques entre les molécules ;
forces de Coulomb, forces de van der Waals et les liaisons hydrogenes.

e La modulation de cette énergie potentielle résultant de la polarisabilité des
molécules.

e |’énergie a l'intérieur de la molécule, reliée a sa conformation (liaisons et

angles).

D’ou I'expression générale de I'énergie potentielle associée a un champ de force
classique est donnée comme la somme des deux composantes intramoléculaires et

intermoléculaires sous la forme suivante :

E potentielle totale = E intramoléculaire t E intermoléculaire

Avec I'énergie intramoléculaire qui comprend les énergies au niveau des atomes
liés par des liaisons covalentes (Energie d’élongation, énergie de flexion et énergie
de torsion) et I’énergie intermoléculaire qui regroupe les énergies au niveau des
atomes non liés par des liaisons covalentes (Energie électrostatique et Energie de

van der Waals). L’expression générale de I’énergie potentielle devient alors :
E potentielle totale = E atomes liés covalemment + E atomes non liés covalemment

E potentielle totale = E élongation +E flexion T E torsion T E électrostatique +E vdW

Ces différentes énergies prises en compte par les champs de force classiques sont

représentées ci-dessous par la Figure 29.
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Figure 29 : Décomposition énergétique classique d’un champ de force de mécanique moléculaire. Les
atomes sont représentés par des sphéres rouges, les liaisons covalentes (a gauche) par des traits pleins
bleus et les liaisons non covalentes (a droite) par des traits en pointillés.

(Mécanique et modélisation moléculaire, biochimiej.univ-angers.fr)

L’énergie d’élongation correspond a I’énergie d’étirement de la liaison entre deux
atomes voisins, I'énergie de flexion correspond a la courbure de I'angle entre trois
atomes consécutifs et I’énergie de torsion est calculée au niveau de I'angle diedre
formé par quatre atomes consécutifs. Quant aux énergies intermoléculaires, nous
trouvons un terme électrostatique calculé en attribuant aux atomes des charges
ponctuelles partielles obtenues par calcul ab inito et un terme de vdW obtenu par
un potentiel de type Lennard-Jones qui décrit les interactions attractives a longue
portée résultant des mouvements corrélés des électrons et les interactions
répulsives a courte portée entre deux particules séparées d’une distance r (1/r®

pour les interactions attractives et 1/r'? pour les interactions répulsives).

Notons que les champs de force classiques ne different généralement que peu les
uns des autres dans I'expression de leurs différentes composantes énergétiques et

ne se distinguent que par les valeurs de leurs parametres 23,

On cite comme exemple de champs de force classiques :
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e AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement) 26 ; trés utilisé
pour la modélisation des protéines, ADN et ARN.

e CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) 271 281, trés utilisé
pour les petites molécules ou les macromolécules.

e GROMOS ': champ de force classique utilisé notamment pour les
simulations de dynamique moléculaire de systemes biologiques en phase

gazeuse ou en présence de molécules d’eau.

En dépit de leur vaste utilisation dans le domaine de la modélisation des complexes
protéines/ligands, il existe toutefois quelques limitations a I’'emploi des champs de
force classiques, notamment dans I'étude de systemes présentant des résidus
chargés ou des cations métalliques. En effet, I'approche classique ne permet pas
de traiter les effets de polarisation au niveau d’'une molécule suite a I'approche
d’une autre au sein du systeme biologique étudié. Ainsi le raffinement le plus
recherché des champs de force classiques est I’addition explicite d’'une contribution
de I"énergie de polarisation (Epol) qui donnera I'apparition des champs de force
polarisables dits de seconde génération. Ces champs de force polarisables
prennent en considération les effets de polarisation a N-corps, alors qu’avec les
champs de force non polarisables, I'énergie n’est approximée qu’en utilisant des

potentiels a deux corps (i.e. ce sont des potentiels de paires).

Le second raffinement des champs de force classiques s’est fait au niveau de la
contribution électrostatique. En fait, ces derniers surestiment généralement les
interactions électrostatiques dans le but de compenser I'absence de polarisation.
De plus, ils sous-estiment |'anisotropie de la densité électronique puisqu’ils se

basent sur des charges ponctuelles atomiques pour décrire la densité de charge.
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Une solution a ces problémes sera alors le développement de multipdles distribués
d’ordre supérieur (charges, dipdles, quadrupdbles) permettant ainsi de
correctement rendre compte de I'anisotropie de la densité électronique et de
mieux décrire la distribution de charges. Ces multipoles sont obtenus par des

calculs de chimie quantique ab initio 39,

Comme exemple de champs de force polarisables de seconde génération, on peut

citer :

e SIBFA (Sum of Interactions Between Fragments Ab initio computed) BY;
champs de force pour les petites molécules et les protéines flexibles, formulé
et calibré sur la base de calculs ab initio. Il a été développé par notre équipe,
au sein du Laboratoire de Chimie Théorique, par Nohad Gresh et Jean-Philip
Piguemal.

e AMOEBA (Atomic Multipole Optimized Energetics for Biomolecular
Applications) B2 B3 - champs de force polarisable pour les biomolécules,
développé notamment par Pengyu Ren et Jay Ponder ainsi qu’au sein de

notre laboratoire.

Nous nous sommes intéressés aux deux champs de force polarisables mentionnés
ci-dessus dans nos calculs énergétiques effectués sur les complexes du VIH-1. Je

détaillerais donc dans la suite de cette partie ces deux champs de force.

A.lll.2. Champs de force polarisables

Un des buts ultimes des travaux accomplis au cours de la these est d’ordonner les
énergies d’interactions d’'un nombre de ligands inhibiteurs ciblant I'intégrase du

VIH-1 dans le but de prévoir leur affinité relative réelle pour I'IN. Ceci dit, il devient
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critique de gérer de tres faibles différences d’énergie ainsi que de réduire les
marges d’erreur sur le calcul de I'énergie potentielle. D’ou I'importance d’utiliser
des champs de force de seconde génération, notamment dans les applications aux
systemes tres chargés, puisqu’ils comprennent des raffinements au niveau du
calcul de I'énergie potentielle, notamment I'inclusion explicite de la contribution
de I'énergie de polarisation 34, Cette derniére correspond a la réorganisation de la
distribution de charges d’'une molécule suite a sa soumission a une perturbation
électrostatique externe et engendre une non-additivité de I’énergie totale qui n’est
parfois pas négligeable dans |'étude des systemes biologiques. Les champs de force
polarisables prennent en compte cette non-additivité alors que, par définition, les

champs de force non polarisables ne le font pas.

De nombreux modeles de polarisation explicite existent 3538 dont trois sont les
plus utilisés dans les applications sur des systemes d’intérét biologiques. Nous
trouvons le modele de charges fluctuantes, le modele de I'oscillateur de Drude et
le modele des multipdles ponctuels. C’est sur ce dernier modele que sont basés les
champs de force SIBFA et AMOEBA, ou chaque centre polarisable présentera une
polarisabilité dérivée d’'un modele empirique ou de la chimie quantique. lls
permettent ainsi une représentation de la distribution de charge incluant des
dipdles et des quadrupdles localisés sur les atomes et sur les liaisons chimiques ce
qui permet de retranscrire une plus grande anisotropie des interactions

électrostatiques.

Pour qu’un champ de force polarisable puisse étre utilisé pour les calculs d’énergie,
et reproduire avec précision les résultats obtenus par chimie quantique, il doit

posséder les propriétés suivantes 37 :
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Séparabilité : AE totale d’interaction doit pouvoir s’exprimer sous la forme
de contributions énergétiques distinctes dont chacune doit étre formulée et
calibrée sur les bases de la chimie quantique afin de bien reproduire sa
contrepartie quantique résultant d’'une analyse de décomposition d’énergie.
Anisotropie : AE totale d’interaction et ses composantes doivent pouvoir
reproduire les variations énergétiques en fonction de [l‘orientation
respective des fragments.

Non-additivité : AE totale d’interaction differe de la somme des énergies de
chague monomere du complexe en interaction. Cette différence peut étre
significative. On parle alors d’interactions coopératives quand AE totale est
plus grande en valeur absolue que la somme énergétique de chaque
monomere et d’interactions anti coopératives quand AE totale est plus faible
en valeur absolue.

Transférabilité : Les parametres calibrés sur de petits systemes modeles
doivent étre appliqués a une pluralité de complexes de tailles arbitrairement

grandes, sans avoir a changer la calibration initiale.

Les champs de force SIBFA et AMOEBA répondent a beaucoup des criteres

mentionnés ci-dessous et paraissent adaptés a I'étude des interactions ligands-

macromolécules.

A.lll.2.1 Champs de force polarisable : SIBFA

Introduit dans les années 80 par Nohad Gresh et ses collaborateurs 3%, SIBFA (Sum
of Interaction Between Fragments Ab initio Computed) est un champ de force
polarisable de deuxieme génération formulé et calibré sur la base de calculs ab

initio, dans le but de reproduire les contributions énergétiques quantiques issues
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des démarches de décomposition d’énergie au niveau Hartree-Fock. Ce potentiel
comprend un traitement complet des effets a N-corps et décrit avec grande
précision les effets de pénétration électrostatique et le transfert de charge. De plus,
il a recours a des multipoles et des polarisabilités distribuées pour calculer les
contributions électrostatiques et adopte une représentation explicite des doublets
d’électrons libres pour le calcul des contributions a courte portée. SIBFA permet
donc d’effectuer des calculs fiables sur les énergies intermoléculaires induisant les
propriétés de liaison des molécules a intérét biologique et pharmaceutique. Il est
ainsi adéquat a étre utilisé pour I'’étude de métalloprotéines comportant un ou
plusieurs sites de complexation des cations métalliques. C'est le cas de l'intégrase
du VIH-1 présentant un site de fixation du Mg?* au niveau de son domaine
catalytique, d’ou notre choix d’adopter SIBFA comme champs de force polarisable

au cours des études de notre cible protéique.

A.lll.2.1.1 Formulation du potentiel SIBFA

D’apres le potentiel SIBFA, I'énergie d’interaction totale AE est égale a la somme
de cing contributions différentes dont chacune est calibrée sur la base de sa
contribution correspondante issue d’un calcul quantique ab initio. Nous pourrons

alors écrire la formule de AE intemoléculaire totale de |a forme suivante :

AE intermoléculaire totale = EMTP + Erep + EpoI + Ect + Edisp

Elles représentent respectivement la contribution électrostatique multipolaire
(Emre) issue des multipOles ab initio, la répulsion Erep a courte portée destinée a
reproduire la contribution d’échange-répulsion de Pauli entre les électrons des
orbitales moléculaires des molécules en interaction. E,ol correspond a I'énergie de

polarisation due aux transferts d’électrons partiels des orbitales moléculaires
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occupées d’'un monomere vers ses propres OM virtuelles, Ec: a I'énergie de transfert
de charge des OM occupées d’'un monomere vers les OM virtuelles de I’'ensemble
des autres molécules. Finalement Eqisp représente I’énergie de dispersion qui est la
stabilisation due aux interactions des dipdles instantanés de transition des
molécules en interaction. A noter qu’Ewte et Erep font partie de la contribution
énergétique du premier ordre (E1) alors qu’Eyol et Ec: font partie de la contribution

énergétique du deuxiéme ordre (Ez).

Chaque fragment moléculaire étudié en SIBFA sera défini par sa géométrie interne,
sa topologie et ses multipoles et polarisabilités distribuées. Il sera ensuite stocké

dans la bibliotheque de fragments SIBFA 1,

Nous allons détailler dans les parties qui suivent chaque contribution énergétique

calculée par SIBFA.

A.ll1.2.1.2 Calcul de I’énergie multipolaire

La contribution électrostatique multipolaire (Ewmre) est calculée a partir de
multipoles distribués sur les barycentres des atomes et des liaisons. Ces
multipoles ; monopodle, dipble et quadrupdble sont obtenus a partir des OM des
molécules en question suite a une démarche développée par Vigné-Maeder et
Claverie B8, Des raffinements ont été apportés au calcul de cette contribution par
ajout d’un terme de pénétration de charge Epen B3°114% qui traduit le recouvrement
des nuages électroniques de deux atomes proches et permet par la suite une
meilleure reproduction de la contribution Coulombienne quantique a courte

distance.

Emre s’exprime comme la somme des six contributions électrostatiques suivantes :
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EMTP = Emono—mono + Emono-dip + Emono-quad + Edip-dip + Edip-quad + Equad—quad

Avec Emono-mono I'interaction monopole-monopdle a courte distance, Emono-dip
I'interaction monopdle-dipdle, Emono-quad I'interaction monopodle-quadrupdle et
Edip-aip I'interaction entre deux dipoles. Quant au terme Edip-quad, il désigne
I'interaction entre un dipole et un quadrupoéle alors qu’Equad-quad COrrespond a

I'interaction quadrupodle-quadrupdle.

A.lll.2.1.3 Calcul de I’énergie d’échange-répulsion

L’énergie d’échange-répulsion (Erep) est calculée comme la somme des interactions
liaison-liaison, liaison-doublet libre et doublet libre — doublet libre. Elle représente
donc la répulsion qui a lieu entre les distributions électroniques des fragments en

interaction.

Erep = Z Z rep(p —q, v —s)
p—q r—s
liaison de A Lliaison de B

+ Z Z rep(p — q,Lg)
- pTa Lg
liaison de A paire libre de B

+ Z Z rep(Ly, v —s)

L a A
paire libre de A Lliaison de B

D R

L o« Lpg
paire libre de A paire libre de B
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Dans I’équation ci-dessus, p-g et r-s représentent les liaisons entre deux atomes
voisins des fragments A et B respectivement alors que L, et Lg correspondent aux

paires libres des fragments A et B respectivement.

Comme le cas d’Ewvre, Erep a été raffinée par I'inclusion d’un terme S%/R 11 ou S
représente le recouvrement des orbitales localisées et R la distance entre les

centroides des orbitales impliquées.

A.ll1.2.1.4 Calcul de I’énergie de polarisation

L’énergie de polarisation (Epal) est équivalente a la déformation des distributions de
charges suite a 'interaction d’une molécule avec le champ électrique généré par
ses partenaires environnants. Elle dépend donc du champ électrique et des
polarisabilités des molécules. Ce champ polarisable sera calculé avec les mémes
multip6les permanents qu’Emre. Il est écranté par une fonction gaussienne afin de
corriger les effets a courte-portée comme la polarisation d’échange 2. Dans SIBFA,
les polarisabilités sont distribuées sur les barycentres des liaisons et sur les
doublets non-liants des hétéroatomes, selon une méthode proposée dans les
années 90 par Garmer et Stevens permettant d’obtenir les multipoles distribués et
les polarisabilités a partir d’'un seul calcul ab initio effectué sur la molécule étudiée
431, |Is peuvent étre extraits de calcul avec le logiciel GAMESS 4 au niveau HF ou au

niveau corrélé par la méthode DFT.

Epol est calculée comme le produit scalaire d’'un champ électrique avec un dipdle.
Le champ décrit dans la formule ci-dessous sera égal a la somme du champ généré
par tous les multipdles permanents du systeme et le champ généré par les dipoles

induits 441,
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XV, %

App (i) = Z ay(i,j) *Ey(j) i€x,y,2

i

Avec AU le dipdle induit crée suite a l'interaction des polarisabilités anisotropes
avec le champ électrique situé au point p d’'un fragment A. Ep est le champ
électrique généré par les multipdles permanents et induits de tous les points g

appartenant a tous les fragments B, différents du fragment A, et calculé au point p.

A.lll.2.1.5 Calcul de I’énergie de transfert de charge

Le calcul de I’énergie de transfert de charge (Ec:) dérive des travaux de Murrel et
ses collaborateurs 51, E¢; est calculée entre tous les doublets-libre d’un fragment A
donneur d’électrons et les orbitales virtuelles d’'un fragment B accepteur
d’électrons. Elle dérive d’une théorie de la perturbation et dépend du
recouvrement des orbitales localisées des fragments donneurs et accepteurs
d’électrons. L'équation ci-aprés permet I'expression de I'énergie de transfert de

charge sous la forme suivante :

(fla,e-) 2

ECT = —2C Z Z Noc:(lﬂ) AEIQS_

Ize4 \ B eA
Ou:

e |y correspond a une paire d’électrons libres du fragment A.
e [* a une orbitale virtuelle du fragment B.
® Noc (lo) est le nombre d’occupation de I'orbitale .

e (C est une constante ajustable
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I )
° ( ‘af+ /) est une fonction du recouvrement entre les orbitales moléculaires

du donneur et de I'accepteur
"age : .y : o
o est une fonction de la différence entre les potentiels d’ionisation

du fragment A et de I’affinité électronique du fragment B.

A.l11.2.1.6 Calcul de I’énergie de dispersion

L’énergie de dispersion (Eadisp) Y correspond aux interactions attractives a longue
distance des dipdbles instantanés. Elle est calculée entre deux atomes i et j comme
une somme des interactions atome-atome, atome-paire libre et paire libre —paire

libre, sous la forme :

Dans la formule d’Edisp représentée ci-dessus, rjj est équivalente a la distance entre
les atomes i et j alors que Ri et Rjsont équivalents aux rayons effectifs des atomes i

et j respectivement.

Comme ses contributions Emte et Erep, Edisp @ €té aussi améliorée par 'ajout d’un
P p

terme d’échange-dispersion.

A.lll.2.2 Champs de force polarisable : AMOEBA

AMOEBA (Atomic Multipole Optimized Energetics for Biomolecular Applications)
est un champ de force polarisable de deuxieme génération développé en 2004 par
Jay Ponder et ses collaborateurs ©“¢ #7] gvec comme objectif d’atteindre une
précision chimique dans les propriétés thermodynamiques des protéines en
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solution tout en s’appuyant sur une évaluation des énergies des modeéles de
mécanique quantique. Comme SIBFA, il a donc été paramétré et calibré surles
bases de la chimie quantique avant d’étre testé sur des cations monovalent tels
que Na* et divalents comme Mg?*, Ca®* et Zn?*. Il est donc adéquat a étre utilisé
pour I'étude de systémes biologiques complexant des cations métalliques grace a

sa distribution multipolaire et sa prise en compte des effets de polarisation.

Nous avons eu recours dans notre cas a ce potentiel intégré dans un logiciel de
dynamique moléculaire, Tinker-HP 8], pour simuler les complexes de I'intasome du
VIH-1 en présence du DTG et des nouveaux inhibiteurs et pour en extraire les
valeurs d’énergie libre d’interaction des ligands avec les éléments de I'intasome

viral (ADNv et IN).

A.ll1.2.2.1 Formulation du potentiel AMOEBA

L’énergie d’interaction intermoléculaire totale calculée par AMOEBA est présentée

comme une somme de trois contributions. Elle s’écrit alors sous la forme qui suit :

AE intermoléculaire totale = EvdW + EeIec + EpoI

Avec Eww, comprenant les contributions de dispersion et d’échange-répulsion,
calculée avec un potentiel 7-14 proposé par Thomas Halgren %, Eelec
correspondant a [I'énergie électrostatique et Epo désignant ['énergie de

polarisation.

Nous détaillerons aussi les contributions énergétiques d’AMOEBA dans les parties

qui suivent.
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A.lll.2.2.2. Calcul de I’énergie de vdW

Evaw est calculée grace a un potentiel « buffered 14-7 » a la place du potentiel de
Lennard-Jones 12-6 standard “?. Le nouveau potentiel s’est montré plus efficace

pour reproduire les énergies d’interactions, notamment dans le cas des gaz rares.

La formule suivante est utilisée pour le calcul de EvdW pour deux atomesiietj:

1.07 \' 1.12
aw(ij) = €; (pij +{_).(_}7) (pjj 10.12 )

Ce potentiel dépend de la distance entre i et j au travers du terme pj; qui est égale

a Rij / R% avec R%la distance pour laquelle I'énergie est minimale. €ij correspond

guant a elle a la profondeur du puits.

A.lll.2.2.3. Calcul de I’énergie électrostatique

Dans AMOEBA, les multipbles sont localisés sur les centres des atomes et sont
définis dans des repéeres locaux pour chaque site, construits a partir des atomes
voisins. Ceci permet aux multipdles de rester constants dans leur cadre local défini

au cours des simulations de dynamique moléculaire.

Ces multipdles sont extraits par la méthode DMA (Distributed Multipoles Analysis)
B9 implémentée dans le logiciel GDMA de Stone U, La démarche d’extraction
consiste en une répartition de la densité de charge sur les sites atomiques, dans le

but de déterminer les moments dipolaires.

L’énergie d’interaction électrostatique sera calculée par la relation suivante :

iI,J¥1 atomes

119



Avec M; I’ensemble des multipoles sur 'atome i, M;I’ensemble des multipdles sur

I’atome j et Tjj la matrice d’interaction des multipdles de i avec les multipdles de j.

A.ll1.2.2.4. Calcul de I’énergie de polarisation

L’énergie de polarisation est calculée dans AMOEBA suite a I'interaction du champ
électrique d’'un atome i avec les polarisabilités créant par la suite un dip6le induit.
Elle prend en considération les interactions entre les moments dipolaires

permanents et les interactions entre les moments induits.

Notons qu’un terme d’écrantage a été ajouté au calcul de I'énergie de polarisation
pour diminuer la distribution de charge a courte distance, qui peut causer des
problemes quand les sites étudiés dans un systeme sont trés proches. Le modele
de Thole est capable de reproduire les tenseurs de polarisabilité moléculaire de
nombreuses petites molécules avec une précision raisonnable en utilisant

uniquement la polarisabilité atomique 2.
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Chapitre lll

Démarches et outils

Partie B : La dynamique moléculaire

conventionnelle
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La modélisation moléculaire regroupe différentes méthodes permettant la
simulation du comportement d’un systeme dont la taille peut aller d’'une simple
molécule diatomique a des macromolécules biologiques de plusieurs millions
d’atomes. La modélisation moléculaire peut ainsi décrire le comportement des
atomes en fonction du temps, pour tenter d’expliquer leurs interactions. Certains
cas d’applications de la modélisation moléculaire sont dédiés a la compréhension
du processus de repliement d’'une protéine ou encore a I'explication de
I'importance de certains acides aminés au niveau d’un site catalytique

enzymatique.

Les méthodes de modélisation moléculaire reposent sur différentes approches de
calculs et de simulation numérique qui expriment I'énergie d’interaction des
atomes du systeme moléculaire en fonction de leur position relative. La méthode
a laquelle nous nous sommes intéressés au cours de la these est la dynamique
moléculaire conventionnelle. Notre choix pour cette méthode se base sur le fait
qu’elle permet un suivi rigoureux de I’évolution de la structure d’un systéme donné

et des interactions qu’il établit au sein de son environnement.

En effet, la dynamique conventionnelle a été mise au point dans le but de résoudre
numériquement les problémes a N-corps de la mécanique classique, en attribuant
des équations du mouvement pour chaque particule. De plus, elle donne acces aux
trajectoires dans l'espace. Ce qui fait de la dynamique conventionnelle une

méthode spécifiquement adaptée au calcul des propriétés dynamiques.

Dans cette partie, nous allons présenter la méthode de dynamique conventionnelle
dans ses grandes lignes puis nous passerons a son adaptation a nos études des

systémes de I'intasome du VIH-1 complexé avec les inhibiteurs de transfert de brin.
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B.l. Principe de la dynamique moléculaire classique

La dynamique moléculaire classique est une technique de simulation numérique
qui, en se basant sur les équations de Newton (notamment la seconde loi), permet
de suivre I’évolution dans le temps d’'un ensemble de particules en interaction.
Suite a I'application de cette méthode, des trajectoires successives, désignant un
un ensemble de conformations successives d’'un méme systeme moléculaire,
seraient générées. Elles décrivent la variation des coordonnées des atomes en
fonction du temps. Des bilans énergétiques évaluant les parametres
thermodynamiques des interactions peuvent étre tirés de ces trajectoires

obtenues.

En connaissant I'énergie potentielle du systeme a un temps t, il est alors possible
d’associer un vecteur vitesse a chacune de ses particules. La seconde loi de Newton

est ainsi exprimée en dynamique moléculaire par I’équation suivante :

Avec Fila force exercée sur la particule i de masse mjet de position ri (x, y, z). ai

représente |'accélération exercée sur la particule i.

La formule ci-dessus permet donc la détermination des positions des atomes via
leurs coordonnées cartésiennes ainsi que leurs vitesses respectives. En fait, au
temps t = 0, I’état initial du systeme étudié est spécifié dans une région finie de
I’espace (comme la boite de simulation) avant de commencer le suivi temporel de
I’évolution du systeme ou a chaque instant t’ = t + At (avec At désignant le pas de

temps élémentaire), une nouvelle position des atomes est déterminée. Ceci produit
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une quantité énorme de données nous permettant d’étudier et d’analyser des
systémes biologiques complexes dont la manipulation expérimentale peut s’avérer
étre compliquée. Plusieurs notions sont indispensables aux simulations de
dynamique moléculaire conventionnelle. Nous les exposerons dans les parties qui

suivent.

B.l.1. Conditions de calcul

Afin d’assurer le bon déroulement d’une simulation de dynamique moléculaire,
plusieurs conditions et parametres doivent étre appliquées. Je commencerais par
présenter ces conditions puis passer a |'explication du protocole de dynamique

moléculaire que nous avons adopté.

B.1.1.1. Echelles de temps

Le défi majeur des simulations de biomolécules reste la modélisation des
phénomenes lents tout en tenant compte des mouvements rapides. Une
simulation d’un systeme cible donné ne peut pas se faire sur un temps infini. En
effet, la dynamique moléculaire reste limitée par la vitesse et les capacités de

calculs des ordinateurs.

Les échelles de temps peuvent varier de quelques nanosecondes a une dizaine de
microsecondes. |l convient de choisir le pas de temps utilisé avec soin ; un pas de
temps court n’est pas conseillé puisque la simulation ne peut pas converger ni
explorer correctement I’espace des phases. Réciproquement, un pas de temps trop

grand affecte la stabilité du systeme 531,
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Les échelles de temps respectées au cours des simulations moléculaires sont les

suivantes :

e Pour une élongation d’une liaison : 104 s.
e Pour la rotation des chaines latérales de surface : 1011 - 101s.
e Pour la rotation des chaines latérales intérieures : 10%—1s.

e Pour le repliement des protéines : 10°— 107 s.

B.l.1.2. Les ensembles

Une simulation de dynamique moléculaire est caractérisée par plusieurs grandeurs
telles que le nombre total de particules (N), le volume (V), la pression (P), la
température (T) et I’énergie (E). Quelques-unes de ces grandeurs seraient fixées au
cours des simulations alors que les autres variables non fixées seraient susceptibles
de fluctuer. Ceci permet alors la définition des ensembles statistiques qui
controlent les propriétés physiques des systemes et permettent de reproduire des

conditions physiques expérimentales.

Trois ensembles statistiques principaux sont majoritairement utilisés dans les
simulations de dynamique conventionnelle ®4. lls correspondent aux situations

suivantes :

e L’ensemble NVE (ensemble microcanonique) : Le systéme n’échange pas ni
énergie ni particules avec le milieu extérieur. On parle alors de systeme isolé
thermodynamiquement. Cet ensemble est caractérisé par une énergie totale
conservée, un nombre total de particules fixes ainsi qu’un volume constant.
Le systeme peut évoluer sans limites n’étant pas soumis a d’autres

restrictions.
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e L'ensemble NVT (ensemble canonique) : cet ensemble est défini par un
volume et une température constants ou le systeme est en contact avec un
thermostat. Dans ce cas, son énergie (E) n’est pas fixe en raison des échanges
avec le thermostat. Cet ensemble mime les conditions expérimentales les
plus fréquentes.

e L’ensemble NPT (ensemble isobare-isotherme): dans cet ensemble, le
systeme physique est en contact avec un barostat qui fixe la pression. De
plus, son nombre de particules et sa température sont fixes. NPT permet
donc d’étudier des transitions de phases puisque le volume du systeme varie

en raison de ses échanges avec le barostat.

B.l.1.3. Les conditions périodiques

Au cours de nos simulations de dynamique moléculaire conventionnelle, des
conditions périodiques sont appliquées afin de conserver les propriétés
biophysiques du systeme. Ceci est fait puisque ce dernier est placé au centre d’'une
boite avec d’autres molécules (eau, ions ...) dans le but de reproduire au plus pres
son environnement réel. Cependant, une grande portion des particules du systeme
se trouvent pres de la surface de la boite, elles ne sont pas alors dans les mémes
conditions que les particules au centre de la boite. Pour s’affranchir de cette
difficulté, on utilise des conditions aux limites périodiques ou la boite est répliquée
selon les trois directions de I’espace formant alors un systeme infini. Chaque atome
appartient a une boite entourée d’'un ensemble de boites identiques de facon que
tout atome qui sortirait par un cété de la boite arriverait directement par le c6té
opposé avec la méme vitesse (Figure 30). Ceci permettra a tous les atomes d’étre

entourés de la méme fagon par les molécules du solvant, méme ceux qui sont situés
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au niveau des bords de la boite, ce qui garde une densité moyenne constante du
systéme 51 561 Tout calcul effectué pour les interactions non liées tient bien
évidemment compte des conditions périodiques et fait intervenir la version la plus

proche de chacune des particules impliquées.

L’avantage des simulations dans les conditions périodiques est qu’il n’est pas
nécessaire de conserver les coordonnées de toutes les images de la simulation mais

seulement celles de la boite centrale.
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Figure 30 : Représentation bidimensionnel des conditions aux limites périodiques. Les trajectoires des
particules dans la boite de simulation centrale sont copiées dans toutes les directions.

(Steinhauser, Molecular Dynamics — Studies of Synthetic and Biological Macromolecules, April 2012, doi:
10.5772/36289)

B.ll. Nos choix des systéemes biologiques simulés du VIH-1

La structure initiale de départ utilisée pour nos simulations de dynamique
moléculaire est le cristal de I'intasome du Prototype Foamy Virus (Intégrase virale
+ ADN viral) en présence du Dolutégravir et des cations divalents de Mg?*. Elle est
déposée dans la banque de données protéiques (PDB) sous le code 3S3M. La Figure

31 schématise notre complexe initial sur lequel s’effectueront nos simulations.

127



Figure 31 : Représentation tridimensionnelle de I'intasome du PFV en complexe avec le Dolutégravir (DTG)
et Mg?*. L’ADN viral double brin (couleur grise) est intégré au niveau de son extrémité 3’ au sein de
I'intégrase virale (colorée selon ses structures secondaires ; hélices a en violet et les feuillets B en jaune).
Le DTG ainsi que Mg?* (deux sphéres rouges) se trouvent situés au niveau de I'extrémité 3’ a I'interface
ADN viral — Intégrase (ils sont mis en relief dans le cadre rouge a droite). Cette structure est déposée dans
la banque de données « PDB » sous le code 353M.

Nous avons utilisé pour nos simulations le potentiel polarisable AMOEBA,
implémenté dans le logiciel massivement parallele Tinker-HP 8 développé dans
notre laboratoire, puisque ce potentiel permet une représentation précise et
correcte des effets de la polarisation et donc du site actif de nos complexes ou se
trouvent les Mg* chélatés. AMOEBA comprend les paramétres des acides
nucléiques (ADN et ARN) et des acides aminés des protéines. Nous avons par
conséquent eu besoin de générer les parameétres de nos nouveaux ligands (les
ligands seront présentés dans les résultats du chapitre 4 partie B) pour pouvoir les
simuler correctement. Ceci a été fait via le programme poltype 7, développé par
I’équipe de Pengyu Ren a I'Université de Texas a Austin. Ce programme fournit, a
partir d’'une structure initiale (les coordonnées PDB dans notre cas) tous les

parametres liés et non liés d’un ligand, selon les étapes suivantes :
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1- Optimisation de la géométrie de la structure initiale par calcul de chimie
quantique au niveau MP2 (Mgller-Plesset niveau 2) avec la fonction de bases
6-311G.

2- Analyse des multipdles distribués pour générer un ensemble de multipdles
atomiques.

3- Affinement de ces multipoles en les adaptant au potentiel électrostatique
moléculaire au niveau MP2 avec la fonction de base Aug-cc-pVTZ.

4- Attribution des parametres de liaison, des angles, des diedres et de vdW.

5- Affinement des parametres aux forces intramoléculaires dérivées de la
quantique.

6- Exécution d’une simulation de dynamique moléculaire afin de valider les

parametres et les ré-affiner si nécessaire.

Un récapitulatif de la démarche de paramétrisation est schématisé dans la Figure

32.
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Figure 32 : Le processus global de paramétrisation des ligands avec le champ de force AMOEBA.

(P. Ren, C. Wu and J. W. Ponder, The Journal of Chemical Theory and Computation, vol 7, no. 10, August
2011, doi:10.1021/ct200304d)
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B.lll. Notre Protocole de dynamique moléculaire conventionnelle appliqué

Apres avoir choisi nos ligands et généré leurs parametres, nous sommes passés a
la préparation de nos systemes pour les simulations de dynamique moléculaire.
Tout d’abord, il faut commencer par définir la boite de simulation ainsi que
I’ensemble des positions et des vitesses initiales des particules. Cette définition des
positions se fait soit a partir de zéro, soit a partir des données d’une simulation
précédente. Dans notre cas, les positions initiales des partenaires au sein de
I'intasome sont issues de la structure PDB 3S3M. Il faut rappeler qu’il existe une
homologie structurale importante entre l'intégrase du VIH-1 et celle du PFV. De
plus, tous les résidus actifs de la triade catalytique et ceux en contact avec les
molécules d’INSTIs sont invariants entre les deux intégrases virales (Figure 33). Ces
arguments sont en faveur de l'utilisation de I'intégrase du PFV comme systeme de
substitution fiable pour nos études structurales concernant l'intégrase du VIH-1 58],

en I'absence d’un cristal de I'intégrase entiere de ce dernier.

Une fois la structure PDB récupérée, nous devons effectuer quelques modifications
avant sa solvatation dans la boite d’eau de simulation. Ceci se fait par ajout des
atomes d’hydrogenes manquants a la structure cristallographique suivi d’'une
protonation des résidus d’acides aminés protéiques ce qui nous permet d’avoir la

structure du complexe a un pH physiologique cellulaire (pH=7).
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Figure 33 : Alignement des résidus de I'intégrase du PFV et ceux du VIH-1. Les résidus impliqués dans les
interactions directes avec le squelette phosphodiester de I’ADN ou les bases virales présentent des cercles
vides ou colorés en bleu respectivement. La Tyrosine 212 (Y212) et la Proline 214 (P214) impliquées dans
les interactions avec les INSTIs sont mises en relief par une étoile rouge. Les structures secondaires ; hélice
a, feuillet B et hélice 310 n sont indiquées ainsi que les trois domaines N-terminal (NTD), C-terminal (CTD),
le coeur catalytique (CCD) et le domaine d’extension du NTD (NED) chez I'intégrase du PFV. Les résidus
conservés entre les deux virus sont marqués en gras et jaune et ceux appartenant a la triade catalytique
sont encadrés et marqués en rouge.

Toutes nos simulations ont été réalisées dans des conditions de solvant explicite ;
nos systemes se trouvent entourés de molécules d’eau explicites formant une boite
cubique, comme représenté dans la Figure 34, avec une distance minimale entre le
soluté et le bord de boite le plus proche de 10 A. Outre les molécules d’eau, nous
avons ajouté des contre ions de positions de départ aléatoires (KCI de
concentration de 150 mM) afin de neutraliser la charge totale du systeme. Le KCl a

été choisi car il est le sel le plus abondant en milieu intracellulaire, nous permettant
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de mimer le milieu physiologique intracellulaire au cours de nos simulations et de
se rapprocher ainsi des conditions réelles. KCl sert de méme a stabiliser la structure

de ’ADNv pendant nos simulations.

Figure 34 : Une de nos boites d’eau cubiques contenant l'intasome du PFV en présence du Dolutégravir
et de Mg?, utilisée au cours de nos simulations.

Apres solvatation de nos systemes dans des boites d’eau de charge nulle, nous
avons effectué une minimisation d’énergie respective, afin de générer pour chacun
la conformation la plus stable, a partir de laquelle nous pourrons débuter les
longues simulations de dynamique moléculaire. Au cours de la procédure de
minimisation, seules les molécules d’eau et les contre ions sont relachés alors que
les partenaires étudiés sont figés, dans le but de permettre une organisation
vraisemblale de I'eau autour des biomolécules. Vient ensuite ['étape
d’équilibration, pendant laquelle le systeme est chauffé progressivement de 50K a
300K, par palier de 50 Kelvin, en ensemble NVT, tout en gardant le complexe fixe
et les molécules d’eau et les ions KCl relachés. Ce chauffage progressif permet aux
systémes d’atteindre une température stable de 300K (température ambiante). La
durée de chaque étape de chauffage est de 2 ns, avec un enregistrement des
trajectoires de dynamique moléculaire toutes les 100 ps. Une fois a 300K, une

simulation supplémentaire est réalisée dans les mémes conditions (durée totale de
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2 ns, enregistrement toutes les 100 ps et systéeme figé) en ensemble NPT afin de
stabiliser la densité et le volume de la boite d’eau. Ensuite, nos systemes sont
relaxés et des dynamiques moléculaires supplémentaires sont alors effectuées sans
contraintes, pour une durée de 2 ns chacune, en commencgant dans des conditions
NVT puis NPT, afin de s’assurer de la stabilité du systeme libre dans la boite d’eau.
Une fois que nos systémes sont stables, neutres et dans des conditions similaires
au milieu physiologique cellulaire, nous pouvons débuter I'exécution de longues
simulations de dynamique moléculaire; c’est la phase de production. Les
parametres utilisés au cours de cette étape sont les suivants : un pas d’intégration
de 10 fs (Il correspond a la durée d’une pause d’une simulation de dynamique
moléculaire) avec I'intégrateur BAOABRESPA1 59, Ce dernier congu au sein de notre
laboratoire, est un intégrateur a multi-pas de temps (multi-timestep) nous
permettant d’intégrer numériquement les équations du mouvement de Newton,
tout en accélérant la dynamique moléculaire des dipoles ponctuels polarisables.
BAOABRESPA1 réduit aussi I'écart de performance entre les champs de force
polarisables et classiques tout en préservant les propriétés statiques et

dynamiques du systéeme simulé.

Puisque nos simulations sont réalisées dans des ensembles NVT et NPT, elles
requierent la présence d’un thermostat et d’'un barostat pour assurer un controle
de la température et de la pression respectivement ©°, Tout d’abord, la
température étant reliée a I'énergie cinétique du systeme, il est possible de la
contréler en ajustant les vitesses des atomes du systeme. Les thermostats les plus
utilisés consistent a ajouter des variables pour imiter les propriétés d’un bain
thermique qui contrblerait la température. Plusieurs options de thermostats

existent ; nous avons choisi le thermostat de Bussi Y ou les vitesses sont ajustées
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par un facteur A défini de maniére a assurer une évolution temporelle de I'énergie
cinétique physique du systéme, engendrant des simulations canoniques et
continues. La pression du systeme quant a elle est reliée a son volume. Plusieurs
barostats existent pour assurer le controle de la pression au cours des simulations
de dynamique moléculaire. Nous avons choisi le barostat de Berendsen 62 qui
utilise un algorithme reliant les fluctuations de pression au volume, et maintient ce
dernier constant en ajustant les coordonnées atomiques de la boite de simulation.
Un schéma récapitulatif de I'ensemble de notre protocole de dynamique

moléculaire est représenté a la Figure 35.

Coordonnées initiales:
Structure PDB 3S3M

— Minimisation de I’énergie du systéme (partenaires figés, boite d’eau et ions relaxés)

@ N

Chauffage progressif de 50K a 300K; dynamique en NVT de 2ns (partenaires figés, boite d’eau et
ions relaxés)

— Dynamique a 300K, en NPT de 2ns (partenaires figés, boite d’eau et ions relaxés)

— Dynamique a 300K, en NVT de 2ns (partenaires, boite d’eau et ions relaxés) ’

Dynamique a 300K, en NPT de 2ns (partenaires, boite d’eau et ions relaxés) ‘

Figure 35 : Diagramme récapitulatif de notre protocole de dynamique moléculaire
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Chapitre il

Démarches et outils

Partie C : Calculs d’énergie libre
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Nous nous sommes appuyés sur la conception de médicaments, basée sur la
structure, afin de concevoir a partir du Dolutégravir, de nouvelles molécules
inhibitrices ciblant I'étape de transfert de brin orchestrée par l'intégrase. Afin
d’évaluer le rendement énergétique des nouvelles drogues ainsi que leur efficacité

thérapeutique, de nombreuses approches informatiques sont disponibles.

Nous avons choisi d’analyser les nouvelles molécules congues par calcul de leur
énergie libre d’interaction (AG) avec I'intasome viral. En fait, les calculs d’énergie
libre alchimique basés sur des simulations de dynamique moléculaire en solvant
explicite constituent une approche a haut niveau de rigueur théorique, calculant
les différences d’énergie libre a partir de principes mécaniques incluant
naturellement les effets du solvant 3, Pour cela, cette méthode rigoureuse a été

choisie malgré son co(t en temps de calcul.

Ce chapitre sera organisé de la fagon suivante : tout d’abord, nous commencerons
par un apercu des aspects théoriques de |'énergie libre de liaison y compris sa
définition ainsi que celle du cycle thermodynamique. Nous passerons ensuite a la
présentation des méthodes d’estimation des énergies libres des simulations
équilibrées avant de terminer par notre protocole de calcul d’énergie libre absolue

alchimique, utilisé pour effectuer nos calculs.

C.l. Notions théoriques générales sur le calcul d’énergie libre alchimique

Les calculs d’énergie libre alchimique se basent sur un cycle thermodynamique
comprenant une série d’états intermédiaires alchimiques (non physiques) a partir
desquels la différence d’énergie libre entre un état initial et un état final peut étre
calculée comme la somme des différences d’énergie libre entre toutes les paires

d’éléments alchimiques des états intermédiaires 4. Une partie du systeme, en
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général un ligand, sera « modifiée » au cours des simulations effectuées créant
ainsi les différents états alchimiques. Nous nous concentrerons en particulier sur
les calculs d’énergie libre absolue de liaison (approche ABFE ; Absolute Binding Free
Energy) oU cours de leur cycle thermodynamique, le ligand « disparait » non
physiquement de la boite de simulation et est « inséré » ensuite dans son site de

liaison.

Malgré son colit élevé en temps de calculs, plusieurs avantages existent a
I"utilisation de la méthode ABFE pour calculer les énergies d’affinité de nos
nouvelles molécules congues ; le premier est son efficacité a générer une valeur
d’énergie libre exacte pour le modele utilisé. Le deuxieme avantage est la
généralité de la méthode puisqu’elle peut étre appliquée a n’importe quel
complexe cible protéique-ligand. De plus, une solution au probleme de la
consommation importante en temps de calcul, est I'acces aux GPUs (Graphics
Processing Unit) qui permettent d’effectuer des calculs a des échelles de temps de
la microseconde, rendant les calculs alchimiques sur des complexes importants

raisonnables a effectuer 5],

Des exemples d’applications potentielles de cette approche sont : la prédiction de
la sélectivité et de I'affinité de ligands a échafaudages différents envers une cible
protéique précise, le transfert d’'une petite molécule d’'une phase aqueuse a une
phase apolaire et les effets des mutations de la chaine latérale d’'une protéine sur

les affinités de liaison [¢¢l,

La liaison réversible d’un ligand (L) a une protéine (P) pour former un complexe (PL)

peut étre décrite par la formule suivante :

P+ L=PL
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A [’équilibre, la constante de liaison K&y, est définie comme le ratio de la

concentration du complexe et celles de chaque partenaire en solution ;

K =¢ ——

O
Avec € la concentration de I'état standard équivalente a 1 mol/L.

Notons que I'état standard est défini par les parametres suivants : une pression
constante de 1 atm, une concentration des éléments du systeme de 1 mol/L, dans

un volume standard V° de 1660 A? (volume occupé par une 1 mol/L).

L’énergie libre de liaison a I’état standard est par la suite définie par la formule

suivante :

AGS = —ky TIn K¢

Ou kB est la constante de Boltzmann et T la température en Kelvin. Notons que
dans les conditions standard, pour une mole du ligand, la constante des gaz parfaits

(R = 8,314 ) mol* K?) est alors utilisée a la place de la constante de Boltzmann.

Comme on peut le remarquer, la constante d’équilibre Ky dépend de Ia
concentration standard de référence. Il est nécessaire d’avoir la méme
concentration a I’état standard de 1 mol/L pour comparer des valeurs de AG entre
elles. Cependant, au cours des calculs de AG, les simulations de dynamiques
moléculaires de nos systémes ne se font pas a la concentration standard de 1 mol/L,
du coup une correction est nécessaire pour avoir les valeurs standard d’énergie

libre de liaison.

138



Pour AGp correspondant a I’énergie libre de liaison calculée dans une boite de

o]
/ . . T / \ . \
volume V, I'énergie libre standard b sera égale a la formule ci-apres :

AGE = AGb — leBTln%

Avec V° e volume standard de 1660 A3 correspondant a la concentration standard
0
C de 1 mol/L.

C.ll. Cycle thermodynamique alchimique

Dans les calculs d’énergie libre, le cycle thermodynamique alchimique comprend
une série d’états intermédiaires alchimiques (non physiques) permettant de
lier I’état initial du systeme a son état final. Par exemple, I'état initial peut
correspondre au ligand libre en solution et I'état final peut représenter le méme
ligand lié au sein de son site d’interaction dans la protéine cible. En simulant
uniguement ces deux états, il n’est pas possible d’obtenir une estimation fiable de
I’énergie libre de liaison, d’ou l'importance d’ajouter plusieurs étapes
intermédiaires reliant les deux états, ce qui permet un passage régulier et correcte

de la situation initiale a la situation finale.

Ce cycle thermodynamique doit étre défini avant de commencer les calculs
énergétiques. Il dépendra uniquement des états initial et final, quel que soit le
nombre ou la nature des états intermédiaires choisis reliant les deux. En effet, la
valeur de I’énergie libre de liaison (AGp) ne doit pas varier en fonction des états
intermédiaires utilisés. Par conséquent, AGy, est définie comme une fonction d’état

(state function).
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La position de départ du ligand, sa position finale ainsi que ses positions
intermédiaires seraient simulées indépendamment les unes des autres, par une
série de simulations équilibrées de dynamique moléculaire. Ensuite, la différence
d’énergie libre entre un état et son successeur sera calculée. L’énergie libre totale
de liaison sera alors récupérée comme la somme de toutes ces différences
d’énergie.

Soit « i » un état intermédiaire simulé et « i+1 » son état successeur et N le nombre
totale d’états constituant le cycle thermodynamique, I’énergie libre de liaison sera
alors calculée de la maniére suivante :

i—N—2
AG), = E o AGiin

Le cycle thermodynamique alchimique dans le cas de calcul d’énergie libre absolue

de liaison sera détaillé dans la partie qui suit.

C.1l.1. Cycle thermodynamique alchimique des énergies libres absolues

Dans le cas de calcul d’énergie libre absolue de liaison, le cycle thermodynamique
correspondant comprend en général six étapes; deux étapes physiquement
significatives (état initial et état final) ainsi que quatre parties intermédiaires
alchimiques, n’existant pas réellement. Comme mentionné précédemment, le role
de ces dernieres sera le passage de I'état de départ a |'état final d’interaction. La
Figure 36 illustre en détails les différentes étapes du cycle thermodynamique dans
le cas des énergies libres absolues de liaison. Il considére le cas ou I’état initial est
un ligand libre en solution avec un état final ou le ligand est complexé a sa cible
protéique. Les détails d’exécution des étapes divers de ce cycle seraient présentés

et expliqués ultérieurement dans ce chapitre.
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Tout d’abord, le cycle débute par le ligand (L) seul et libre en solution, non lié a la
protéine cible (P) qui elle aussi se trouve libre dans un autre environnement (état
A dans la Figure 36). Le ligand interagit avec les molécules d’eau via des interactions
intermoléculaires électrostatiques ainsi que des interactions de vdW (Lelectvaw).
Ensuite, il sera découplé de son environnement de simulation ; ses interactions
intermoléculaires (électrostatiques et vdW) avec le solvant seraient supprimées
progressivement, tout en gardant ses interactions intramoléculaires. Ce
découplage est quantifié par la valeur AG*"ejecvaw €t est représenté par I’étape B.
Notons qu’on parle d’annihilation quand on élimine a la fois les interactions
intermoléculaires et intramoléculaires du ligand avec son environnement. L’étape
C du cycle thermodynamique comprend I'ajout de contraintes au ligand découplé
(Lrest) afin de limiter son volume d’échantillonnage accessible. Ceci donnera la
valeur de AG**V..st. L’ajout de ces contraintes favorise la convergence des calculs
d’énergie libre. En fait, si le ligand n’est pas restreint lors de son découplage, il
pourra s’éloigner de la protéine et donc de son site d’interaction et flotter dans la
totalité de la boite de simulation. Cela causera un probleme une fois ses
interactions avec le site de liaison protéique seraient réactivées, puisqu’il aura a
passer par un processus de liaison physique afin de retrouver sa position dans la
protéine. La durée des états simulés seraient alors treés longues afin de ramener le
ligand a sa position initiale. Ensuite, le ligand découplé et restreint sera transféré
dans une boite de simulation contenant la protéine avec laquelle il interagit. Ce
transfert n’a pas de colt énergétique (AG = 0) puisque la protéine et le ligand
restreint n’interagissent pas encore entre eux. L’étape D de la Figure 36 illustre
cette situation (PLrest). L’étape suivante (étape E) sera de réactiver les interactions

électrostatiques et de vdW du ligand avec la protéine, tout en gardant ses
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contraintes. Ceci permet de retenir le ligand au sein de son site d’interaction afin
de générer des valeurs correctes des énergies d’interaction (AGP™'electvaw).
Finalement, apres rétablissement des interactions intermoléculaires entre la
protéine et le ligand, les contraintes fixant ce dernier sont éliminées. Cette étape
F engendre alors la valeur AGP™.. Le ligand libre se trouve en interaction totale
au sein de sa cible (PLelecsvaw) €t le cycle thermodynamique alchimique est alors
bouclé. Ainsi, AG% qui correspond a I’énergie libre standard de liaison du passage
de I'état initial A a I’état final F est obtenue via plusieurs étapes intermédiaires

n’existant pas réellement (étapes B, C, D et E).
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Protein (P) Ligand (L) Complex (PL)

AGe,
elec+vdw
sol
AG velec+vdw
E)
PL restr+elec+vdw
| prot
AG®® Vrestr I AGP electvdw

AG=0

s D)

Figure 36 : Cycle thermodynamique pour le calcul d’énergie libre absolue. A) Etat initial avec le ligand (L)
libre en interaction totale avec la solution et en absence de la protéine. B) Le ligand est découplé de la
solution par élimination de ses interactions intermoléculaires électrostatiques et de vdW au cours d’une
série de simulations équilibrées, fournissant le terme AG*" cjecsvaw. C) Le ligand découplé est restreint
avec une valeur énergétique AG *°V (est. D) Le ligand restreint est transféré dans une solution contenant
sa cible protéique. E) Les interactions intermoléculaires électrostatiques et de vdW sont régénérées tout
en gardant les contraintes au niveau du ligand situé dans le site actif de la protéine, ce qui donne la valeur
de AGP™%ec+vaw. F) Les contraintes du ligand sont éliminées et le cycle thermodynamique est ainsi bouclé
avec comme étape finale le ligand en interaction totale avec la protéine cible.

(Aldeghi et al, Chemical Science, Royal Society of Chemistry vol. 7, no. 207, September 2015,
doi:10.1039/c5s5c02678d)

L’énergie libre de liaison a |'état standard sera alors égale a la somme des énergies
libres calculées au niveau des étapes intermédiaires et mentionnées

précédemment, sous la forme suivante :

v

ﬂ(rpror ﬂ(?fg.gi iE'B T In W

0l ssolv
A(’b — A(’CICL +vdW FAG elecvdW

restr
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Avec AG*Veecrvaw I'énergie libre de découplage du ligand dans le solvant,
correspondant a son passage de la phase aqueuse a la phase gazeuse (passage de
I’état A a I’état B). AG*",est est I’énergie libre d’ajout des contraintes au ligand non
interagissant avec son environnement (passage de I’état B a I'état C). AGP ™ clecivaw
est I’énergie libre de la régénération des interactions intermoléculaires du ligand
restreint au sein de son site protéique (passage de I'état D a I'état E) et finalement
AGP™s est I'énergie correspondant a I’élimination des contraintes qui ont gardé
le ligand fixe quand il n’interagissait pas avec son environnement de simulation. A

If
kBTIHW
noter que le dernier terme, J

représente la correction de |'état
standard puisque les simulations de dynamique moléculaire ne se font pas a une

concentration de 1 mol/L.

Notons gu'’il existe trois regles qui doivent toujours étre suivie lors de la définition

des états intermédiaires et I'exécution de leur découplage.

e [’utilisation d’un potentiel « soft-core » lors du découplage des interactions
de vdW, a la place du potentiel de Lennard-Jones. En effet, ce dernier
exprime par sa formule ci-dessous les interactions de vdW attractives et
répulsives, avec r la distance entre deux atomes, € |'énergie de dispersion et

o ladistance pour laquelle le potentiel d’énergie particule-particule V est nul.

NERNEY

Par conséquent, |'utilisation du potentiel de Lennard-Jones pour les variations des
énergies de vdW entraine un chevauchement inégal de I’espace de phase entre les

états intermédiaires ainsi que des instabilités numériques suite a une singularité a
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r = 0. Le potentiel « soft-core » modifie I'équation de Lennard-Jones de maniéere

que I'énergie d’interaction soit finie pour toute configuration, via I'équation ci-

dessous :

- L s \nq—-2
V,'j:48,'_,'(1 = /l)t ([ (YUJS-}-(F,'_I'/O','J')”] o [CYU/T +(l’,'j/0','j) ] ”)

Ou gjj et o sont les parametres identiques a ceux exprimés dans la formule de

Lennard-Jones, entre deux atome i et j. rj est aussi la distance interatomique. au

est un parametre ajouté pour ajuster le potentiel, dont une valeur de 0,5 donne la

meilleure estimation de I’énergie libre de liaison. t, s et n sont des parametres aux

valeurs respectives de 1, 2 et 6. Le potentiel « soft-core » résolve donc les

instabilités observées lors du découplage des parametres de vdW ©71168],

Le découplage des interactions électrostatiques et de vdW doit se faire
séparément, et ceci suite a la définition d’'un parametre de découplage; A
qui peut prendre n’importe quelle valeur entre 0 et 1 et détermine ainsi |’état
intermédiaire du systeme le long de la voie alchimique. En fait, pourA =0, le
ligand est totalement découplé; il y a absence des interactions
intermoléculaires entre lui et ses partenaires. Alors que A = 1 caractérise
I’état ou le ligand effectue des interactions intermoléculaires avec ’ADN
viral. A varie donc de 1 a 0 pour éliminer les interactions intermoléculaires
etde 0al pourlesengendrer au sein du complexe simulé. Pour une situation
de départ ou le ligand n’interagit pas avec son environnement, Aww et
Aélectrostatique SONt égales a 0. On commence par varier Avaw de 0 a 1 tout en
gardant la valeur Agiectrostatique fixée a zero. Puis une fois Avaw atteint la valeur

de 1, les interactions électrostatiques peuvent alors apparaitre avec une
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variation de Agiectrostatique de 0 @ 1. Pour une situation de départ ou le ligand
est en interaction totale avec le milieu simulé, une valeur de 1 est attribuée
a Avaw et Aclectrostatique. Dans ce cas, on commence par découpler les
interactions électrostatiques (Aclectrostatique Passe de 1 a 0) en gardant Avaw
égale a 1. Une fois Adlectrostatique arrive a 0, le découplage des interactions de
VdW peut débuter, Avaw varie alors de 1 a 0. En gros, les variations des
interactions de vdW ne peuvent avoir lieu qu’en absence des interactions
électrostatiques. Ceci est d(i au fait qu’en présence de charges, si on varie les
interactions de vdW selon le potentiel «soft-core », I’énergie potentielle de
I'interaction risque de tendre vers l'infini dans la limite r;j = 0. Il en résulte des
forces importantes qui causeraient un crash des simulations. Pour cela, on
doit s’assurer que les interactions de vdW sont présentes avant les
interactions électrostatiques ou quand ces dernieres sont découplées, les
paramétres de vdW sont présents (69,

e Garder la charge nette du systeme constante et nulle tout au long du chemin
alchimique puisque la plupart des simulations de dynamique moléculaire se
base sur la sommation d’Ewald pour traiter périodiquement les
contributions électrostatiques. Or cette méthode nécessite que la boite de
simulation soit neutre, pour cela des contre ions sont ajoutés au systeme

simulé afin de le neutraliser [79],

C.Il.2. Types de contraintes

Les contraintes appliquées au ligand jouent un réle important dans le maintien de
la position de ce dernier au niveau de son site de liaison protéique au cours des

simulations de dynamique moléculaire visant a calculer son énergie libre de liaison.
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Comme déja expliqué, en éliminant progressivement les interactions
intermoléculaires du ligand avec son environnement, il risque de quitter la poche
de liaison et d’échantillonner tout le volume de la boite. Ceci engendrera un grand
espace de phase de configurations disponibles et entrainera des problemes de
convergence. On entend par espace de phase |'ensemble de toutes les
configurations possibles que peut avoir un systéeme simulé. L’ajout des contraintes
est par la suite primordial pour s’assurer que la conformation échantillonnée lors
des simulations correspond a un état lié bien défini et pour permettre un bon
chevauchement de |'espace de phase entre deux états ce qui engendre une

convergence plus rapide 1,

Plusieurs types de contraintes existent et peuvent étre appliquées. En théorie, elles
peuvent toutes étre utilisées tant que le ligand est fixé dans sa pose de liaison et sa
contribution d’énergie libre est correctement prise en compte. Les principales

contraintes utilisées sont les suivantes [72!:

e Contraintes de distance harmonique entre le ligand et la protéine : ce type
de contraintes maintient une distance fixe entre des atomes du ligand et des
atomes de la protéine bien déterminés, tout au long des simulations de
dynamiques moléculaire. lls permettent au ligand d’explorer plusieurs
modes de liaison au niveau d’'un méme site.

e Contraintes a fond plat (flat-bottomed) : ce type de contraintes agit d’une
maniere similaire aux contraintes de distance harmonique mais n’exercent
pas leurs forces que lorsque le ligand dépasse une distance spécifique qu’on
détermine. Par conséquent, ils permettent au ligand d’explorer plusieurs

sites de liaison.
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e Contraintes de Boresch : ce type de contraintes harmoniques est établi par
Boresch et ses collaborateurs 3 ou les six degrés de liberté régissant
I'orientation du ligand par rapport a sa cible sont retenus. En fait, les
contraintes de Boresch fixent une distance, deux angles et trois diedres suite
a la détermination de trois atomes du récepteur protéique et de trois atomes
du ligand (Figure 37). Du coup, il restreint le ligand a un seul mode de liaison
et donc a une orientation spécifique et ne lui permet pas d’explorer des

possibilités de liaisons alternatives.

Ligand Protein

r = distance a-A

6= angle b-a-A sy

6,= angle a-A-B

o = dhedrl cbaks DA

¢,,= dihedral b-a-A-B ;
= dihedral a-A-B-C

¢ g = dihedral a q)AB

Figure 37 : Ensemble de contraintes proposé par Boresh et al pour les calculs d’énergie libre de
liaison. Six atomes y sont impliqués ; atomes a, b et c au niveau du ligand et les atomes A, B et C
appartenant a la protéine.

(Boresch et al, The Journal of Physical Chemistry B, vol 107, no. 35, August 2003, doi:10.1021/jp0217839)
De plus, l'utilisation des contraintes de Boresch fournit une solution analytique a la
valeur de I’énergie libre de liaison, incluant la correction a I'état standard. Cette

derniere sera alors représentée de la maniéere suivante :

. 1/2
8]7:2 V (k?‘nA kﬂ;\ kHA k¢h;\ k(ﬁuz\ k(ﬁAB ) /

k]g T In 3 . . 2
72y sinfysin Oy (2zkyT)
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Avec VO le volume standard de 1660 A3, r.a est la valeur de référence choisie pour
la contrainte de distance entre les deux atomes a et A, 0, et 64 sont les valeurs de
référence pour les contraintes des angles de centre a et A respectivement et ¢,

dan et das sont les valeurs de référence pour les angles diedres de centre ba, aA et
AB. présente la constante de force choisie pour les six contraintes harmoniques

e B . . .
définies. est la constante de Boltzmann qui, comme mentionné auparavant
peut étre remplacé par la constante des gaz parfaits R. Notons que Boresch et ses
collaborateurs ont également démontré que la valeur de I’énergie libre totale ne

dépend pas de la valeur de la constante de force choisie.

Le choix des atomes de référence pour n’importe quel type de contraintes est
important. Ceux-ci doivent se trouver dans une partie rigide du ligand qui définit

bien son orientation plutot que dans une partie flexible 74,

En principe, quel que soit le type de contraintes appliquées, il ne doit pas affecter
la valeur calculée de I'énergie libre tant que I’échantillonnage est adéquat et si

I’effet de I’état standard est correctement géré.

C.Ill. Méthodes d’estimation des énergies libres des simulations a I’équilibre

Apres avoir effectué plusieurs simulations de dynamique moléculaire, la prochaine
étape serait d’analyser les données issues de ces simulations afin d’estimer la
différence de I'énergie libre entre les divers états simulés. Différentes méthodes
existent qui génerent la valeur de I’énergie libre a partir de simulations a I’équilibre.
On entend par simulations a I’équilibre, celles ou le systeme subit une équilibration
pour une durée déterminée suite a sa préparation et avant I’étape de production.
lls existent aussi d’autres méthodes d’estimation de AG a partir de simulations non
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équilibrées dont la plus populaire est la méthode d’intégration thermodynamique
(T1). Nous allons aborder et utiliser uniguement les méthodes a |'équilibre

puisqu’elles sont plus pertinentes pour les voies alchimiques.

C.II1.1. Approches de perturbation

C.l1l.1.1. Méthode FEP

La premiére approche d’estimation de la différence de I'énergie libre de liaison
absolue est basée sur la théorie de perturbation introduite par Zwanzig en 1954 73],
La méthode est appelée moyenne exponentielle (EXP, exponential averaging) ou

plus communément perturbation d’énergie libre (FEP, Free Energy Perturbation).

Elle estime la valeur de AG entre deux étapes intermédiaires nommées ici « 0 »

et « 1 » sous la forme suivante :

AGo1 = —kyTIn <g—/s<U1<x>—Uo<x>>>
0
Selon FEP, la différence d’énergie libre est donc calculée comme le logarithme (In)
de la moyenne d’ensemble de I'exponentielle (e) de la différence d’énergie
potentielle (U1 et Ug) entre les deux états. La formule ci-dessus s’applique pour une
« transformation en avant » impliquant le passage de I'état 0 a I'état 1. Il est
possible de calculer la différence d’énergie libre pour «la transformation en
arriere », impliquant le passage inverse de I'état 1 a I'état 0. On parle alors
respectivement de « Forward FEP » et de « Backward FEP ». Notons que, selon la
formule de FEP, I’échantillonnage a I'équilibre est effectué pour un état; les
simulations de dynamique se font pour I'état 0 etl’état 1 d’'une maniere

indépendante mais les énergies seraient calculées pour les deux états sur les
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mémes configurations. La différence d’énergie potentielle est évaluée quant a elle
pour le méme ensemble de référence. De plus, méme si les expressions de
« Forward FEP » et « Backward FEP » seraient équivalentes, leurs propriétés de
convergence peuvent différer, on aura alors une valeur de AG o»1 différente de Ia
valeur AG 1»o. Cette situation est connue sous le nom d’hystérésis qui engendre

une mauvaise estimation de la valeur de I'énergie libre.

Bien que I’équation ci-dessus soit exacte, il reste quelques inconvénients a
I"utilisation de cette méthode. Tout d’abord, FEP ne converge que lentement avec
la quantité de données collectées et parfois méme si les simulations convergent,
un mauvais chevauchement entre les espaces de phase de deux états consécutifs
peut avoir lieu 7%, D’ou I'apparition de méthodes de perturbation alternatives a la

méthode FEP pour I'analyse des données énergétiques.

C.II1.1.2. Méthodes BAR et MBAR

Une autre méthode d’estimation de la différence d’énergie libre de liaison a partir
de simulations a I'équilibre est la méthode BAR (Bennett Acceptance Ratio) établi
par Bennett comme amélioration a la méthode FEP 77l BAR est en effet plus
robuste et plus optimale a estimer la valeur de AG a partir de deux états, puisqu’elle
requiert moins de chevauchement entre les espaces de phase de deux états
consécutifs pour converger les simulations et fournir une valeur exacte et correcte
de AG 8, Cependant, contrairement a la méthode FEP, BAR requiert un
échantillonnage et une évaluation énergétique des configurations des deux états
successifs afin d’estimer leur différence d’énergie libre. En effet, comme le
chevauchement de I'espace des phases des simulations consécutives affecte la

fiabilité de I'’estimation, les différences d’énergie libre sont calculées dans le cas de
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la méthode BAR en simulant plusieurs états intermédiaires autres que les deux
états initial et final, dans le but d’augmenter le chevauchement entre les états
voisins. La troisieme méthode de perturbation qui estime la valeur de AG est la
méthode MBAR (Multistate Bennett Acceptance Ratio) proposé par Shirts et ses
collaborateurs [, MBAR est une extension de BAR, utilisée quand plusieurs états
sont considérés en méme temps. Dans cette méthode, une série de fonctions de
pondération (weighting functions) sont dérivées. Ceci minimise les incertitudes
dans les différences d’énergie libre entre tous les états considérés simultanément.
En d’autres termes, MBAR se réduit a BAR lorsqu’uniqguement deux états sont pris

en compte.

Pour récapituler, chague méthode de perturbation qui analyse les données des
simulations de dynamique moléculaire a I’équilibre nécessite un type de données

afin d’estimer correctement les différences d’énergie libres de liaison alchimique.

La méthode FEP nécessite Auk.k” (q) ou Auy x-1(q) qui représentent les
fonctions des énergies potentielles entre deux états k/k+1 et k/k-1 respectivement,

avec la premiere formule correspondant au « forward FEP » et la seconde au

Au g
« backward FEP ». Tandis que la méthode BAR nécessite k'k+1(q) et

Auk,k-1 (q) gui correspondent aux fonctions d’énergie potentielles entres deux

états voisins k/k+1 et k/k-1.

Il existe plusieurs points a prendre en considération afin de s’assurer de la validité
de nos données. Tout d’abord, les estimations données par la méthode FEP pour
les valeurs de « Forward » et « Backward » doivent étre identiques et de signes

opposées. Si les valeurs sont éloignées, un mauvais chevauchement de I'espace des
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phases entre les états voisins existe alors, aboutissant a une estimation inexacte de
I’énergie libre de liaison ce qui augmente le taux d’incertitude 9 Une solution au
probleme de chevauchement serait d’augmenter le nombre d’états intermédiaires
afin de faciliter le passage de I'état initial a I'état final, et ceci en ajoutant des
valeurs supplémentaires de lambda. Par exemple, considérons les deux états
caractérisés par les valeurs lambda suivantes : Etat 1: Avaw = 1, A clectrostatique = 1
et Etat 2: N vaw =1 et A gectrostatique = 0,9. L'ajout d’un état supplémentaire afin
d’améliorer le chevauchement entre les états 1 et 2 serait sous la forme suivante :

Etat intermédiaire 1'2 . )\ vdWw = 1, )\ électrostatique = 0,95
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Conclusions du chapitre Il

Les principales méthodes que nous allons adopter dans nos travaux afin d’évaluer
les nouvelles drogues inhibitrices issues de la structure du DTG sont les suivantes :
tout d’abord on trouve les méthodes de DFT et d’ALMOEDA pour calculer les
énergies d’interaction (AE) des drogues avec I’ADN viral. Ces techniques de calcul
quantique post-HF se basent sur la structure électronique et sur les orbitales
moléculaires respectivement, afin de permettre |'évaluation énergétique des
molécules nouvellement congues de maniere exacte et précise. Une fois I'énergie
d’interaction totale obtenue, nous allons procéder a sa décomposition en plusieurs
composantes afin d’élucider celle qui contribue le plus au rendement énergétique
observé. Cette démarche se fait via des méthodes interprétatives quantiques ; les
méthodes RVS et ALMOEDA. Nous pourrons alors expliquer le comportement des
nouvelles molécules vis-a-vis de leur cible. En plus des méthodes quantitatives, des
méthodes d’analyse topologique comme la méthode MEP, générant les contours
des potentiels électrostatiques seront adoptées. Cette derniere nous permettra de
représenter la répartition de la population électronique au niveau des noyaux
substitués du DTG et des nouvelles molécules par des régions colorées. Elle permet
ainsi 'identification des régions de densité électronique faible et élevée en fonction
des substituants ajoutés. Grace a la méthode MEP, nous pourrons évaluer les effets
des substitutions effectuées sur la répartition des électrons au niveau de nos
molécules ainsi que sur les interactions qu’elles effectuent. Nous avons eu recours
de méme a des méthodes de mécanique moléculaire pour étudier nos systemes
d’intérét. On nomme SIBFA comme champ de force polarisable utilisé dans nos
travaux pour calculer I’énergie d’interaction des drogues avec I’ADN viral et pour

effectuer aussi la décomposition de I'énergie d’interaction totale en plusieurs
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contributions. Nous rechercherons alors un accord entre la démarche quantique et

mécanique pour confirmer nos résultats énergétiques.

Des simulations de dynamique moléculaires ont été effectuées aussi sur les
systémes du VIH-1 afin d’observer leur évolution en fonction du temps et d’obtenir
différentes propriétés macroscopiques du systeme a partir du comportement
collectif de ses partenaires individuels. Ces simulations nous permettent de méme
de calculer I’énergie libre absolue de liaison (AG) de nos drogues entiéeres a leur site
d’action au niveau du complexe IN-ADNv et de comparer leur effet thérapeutique
et leur efficacité par rapport au DTG. C’est par un cycle thermodynamique que les
calculs de AG sont faits. Ce dernier comprend dans notre cas deux parties; la
premiere ou le ligand se trouvant seul dans la boite de simulation commence a
perdre ses interactions intermoléculaires avec le solvant aqueux puis, une fois
restreint par des contraintes notamment celles de Boresch, il commence a se situer
au niveau de son site de liaison a l'interface de I'intasome du VIH-1 et a interagir
avec lui. A noter que les contraintes de Boresch, contraintes les plus couramment
utilisées, agissent en fixant une distance, deux angles et trois diedres entre trois
atomes du DTG et trois atomes de l'intasome viral. La perte ou le gain des
interactions intermoléculaires au cours de nos calculs seraient évaluées ensuite par
les méthodes d’estimation énergétique FEP et BAR qui est un estimateur plus
efficace et moins biaisé que FEP. Ainsi, nous aurons exploité la majorité des voies
convenables a I'évaluation de nos drogues inhibitrices, aux niveaux quantitatif et

qualitatif.
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A.l. Introduction générale de la partie A

Le premier but que nous désirons atteindre dans nos travaux de these est la
conception d’inhibiteurs anti-intégrase plus puissants et plus spécifiques que les
INSTIs préexistants sur le marché puisque ces derniers confrontent le probléme des
mutations de résistance développées au sein de l'intégrase. Ces inhibiteurs,
agissent a l'interface ADN viral — Intégrase ; ils effectuent alors des interactions
avec ces deux partenaires, principalement avec les résidus du site actif de
I'intégrase ainsi qu’avec les nucléotides terminaux de I'extrémité 3’ réactive de
I’ADN du VIH-1. Pour cela il parait nécessaire, afin de surmonter le probleme des
mutations de résistance associées a I'administration des INSTIs, d’affaiblir les
interactions de ces derniers avec l'intégrase tout en augmentant leur affinité a

I’ADN viral.

Notre stratégie de travail s’est basée sur I'optimisation du DTG, inhibiteur le moins
sensible a la résistance, en se focalisant spécifiquement sur son noyau halogéné
(Figure 38) qui opére un role d’ancrage essentiel au niveau de I'extrémité de I’ADN
viral. En effet, comme mentionné précédemment, les cycles aromatiques
halogénés des inhibiteurs de transfert de brin s’empilent sous la cytosine Cis de
I’ADN viral processé effectuant avec elle des interactions m-i, et interagissent
simultanément avec les noyaux aromatiques riches en électrons de la guanine Ga
du brin opposé. Le noyau halogéné du DTG constitue donc un candidat idéal pour

y effectuer des substitutions afin d’améliorer son efficacité thérapeutique.
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Figure 38 : Représentation de la structure du Dolutégravir, avec entouré en rouge le noyau d’halobenzéne
a modifier

Nous aborderons cette partie par la présentation des nouveaux composés
halogénés concus a partir du noyau du DTG, suite aux substitutions que nous avons
effectuées. Puis nous passerons a |’évaluation de l'interaction de ces nouvelles
molécules avec les bases terminales Cis et G4 de I’ADN viral par des calculs de
I’énergie d’interaction (AE). Ces calculs se basent sur des méthodes de chimie
théorique et de mécanique moléculaire; les premieres calculent I'énergie
d’interaction dans le cadre de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) et
des orbitales moléculaires localisées (ALMOEDA) alors que les secondes ont recours
au champ de force polarisable SIBFA, formulé sur la base de la chimie quantique
ab-initio. Ces AE calculées ont été ensuite décomposées par les méthodes RVS et
SIBFA afin d’évaluer les contributions des différentes composantes énergétiques a
la valeur de AE. Finalement, une évaluation qualitative de I'effet de nos
substitutions a été entamée par la génération des contours de potentiel
électrostatique pour chaque noyau, permettant la visualisation de la répartition de
ses électrons. L'ensemble de ce travail a fait I'objet d’une publication parue en juin
2020 dans le journal « Frontiers in Chemistry », que nous présenterons en annexe

a la page 283.
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A.ll. Conception de nouveaux noyaux halogénés a partir du DTG

Nous avons effectué des substitutions au niveau du noyau halogéné du DTG dans
le but de renforcer ses interactions avec I’ADN viral du VIH-1. Les coordonnées du
noyau halogéné du DTG sont issues du cristal de I'intasome du PFV en présence du

DTG et des ions magnésium (code PDB : 3S3M).

Comme le montre la Figure 39, DTG possede deux atomes de fluor (F) en guise
d’halogenes au niveau de son noyau. Les deux bases terminales interagissant
fortement avec le noyau du DTG sont les suivantes (Figure 39) : la cytosine en
position 16 en 3’ du brin d’ADNv clivé, qui effectue des empilements n-it avec le
noyau halogéné du DTG. Pour rappel, Cis est reconnue par l'intégrase afin qu’il y
ait élimination du dinucléotide GT situé en aval. La deuxieme base est la guanine
en position 4 complémentaire a Ci6 et située en 5’ du brin non clivé, vers laquelle
I'atome de fluor du DTG pointe et interagit par des interactions électrostatiques
avec son noyau riche en électrons (Figure 39). En effet, cette interaction est
possible di a la présence d’un trou sigma au niveau du prolongement de la liaison
C-F. Ce trou est une caractéristique des liaisons C-X (X = halogéne). Il se manifeste
par une déplétion électronique le long de la liaison a cause de Ieffet
électroattracteur de I’halogene et par une région riche en électrons autour de
I’'halogéne ™. En fait, ce dernier (le fluor dans le cas du DTG) présente une
électronégativité plus élevée par rapport au carbone. Du coup, il attire les électrons
vers lui dans le cadre de sa liaison avec ce dernier, entrainant une déplétion de
charges le long de la liaison et créant une région de densité électronique élevée

autour de lui. C'est donc le prolongement de la liaison C-F du DTG, pauvre en
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électrons et pointant vers le noyau riche en électrons de Ga, qui favorise

I'interaction électrostatique entre la drogue et la base virale du VIH-1.

C16
G4

DTG

Figure 39 : Représentation des positions du noyau halogéné du Dolutégravir (DTG) et des noyaux des
bases terminales virales Cis et G, selon la structure cristallographique de I'intasome du PFV en présence
du DTG et des ions Mg?* (code PDB : 3S3M). Le noyau DTG est en interaction avec ceux de Cis et Gy, via
des empilements ni-it et des interactions électrostatiques respectivement.

Code couleur : beige = atome de carbone / blanc = atome d’hydrogéne / bleu = atome d’azote / rouge =
atome d’oxygeéne / vert clair = atome de fluor

Ainsi, nous avons cherché a optimiser ces deux types d’interaction. Afin de
renforcer I'empilement n-nt entre le noyau d’halobenzene du DTG et Cis, nous
avons remplacé le fluor concerné par d’autres halogénes tels que le brome (Br) et
le chlore (CI) ou par des groupements attracteurs d’électrons tels que le
trifluorométhyle (CFs) ou le cyanure (C triple liaison N). Nous avons choisi ces
substitutions puisqu’elles ont le potentiel de modifier la répartition électronique
du noyau par leur attraction des électrons et d’influencer par la suite les
interactions des noyaux halogénés avec Cis. Quant au renforcement de
I'interaction des noyaux avec Ga, nous avons trouvé plus instructif de remplacer le
fluor qui interagit avec la guanine via son trou sigma, par des groupements
donneurs d’électrons. Ces derniers vont conserver la présence d’une région pauvre
en électrons a proximité de G4, remplacgant le trou sigma du fluor et favorisant les

interactions électrostatiques de ces groupements avec le noyau riche en électrons
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de Ga. Ces groupements électropositifs sont NHCHs et NH,. Les substitutions ont

été effectuées in silico avec le logiciel Chimera 1.11.2 2. Nous avons obtenu alors

treize nouveaux noyaux substitués que nous avons répartis en quatre groupes

selon le type et le nombre de substitutions qui les caractérisent. Notons que la

position des substitutions (ortho, méta et para) est par référence a I’hydrogene lié

au reste de la drogue. |l est entouré en rouge dans la structure du DTG de la Figure

40. Les quatre groupes présentant nos treize composés sont représentés a la Figure

40. lls sont les suivants :

Groupe 1 : Les noyaux halogénés de ce groupe présentent deux halogenes
en positions ortho et para. Nous trouvons le Dolutégravir avec 2 fluors (F) et
le composé Al avec un fluor en ortho et un chlore (Cl) en para

Groupe 2 : Les noyaux halogénés de ce groupe possedent un fluor en ortho,
un groupement NHCHs; en para et un troisieme groupement
électroattracteur. A2, B2, C2 et E2 possedent ce groupement au niveau de la
deuxiéme position ortho, située de I'autre co6té (a gauche) de I’"hydrogéne
pris comme référence. Nous trouvons le brome (Br) pour A2, le chlore pour
B2, le CFs pour C2 et le cyanure pour E2. Quant au composé D2, il possede
un chlore comme groupement électroattracteur, en méta par rapport a
I’hydrogrene de référence.

Groupe 3: lLes noyaux halogénés de ce groupe possedent comme

substitutions un groupement NHCHs en para ainsi qu’un halogene. Il est en
position ortho pour les composés A3, B3 et C3 et correspond respectivement
au chlore, brome et fluor. Alors que cet halogéene est en position méta pour

le composé D3 et correspond au fluor.
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e Groupe 4 : Les noyaux halogénés que nous avons congus dans ce groupe ont
un groupement NH; en para en présence d’un halogene ou deux. Nous
trouvons le fluor en ortho pour A4, le fluor en méta pour B4 et deux atomes

de fluor en ortho et méta pour C4.

Les choix de NHCH3 et NH, comme groupements donneurs d’électrons et du fluor,
brome et CFs comme groupements attracteurs d’électrons ont été inspirés d’une
étude antérieurement réalisée au sein de I'équipe en 2014 par El Hage et al B sur
des substitutions au niveau du noyau d’Elvitégravir (EVG) et leur effet sur son
interaction avec les bases virales de ’ADN processé ou CF3 et NHCH3 se sont avérés
étre respectivement, les meilleurs groupements attracteur et donneur d’électrons.
Cette étude s’est basée sur les propriétés et les effets du trou sigma

sur I'interaction de I’halogene avec les bases de I’ADN viral.

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

| N g | b cl
o R YR "/5/[@/ Y
A ] NHCH, /\i/B\ NHCH, /\J/\ NHCH, \\‘ S - A
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Figure 40 : Structures moléculaires du noyau halogéné du Dolutégravir (DTG) et des nouveaux noyaux que
nous avons congus avec le logiciel Chimera 1.11.2, réparties en quatre groupes selon les substitutions
effectuées. Le code couleur est le méme que celui indiqué a la Figure 39, avec en plus le chlore en vert
foncé. Les substitutions ajoutées sont en noir et gras, indiquées par leurs symboles mentionnés dans le
texte.
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A.lll. Evaluation de I’énergie d’interaction des nouveaux noyaux halogénés avec
les bases terminales de I’ADN viral du VIH-1

Une fois les dérivés halogénés du DTG obtenus, |I’étape suivante dans nos travaux
de these, fut d’évaluer leurs énergies d’interaction avec les noyaux des bases Cis et
Gs, dans le but d’explorer si les substitutions effectuées contribueraient a une

meilleure interaction entre I'inhibiteur et les bases virales ?

A cette fin, nous avons calculé I’énergie d’interaction du mini-complexe ternaire
formé par le noyau de Ci¢, le noyau de G4 et le noyau halogéné de nos composés (y
inclus le DTG), par des méthodes quantiques et des méthodes de mécanique
moléculaire, espérant en premier lieu trouver un accord entre les deux types de
méthodes, confirmant alors la validité de nos résultats, et prouver ensuite
Iefficacité de nos dérivés. La Figure 41 présente un nombre des mini-complexes
étudiés. Nous y trouvons le noyau de Css, le noyau de Gs en présence d’un noyau
halogéné représentatif de chaque groupe ; le DTG du groupe 1, les composés C2 et
E2 du groupe 2, le composé B3 du groupe 3 et le composé C4 du groupe 4.
Similairement au DTG, nos nouveaux noyaux présentent la méme position vis-a-vis
de Cis et Ga, effectuant des empilements m-it avec la premiere base et des
interactions électrostatiques via leurs groupements NHCHs et NH; avec la

deuxiéme base.
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Figure 41 : Représentation de certains complexes étudiés, formés par le noyau Cis — noyau G; — noyau
halogéné, visualisés par le logiciel Chimeral.11.2. Les coordonnées des noyaux de Cis, Gs et du
Dolutégravir (DTG) sont issues de la structure PDB 3S3M, correspondant a I'intasome du Prototype Foamy
Virus (PFV) en présence du Dolutégravir et des ions Mg?*. Le code couleur pour les atomes reste le méme
gue celui mentionné pour les figures 39 et 40.

A.lll.1. Calculs mécanique et quantiques corrélés de I’énergie d’interaction totale
du complexe Ci6-Gs-nouveau noyau

Comme déja mentionné, les coordonnées des atomes constituant les noyaux de
Ci6, G4 et du DTG sont issues de la structure PDB 3S3M. Les coordonnées de nos
nouveaux dérivés sont identiques a celles du DTG. Pour les atomes nouvellement
ajoutés, leurs coordonnées sont directement données par Chimera suite a leur
génération. Avant de commencer tout calcul énergétique, nous avons effectué une
optimisation de la géométrie de nos structures a I'aide du logiciel GAUSSIANQ9 en
utilisant la base cc-PVTZ (-f). Durant I’étape d’optimisation, les bases virales Ci6 et
G4 ont été figées ainsi que I’hydrogene connecté au fragment dicétonique de la
drogue dans le but de mimer et de conserver leurs positions a I'image de celles en
présence de I'intégrase virale dans la structure PDB. Les atomes restants au niveau
des noyaux modifiés, ont été relaxés afin de leur permettre de trouver la position

optimale au sein du complexe Ci6-Gs. L'étape de calcul permettrait ensuite de
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déterminer I'énergie d’interaction du DTG et de ses dérivés avec les deux bases
terminales de I’ADN viral processé et évaluer ainsi I’efficacité des noyaux substitués

par rapport au DTG.

Premiérement, nous avons calculé les énergies d’interaction (AE) de chaque noyau
substitué en présence de Cis et G4, au niveau corrélé, en utilisant la méthode DFT
en présence de deux types de fonctionnelles ; B97-D3 et B3LYP-D3. Nous avons
gardé la méme fonction de base cc-PVTZ (-f), implémenté dans le logiciel
GAUSSIANO9. Nous avons obtenu deux valeurs ; une valeur énergétique brute et
une autre aprés correction pour l'erreur de superposition de bases (BSSE). AE a été
de méme générée par la méthode ALMOEDA avec deux types de fonctionnelles ;
w-B97D et B97-D3 (logiciel Q-Chem ®). Les colonnes 2 et 3 du Tableau 1
correspondent aux valeurs de AE générées par les fonctionnelles B97-D3 et B3LYP-
D3 de la méthode DFT, respectivement. Les colonnes 4 et 5 correspondent aux
valeurs de AE obtenues par ALMOEDA avec les fonctionnelles B97D3 et w-B97D
respectivement. A noter que nous avons calculé de méme les énergies de chaque
partenaire pris seul afin d’obtenir les valeurs brutes données dans les colonnes de

la maniére suivante :

Energie d’interaction totale (AE) = Energie du complexe (noyau substitué + Cis +

Ga) — (Energie inhibiteur + Energie Ci6 + Energie Ga)

De plus, nous avons calculé I'énergie de solvatation (AG solv) de chaque noyau
halogéné seul (DTG + les treize dérivés) suivant la procédure du modele de
continuum polarisable. AG solv représente I'énergie de solvatation réelle de
chaque noyau avant sa complexation. Sa contribution sera prise en considération

dans la valeur finale de I’énergie totale d’interaction, pour des résultats plus précis
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et une meilleure reproduction de la situation in vivo. Ses valeurs sont indiquées
dans la colonne 7 du Tableau 1. Il faut noter que le calcul des énergies libres de
solvatation réelles du DTG entier et des dérivés substitués entiers dans une boite
de molécules d’eau simulée dynamiquement sera considéré dans la prochaine
étape de nos études (Chapitre IV partie C). Outre les méthodes de mécanique
quantique, la mécanique moléculaire polarisable, via le champ de force SIBFA, nous
a permis aussi de déterminer les énergies d’interaction totales au niveau des
complexes ternaires (noyau halogéné — Cis — Ga), indiquées dans la colonne 6 du

Tableau 1. La valeur totale est directement donnée par la méthode SIBFA.

Tableau 1 : Valeurs des énergies d’interactions intermoléculaires en kcal/mol des complexes ; nouveaux
noyaux halogénés — C16-Gg, calculées par des méthodes de chimie quantique (DFT et ALMOEDA) et de
mécanique moléculaire polarisable (SIBFA). L’énergie de solvatation (AG solv) est donnée de méme. Les
valeurs énergétiques du DTG et des meilleurs noyaux halogénés sont indiquées en rouge.

Compounds AE AE AE ALMOEDA AE ALMOEDA SIBFA AG solv Total interaction energy
B97-D3 B3LYP-D3 (B97D3) (=-B97D) (AE B97-D3 -AG solv)
(raw value/BSSE (raw value/BSSE (raw value/BSSE
corrected) corrected) corrected)
DTG -37.4/-33.2 -40.6/-36.5 -33.2 -35.9 -39.6 -6.1 -31.3/-27.1
At -37.5/-338 -40.6/-37.0 -338 -35.8 -384 -59 -31.6/-27.9
A2 -45.1/-40.7 -48.1/-43.7 -40.6 -43.3 -459 -9.7 -35.4/-31.0
B2 -44.9/-40.5 -47.9/-435 -40.4 -43.1 -46.6 -9.5 -35.4/-31.0
C2 -46.0/-41.3 -49.1/-44.5 -41.2 -441 -47.3 -10.1 -35.9/-31.2
D2 -43.0/-38.6 ~46.3/-41.9 -385 -410 -45.2 -78 -35.2/-30.8
E2 ~45.3/-40.9 -48.2/-43.9 -40.6 -43.4 -41.7 -7.8 ~317.5/-33.1
A3 -44.7/-40.4 ~47.6/-43.4 -40.3 -42.7 ~44.6 -9.4 -35.3/-31.0
B3 -44.9/-40.7 -47.9/-43.7 -40.6 -43.1 -46.9 -9.5 -35.4/-31.2
C3 -44.1/-39.6 -47.0/-42.6 -38.8 -415 -45.2 -9.7 -34.3/-29.9
D3 -42.6/-378 ~45.7/-41.1 -38.4 -41.2 -44.0 -78 -34.8/-30.0
Ad -42.5/-38.2 -45.2/-40.9 -38.0 -40.6 -43.7 -11.2 -31.3/-27.0
B4 -41.5/-37.0 -44.2/-39.7 =374 =-39.7 =411 -9.7 -31.8/-27.3
C4 ~42.1/-87.6 ~45.0/-40.4 -41.2/ -410 -42.6 -10.3 ~31.9/-27.2

DTG as well as the compounds displaying the best energetic values are highlighted in red.
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Il faut noter que plus la valeur de I'énergie d’interaction est basse, plus le complexe
est stable, et par conséquent présente de meilleures interactions entre les
différents partenaires. Ainsi, et dans le cas de la méthode DFT avec la fonctionnelle
B97-D3 et apres correction par BSSE, nous remarquons que tous les nouveaux
composés affichent une meilleure énergie d’interaction avec Cis et G4 comparés au
DTG ; les valeurs de AE corrigées sont proches pour les dérivés halogénés, dans la
marge de -33,8 kcal/mol a -41,3 kcal/mol alors que AE (DTG) a une valeur de -33,2
kcal/mol. De méme avec la fonctionnelle B3LYP-D3 et aprés correction par BSSE,
les dérivés halogénés montrent des valeurs plus stables (entre -37,0 kcal/mol et -
44,5 kcal/mol) que le DTG (-36,5 kcal/mol). Ceci est observable également avec
ALMOEDA ou pour la fonctionnelle B97-D3, I'énergie d’interaction de DTG est de -
33,2 kcal/mol et celles des nouveaux dérivés varient entre -33,8 kcal/mol et -41,2
kcal/mol et pour la fontionnelle w-B97D ou DTG affiche une valeur de -35,9
kcal/mol comparée a d’autres qui varient entre -35,8 kcal/mol et -44,1 kcal/mol

pour les noyaux dérivés.

D’autre part, les valeurs obtenues avec SIBFA indiquent une plus faible énergie
d’interaction du dérivé Al avec les deux bases virales Cis et G4, d’'une valeur de
-38,4 kcal/mol, suivie du DTG qui possede une valeur de -39,6 kcal/mol. Les valeurs
énergétiques des autres dérivés halogénés se situent entre -41,1 kcal/mol et -47,7
kcal/mol. Pour I"énergie de solvatation (AG solv), le groupe 1 comprenant DTG et
le composé Al ont les valeurs les plus faibles, de -6,1 kcal/mol et -5,9 kcal/mol
respectivement. Les autres groupes montrent des valeurs qui varient entre -7,8

kcal/mol et -11,2 kcal/mol.
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Enfin et afin d’obtenir les valeurs de I’énergie d’interaction totale a la colonne 8 du
Tableau 1 (brute et corrigée par BSSE), nous avons soustrait la valeur de AG solv de
la valeur de AE B97-D3 obtenue par DFT. Nous remarquons alors que I'ensemble
des nouveaux dérivés présente des interactions plus fortes avec les deux bases
virales, comparés au DTG, les valeurs de I'énergie d’interaction totale étant

comprises entre -27,9 kcal/mol et -33,1 kcal/mol versus -27,1 kcal/mol pour le DTG.

De plus, nous concluons que les meilleurs dérivés issus de DTG présentant les
énergies d’interaction totale les plus favorables sont les composés A2, B2, C2 et E2
du groupe 2 ainsi que le composé B3 du groupe 3. Pour rappel, les composés du
groupe 2 et 3 présentent un NHCHs en para comme donneur d’électrons avec un
fluor en ortho et un groupement attracteur d’électrons au niveau de la deuxieme
position ortho pour les dérivés du groupe 2, et un halogene en ortho ou en méta
pour les dérivés du groupe 3. E2 est le dérivé le plus prometteur, doté d’une valeur
de AE totale apreés correction égale a -33,1 kcal/mol. Il est suivi de C2 et de B3 avec
une valeur de AE totale similaire égale a -31,2 kcal/mol. Pour les composés A2 et

B2, nous avons trouvé une valeur de -31,0 kcal/mol.

Les composés du groupe 4, avec un NH, en position para par rapport au DTG,
présentent quant a eux des valeurs énergétiques plus faibles que celles des
composés des groupes 2 et 3, mais restent quand méme plus efficaces que les
dérivés du groupe 1, avec des énergies de 4 a 5 kcal/mol plus favorables que celle
du DTG. Cependant, leurs valeurs absolues de AG solv sont élevées, ce qui a
compensé I'écart entre leurs AE totales et celle du DTG, avec une différence finale
de 0,1-0,2 kcal/mol. Concernant les valeurs de BSSE, leur moyenne est comprise

entre 1,5 et 2 kcal/mol dans le cas de la DFT et elle est de 4,14 kcal/mol pour la
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fonctionnelle B97-D3 ainsi qu’une valeur de 3,41 kcal/mol pour la fonctionnelle w-
B97D dans le cas d’ALMOEDA. Comme récapitulatif, le classement des groupes par
ordre décroissant d’efficacité sera le suivant : groupe 2 > groupe 3 > groupe 4 >
groupe 1, et le classement des cing meilleurs dérivés sera ainsi : composé E2 >

composé C2 > composé B3 > composé A2 > composé B2.

Nous proposons par la suite qu’'un donneur d’électrons en para (NHCH3s) et deux
attracteurs d’électrons en ortho contribueraient a augmenter la stabilité du

complexe inhibiteur — bases terminales de I’ADN viral du VIH-1.

La Figure 42 représente les courbes des énergies d’interaction totale (valeurs
corrigées) calculées pour chaque dérivé via 'ensemble des méthodes indiquées
dans le Tableau 1. Elles soulignent I'accord entre les méthodes quantiques et les

méthodes de mécanique moléculaire.
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Figure 42 : Evolution des énergies d’interaction intermoléculaire du complexe ternaire Cis-Gs-noyau
substitué en fonction du cycle halogéné du Dolutégravir (DTG) et des cycles des dérivés nouvellement
congus (Composés Al a C4). Les valeurs de AE (DE) présentées sont calculées via des calculs corrélés de
chimie quantique, se basant sur la méthode de DFT avec les fonctionnelles B97-D3 (DE B97-D3, courbe
bleue marine) et B3LYP-D3 (DE B3LYP-D3, courbe bleue claire). AE obtenue via la méthode des orbitales
moléculaires absolument localisées (ALMOEDA) est également donnée, en utilisant deux fonctionnelles ;
B97-D3 (DE ALEMODA B97D3, courbe noire) et w-B97D (DE ALMOEDA W97D, courbe rose). Les valeurs
de AE calculées via des calculs de mécanique moléculaire avec le champ de force polarisable SIBFA (DE tot
SIBFA, courbe rouge) sont indiquées aussi. Tous les composés présentent une énergie d’interaction totale
avec Ci6 et G4 plus stable que celle de DTG, avec comme meilleurs dérivés dans I'ordre décroissant les
composés E2, C2, B3, A2 et B2.

Discussion des valeurs énergétiques obtenues

e Nous pouvons élaborer, d’aprées les valeurs totales obtenues par les calculs
quantiques DFT et ALMOEDA et celles obtenues par SIBFA, et d’aprées la
formule de calcul de AE totale (indiquée a la page 185) que pour tous les
composés, les énergies d’interaction des complexes ternaires sont non-
additives : AE totale est supérieure en valeurs absolues a la somme de ses
valeurs dans les trois complexes « binaires » pris deux a deux; noyau
halogéné —Guanine 4, noyau halogéné — Cytosine 16 et Guanine 4 — Cytosine

16. Ceci est une caractéristique des interactions coopératives ©°.. Cette
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coopérativité de AE peut impacter favorablement les affinités des nouveaux
noyaux congus pour leur cible. Nous pouvons donc affirmer que la présence
des noyaux halogénés au sein du complexe formé par Cis et Ga stabilise leur
position et que leur interaction simultanée avec les deux bases est plus
stable que celle établie avec chaque base séparément.

La totalité de nos 13 composés présente une énergie d’interaction totale plus
stable que celle du DTG. Ceci souligne I'importance de nos substitutions au
niveau de l'interaction de la drogue avec les bases terminales virales. En fait,
la présence d'un groupement électro donneur, riche en atomes
d’hydrogenes (NHCHs dans le cas du groupe 3 et NH2 dans le cas du groupe
4) a renforcé l'interaction électrostatique entre la drogue et le noyau riche
en électrons de Ga, par rapport a l'interaction du trou sigma de la liaison C-F
du DTG avec Ga.

A1l qui fait partie du groupe 1 avec le DTG, est le dérivé le moins efficace,
avec une valeur de AE totale proche de celle du DTG de -27,9 kcal/mol. Ceci
est expliqué par le fait que leurs structures sont tres similaires ; Al présente
un chlore en para a la place du fluor. Dépourvu d’un groupement donneur
d’électrons en para, il reste moins efficace que les dérivés des groupes 2, 3
et 4. Ceci souline davantage I'importance d’avoir un groupement donneur
d’électrons en para, faisant face a Ga.

Les interactions des dérivés des groupes 2 et 3 sont plus stables par rapport
a celles des dérivés du groupe 4. En moyenne, les groupes 2 et 3 ont des
valeurs de AE totales variant entre -34 kcal/mol et -35 kcal/mol alors que le
groupe 4 a une valeur moyenne de AE totale de -31 kcal/mol. Ces résultats

favorisent la présence du groupement NHCH3 par rapport a NHz en position
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para. En effet, le premier est plus riche en protons que le second, il constitue
alors une région plus électropositive que celle formée par le groupement
NH2, ce qui renforce l'interaction avec Ga.

Le groupe 2 quant a lui renferme les dérivés les plus efficaces ; C2, E2, A2 et
B2. Outre le groupement NHCH3, il présente deux groupements attracteurs
d’électrons par rapport aux dérivés du groupe 3 qui ne présentent qu’un
seul. Ces deux groupements riches en électrons font face a la cytosine,
favorisant des interactions par empilements n-mt avec elle. Ce qui explique
leur meilleure efficacité, notamment dans le cas du meilleur noyau dérivé,
E2 qui avec son groupement cyanure, possede une région tres enrichie en
électrons. D2 dans ce groupe, reste cependant moins efficace que les autres.
Ceci peut-étre expliqué par le fait que ses deux groupements attracteurs
d’électrons se trouvent en ortho et méta par rapport a I’hydrogene le reliant
au reste de la drogue. Une forte répulsion peut exister ainsi entre les deux
atomes et contribuer a déstabiliser légerement AE totale.

De plus et comme déja mentionné, El Hage et collaborateurs au sein de notre
équipe ont travaillé précédemment sur I'importance des substitutions de
NHCHs et de CF3 au niveau du noyau d’EVG afin d’améliorer son efficacité
d’interaction avec I’ADN viral Bl. Nos résultats restent en accord avec cette
étude puisque nos meilleurs dérivés appartenant au groupe 2 présentent ces
groupements (cas du composé C2).

D’autre part, les valeurs quantiques obtenues avec DFT et ALMOEDA sont
tres proches méme presque identiques, notamment dans le cas ou la méme
fonctionnelle B97-D3 est utilisée. Cet accord entre nos méthodes quantiques

confirme |'exactitude de nos résultats.
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e Enfin, il existe un accord entre les méthodes de calcul quantique (DFT et
ALMOEDA) et SIBFA adoptée en mécanique moléculaire. Ce qui confirme des
résultats prouvés antérieurement par notre équipe, sur la capacité de notre
champ de force polarisable SIBFA a reproduire les résultats obtenus par
chimie quantique, plus rapidement et plus efficacement 7], De tels accords
sont encourageants étant donné qu’aucun effort de calibrage

supplémentaire n’a été fait sur les dérivés du DTG.

A.lll.2. Décomposition de I’énergie d’interaction totale des composés

Comme montré par les calculs quantiques effectués via les approches DFT,
ALMOEDA et SIBFA, nos nouveaux noyaux substitués présentent une interaction
avec les bases virales plus stable que celle de DTG. Ills promettent donc d’étre plus
efficaces que ce dernier. Dans le but de décrypter les origines de ces améliorations
énergétiques, nous avons procédé a une décomposition de I'énergie d’interaction
totale en différentes composantes par la méthode RVS qui décompose AE totale
obtenue par DFT, par la méthode ALMOEDA qui décompose sa propre énergie
fournie par le potentiel SIBFA qui assure de méme une décomposition de I'énergie

d’interaction totale calculée.

La premiéere contribution donnée par ces méthodes est I’énergie du premier ordre ;
E1. Pour RVS, E1 correspond a la somme de I'énergie de Coulomb (E.) et I'énergie
d’échange-répulsion (Ex). Pour ALMOEDA, cette énergie est donnée directement
sous forme d’une contribution énergétique gelée (FRZ). Quant a SIBFA, E1 est égale
a la somme de I'énergie électrostatique augmentée par un terme de pénétration

(Emrtr) avec I'énergie de répulsion a courte portée (Erep). Les valeurs d’E1 obtenues
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sont indiquées dans le Tableau 2 et les courbes correspondantes sont représentées

dans la Figure 43.

Tableau 2 : Valeurs de la contribution du premier ordre E1 calculées par les méthodes suivantes : RVS et
ALMOEDA (B97-D3 et w-B97D) et SIBFA pour le complexe Gs-Cig-noyau halogéné. Les valeurs du
Dolutégravir (DTG) et des cing meilleurs dérivés sont mis en relief en gras et rouge.

Compounds E1 (RVS) E1 (SIBFA) E1 (ALMOEDA — B97-D3) E1 (ALMOEDA — W97D)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
DTG -1,5 -2,8 -12,8 -17.4
Al -0,9 -3,3 -13,0 -17,1
A2 -3,8 -7,0 -17,1 -21,9
B2 -3,7 -7,5 -16,9 -21,7
c2 -4,2 -8,0 -17,6 -22,5
D2 -0,1 -4,8 -15,8 -20,3
E2 -2,6 -8,7 -17,2 -21,8
A3 -0,8 -6,0 -16,9 -21,4
B3 -2,5 -8,5 -17,3 -21,8
Cc3 -1,3 -5,5 -15,6 -20,2
D3 -0,8 -3,4 -15,6 -20,2
A4 -4,4 -5,2 -15,8 -20,1
B4 -3,1 -3,3 -14,8 -19,1
c4 -3,4 -2,6 -20,2 -19,1
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Figure 43: Courbes de I'évolution de I’énergie du premier ordre (E1) du complexe ternaire G4-Cis-noyau
substitué en fonction des composés ; Dolutégravir (DTG) et nos noyaux congus (Composés Al a C4). Les
valeurs de E1 sont calculées via la chimie quantique par les méthodes de décomposition d’énergie ; RVS
(E1 RVS ; Reduced Variational Space, courbe bleu marine) et ALMOEDA (Absolutely Localized Molecular
Orbitals). Cette derniere utilise deux fonctionnelles B97-D3 (E1 ALMOEDA B97D3, courbe rose) et w-B97D
(E1 ALMOEDA W97D, courbe noire). Les valeurs de E1 sont obtenues aussi via des calculs de mécanique
moléculaire avec le champ de force polarisable SIBFA (E1 SIBFA, courbe rouge).

Nous pouvons constater que les profils des courbes d’E1 de RVS et SIBFA sont
similaires, avec des valeurs variant entre -0,1 kcal/mol et -4 kcal/mol pour RVS et
entre -2,6 kcal/mol et -8,5 kcal/mol pour SIBFA. Les valeurs les plus stables
correspondent aux dérivés A2, B2, C2 et E2 du groupe 2 et au dérivé B3 du groupe
3. Elles sont entre 2,5 kcal/mol et 4,2 kcal/mol dans le cas de la méthode RVS et
entre 7,0 kcal/mol et 8,7 kcal/mol dans le cas de SIBFA. Les valeurs les moins stables
correspondent notamment aux éléments du groupe 1; le DTG et Al. Quant aux
valeurs d’E1 données par la méthode ALMOEDA, les deux courbes présentent des
profils proches quel que soit la fonctionnelle, avec les valeurs les plus stables

attribuées aussi aux dérivés A2, B2, C2 et E2 ainsi que B3. De méme, on trouve les
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valeurs les moins stables dans le cas du DTG et d’A1, de moyenne -13 kcal/mol pour

la fonctionnelle B97-D3 et -17 kcal/mol pour la fonctionnelle w-97D.

La deuxiéme contribution fournie par les méthodes de décomposition d’énergie est
celle du deuxiéme ordre ; E2 qui correspond dans toutes nos méthodes utilisées a
la somme de I"énergie de polarisation (Eyol) et I’énergie de transfert de charge (Ec).
Les valeurs et courbes correspondantes sont représentées dans le Tableau 3 ainsi

gue dans la Figure 44, respectivement.

Tableau 3 : Valeurs de la contribution du second ordre (E2) calculées par les méthodes suivantes : RVS et
ALMOEDA (B97-D3 et w-B97D) et SIBFA pour le complexe Gi-Cis-noyau halogéné. Les valeurs du
Dolutégravir (DTG) et des cing meilleurs dérivés sont mises en relief en gras et rouge.

Compounds E2 (RVS) E2 (SIBFA) E2 (ALMOEDA — B97-D3) E2 (ALMOEDA — W97D)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
DTG -17,3 -13,5 -20,3 -18,5
Al -17,1 -13,6 -20,7 -18,8
A2 -19,4 -16,5 -23,4 -21,4
B2 -19,3 -16,6 -23,4 -21,4
c2 -19,5 -16,7 -23,6 -21,5
D2 -19,1 -16,0 -22,7 -20,6
E2 -19,2 -16,4 -23,6 -21,6
A3 -19,7 -16,9 -23,4 -21,3
B3 -19,2 -16,9 -23,3 -21,3
c3 -19,6 -15,4 -23,2 -21,2
D3 -19,2 -16,3 -22,8 -20,9
Ad -18,4 -15,7 -22,2 -20,4
B4 -18,3 -15,4 -22,6 -20,4
c4 -18,5 -15,4 -21,0 -21,9
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Figure 44: Courbes de I'évolution de I'énergie du second ordre (E2) du complexe ternaire Gs-Cis-noyau
substitué en fonction des composés ; Dolutégravir (DTG) et nos noyaux congus (Composés Al a C4). Les
valeurs d’E2 sont calculées via la chimie quantique par les méthodes de décomposition d’énergie ; RVS
(E2 RVS ; Reduced Variational Space, courbe bleu marine) et ALMOEDA (Absolutely Localized Molecular
Orbitals). Cette derniére utilise deux fonctionnelles B97-D3 (E2 ALMOEDA B97D3, courbe rose) et w-B97D
(E2 ALMOEDA W97D, courbe noire). Les valeurs d’E2 sont obtenues aussi via des calculs de mécanique
moléculaire avec le champ de force polarisable SIBFA (E2 SIBFA, courbe rouge).

Le profil des quatre courbes de la Figure 44 est a peu pres identique, avec DTG et
A1l ayant les valeurs énergétiques les moins stables de moyenne de 17 kcal/mol en
RVS, -13 kcal/mol en SIBFA, -20 kcal/mol en ALMOEDA B97-D3 et -18 kcal/mol en
ALMOEDA w-97D. D’apres I'aspect des courbes ainsi que les valeurs du Tableau 3,
nous pouvons affirmer que tous les dérivés appartenant aux groupes 2, 3 et 4
montrent des valeurs d’E2 plus stables que celles des composés du groupe 1, avec
des moyennes aux alentours de -19 kcal/mol dans le cas de RVS, -16 kcal/mol dans
le cas de SIBFA, -23 kcal/mol et -21 kcal/mol dans le cas d’ALMOEDA, avec les

fonctionnelles B97-D3 et w-97D respectivement.
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La troisieme et derniére contribution donnée par les méthodes de décomposition
d’énergie est I'énergie de dispersion (Edisp). Etant donné que ce terme de dispersion
n‘est pas calculable au niveau non corrélé (niveau Hartree-Fock), nous avons
obtenu une version approchée de cette énergie en soustrayant [|’énergie
d’interaction calculée au niveau HF (valeurs non présentées) a I'énergie
d’interaction obtenue par DFT avec les fonctionnelles B97-D3 et B3LYP-D3. Nous
avons obtenu alors Egisp (B97-D3) et Egisp (B3LYP-D3). Quant a SIBFA, elle fournit
directement la valeur de cette contribution. Les valeurs d’Egisp figurent dans le
Tableau 4 pour chaque complexe Ci6-Ga-noyau halogéné. La Figure 45 représente

les courbes respectives aux valeurs obtenues.

Tableau 4 : Valeurs de I’énergie de dispersion Egisp calculée par RVS et SIBFA pour le complexe Gs-Cis-
noyau halogéné. Deux fonctionnelles sont utilisées dans le cas de RVS; la fonctionnelle B97-D3 et la
fonctionnelle B3LYP-D3. Les valeurs du Dolutégravir (DTG) et des cing meilleurs dérivés sont mis en relief
en gras et rouge.

Compounds Edisp (RVS B97-D3) Edisp (RVS — B3LYP-D3) Edisp (SIBFA)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
DTG -17,4 -20,6 -23,2
Al -18,2 -21,3 -21,5
A2 -20,3 -23,3 -22,4
B2 -20,3 -23,4 -22,5
Cc2 -20,5 -23,7 -22,6
D2 -22,2 -25,5 -24,4
E2 -21,8 -25,2 -22,6
A3 -22,7 -25,6 -21,6
B3 -21,6 -24,6 -21,4
c3 -21,5 -24,4 -24,4
D3 -20,9 -24,0 -24,4
Ad -18,2 -20,9 -22,9
B4 -18,4 -18,0 -22,5
ca -18,5 -19,2 -24,8
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Figure 45: Courbes de I'évolution de I'énergie de dispersion (Edisp) du complexe ternaire Gs-Cig-noyau
substitué en fonction des composés ; Dolutégravir (DTG) et nos noyaux congus (Composés Al a C4). Les
valeurs d’Eqisp SONt calculées via la chimie quantique par la méthode de décomposition d’énergie ; RVS
utilisant deux fonctionnelles ; B97D3 (courbe violette) et B3LYPD3 (courbe bleue). Les valeurs d’Egis, SONt
obtenues aussi via des calculs de mécanique moléculaire avec le champ de force polarisable SIBFA (courbe
rouge).

Le profil des courbes de I’énergie de dispersion est identique dans le cas de la
démarche quantique pour les deux fonctionnelles adoptées. Cependant, il existe
un faible accord entre les valeurs obtenues par SIBFA et celles obtenues par RVS,
notamment pour les composés Al jusqu’a E2 qui possedent des valeurs de Egisp
(SIBFA) intermédiaires a celles obtenues par RVS ; pour les composés A3 et B3, ces
valeurs sont proches de celles de Eqisp (B97D3) avec des différences de 1,2 kcal/mol
et 0,2 kcal/mol respectivement. Pour C3 et D3, Egisp (SIBFA) est plus proche des
valeurs d’Egisp (B3LYP-D3) avec des différences aux alentours de 0,4 kcal/mol. Quant
aux composés du groupe 4, les valeurs de I’énergie de dispersion données par SIBFA
sont plus faibles que celles fournies par les deux fonctionnelles de RVS. Nous
remarguons aussi que les valeurs de cette énergie sont légerement plus stables

dans le cas des composés D2, A3 et C3 qui présentent pour chaque méthode des
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valeurs d’Eqisp faiblement moins élevées que les meilleures dérivés identifiés. Par
exemple, pour une valeur d’Egisp (B97-D3) moyenne de -20 kcal/mol pour A2, B2 et

C2, D3 et A3 présentent une valeur moyenne de -22 kcal/mol.

Finalement, nous avons calculé la valeur de I'énergie d’interaction totale au niveau
non corrélé avec la méthode RVS (AE RVS) et avec SIBFA sans la contribution de
dispersion (AE SIBFA) afin d’analyser |'effet de cette troisieme contribution. AE RVS
est obtenue par soustraction de la valeur de BSSE de |’énergie d’interaction HF
(valeurs de AE HF non présentées). AE (SIBFA) est donnée directement. Nous
présenterons dans le Tableau 5 les valeurs que nous avons obtenues et leurs

courbes correspondantes a la Figure 46.

Tableau 5 : Valeurs de I’énergie (AE) calculée par RVS (au niveau non corrélé) et SIBFA (sans la contribution
de dispersion) pour le complexe Gs-Cis-noyau halogéné. Les valeurs du Dolutégravir (DTG) et des cinqg
meilleurs dérivés sont mis en relief en gras et rouge.

Compounds AE (RVS) AE (SIBFA)
(kcal/mol) (kcal/mol)
DTG -18,4 -16,3
Al -18,1 -16,9
A2 -23,2 -23,5
B2 -23,0 -24,1
c2 -23,4 -24,7
D2 -19,3 -20,8
E2 -21,8 -25,1
A3 -20,4 -22,9
B3 -21,7 -25,5
c3 -21,0 -21,0
D3 -20,0 -19,7
Ad -22,8 -21,0
B4 -21,5 -18,8
ca -21,8 -18,0
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Figure 46: Courbes de I'évolution de I'énergie d’interaction (AE) du complexe ternaire Gs-Cis-noyau
substitué en fonction des composés ; Dolutégravir (DTG) et nos noyaux congus (Composés Al a C4). Ces
valeurs sont calculées via la méthode quantique de décomposition d’énergie RVS (Reduced Variational
Space ; DE RVS, courbe bleu marine). AE est aussi donnée via des calculs de mécanique moléculaire avec
le champ de force polarisable SIBFA (DE SIBFA, courbe rouge).

Les valeurs obtenues suite au calcul de AE RVS et AE SIBFA sont semblables aux
valeurs de |"énergie d’interaction totale. Les deux courbes de la Figure 46
présentent en fait des minima avec les dérivés A2, B2, C2, E3 et B3 (valeurs
soulignées en rouge dans le Tableau 5). AE RVS a un minimum supplémentaire avec
le composé Ad de la série 4. Les valeurs de SIBFA restent majoritairement en accord
avec les valeurs de RVS, mettant en évidence de méme les cinqg meilleurs dérivés
déja identifiés.

Discussion des décompositions énergétiques réalisées

e Les contributions énergétiques obtenues par SIBFA et représentées dans les
Figures 38 a 41 reproduisent assez étroitement celles fournies par les calculs

quantiques (RVS et ALMOEDA). Ceci confirme la capacité de SIBFA a refléter
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les résultats de I'énergie d’interaction totale calculée par les méthodes
quantiqgue en reproduisant ses différentes contributions énergétiques
efficacement.

Les analyses de décomposition d’énergie par les méthodes RVS, ALMOEDA
et SIBFA nous permettent de constater que les principaux déterminants de
I"affinité des noyaux substitués pour les bases de I’ADN viral sont les
contributions du premier et du second ordre. En fait, les valeurs d’'E1 et E2
conservent I'ordre observé avec les valeurs de AE totale, avec E2, C2, B3, A2
et B2 comme les dérivés les plus potentiels, contrairement a Edgisp qui a
présenté des valeurs plus stables pour d’autres dérivés. De plus, méme en
I’absence d’Edisp, AE (RVS) et AE (SIBFA) restent similaires a AE totale SIBFA et
AE totale RVS; ce qui souligne la contribution majeure des énergies du
premier ordre et du second ordre.

Méme si les résultats de SIBFA apparaissent satisfaisants, I'accord entre E1
(SIBFA) et E1 (RVS et ALMOEDA) ainsi que I'accord entre E2 (SIBFA) et E2 (RVS
et ALMOEDA) peuvent étre encore améliorés. En fait, ces améliorations sont
en cours, se basant sur la reconstruction d’une nouvelle bibliotheque de
fragments protéiques et d’ADN ayant recours a des multipdles et a des
polarisabilités issus de calculs corrélés. Une remise a |'échelle des
contributions énergétiques individuelles doit étre de méme effectuée, et ceci
par la méthode SAPT-DFT (Symmetry Adapted Perturbation Theory — Density
Functional Theory) qui se base sur des analyses corrélées de décomposition

d’énergie B,
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A.IV. Evaluation qualitative de I’'interaction des nouveaux noyaux halogénés avec
les bases terminales de I’ADN viral du VIH-1

A.IV.1. Détermination des contours de potentiel électrostatique

Apres avoir évalué nos nouveaux dérivés par une démarche quantitative en
calculant leur énergie d’interaction avec la paire de bases virales terminales Ci6/Ga,
nous sommes passés a leur évaluation qualitative par détermination de leurs
contours de potentiel électrostatique (MEP), a l'aide du logiciel de chimie
quantique GAUSSIANQ9. Ceci nous permettra d’explorer les effets électroniques
résultants des halogénations et des substitutions ponctuelles effectuées et
d’expliquer ainsi les valeurs énergétiques obtenues. La visualisation des contours
de potentiel électrostatique apres leur détermination se fait par le logiciel
GAUSSVIEW 19, La Figure 47 illustre les MEP obtenus pour nos dérivés. Nous avons
choisi de représenter un ou deux composés de chaque groupe étant donné que les
contours obtenus sont tres similaires pour les membres d’'un méme groupe. Du
coup, nous montrons les résultats pour le DTG du groupe 1, les composés C2 et E2
du groupe 2, le composé B3 du groupe 3 et le composé C4 du groupe 4. Pour chaque
composé deux structures sont affichées ; 'une avec les contours électrostatiques
uniguement (structure en haut pour le DTG et a gauche pour les autres composés)
et I'autre avec les contours en présence des atomes de la molécule (en bas pour le
DTG et a droite pour les autres composés). Les structures des noyaux obtenues par

Chimera sont également présentées comme repere pour les positions des atomes.
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Figure 47 : Contours des potentiels électrostatiques (MEP) déterminés pour le Dolutégravir et des dérivés
représentatifs de chaque groupe ; C2 et E2 du groupe 2, B3 du groupe 3 et C4 du groupe 4. La surface
d’isodensité est de 0,004 électrons Bohr=. La barre colorée en dessus de la Figure indique la variation de
la densité électronique entre -2,094%2 (correspondant a la couleur rouge) et 2,094%2 (correspondant 3 la
couleur bleue). Les structures des noyaux sans contours sont représentées de méme comme référence
pour les positions des atomes.

Un examen des contours de potentiel électrostatique générés montre :

- Une région de couleur bleue (foncé et clair) qui correspond a une zone de
faible densité électronique (6+). Elle est située principalement aux alentours
des hydrogenes du DTG et au niveau des groupements NHCHs (pour les
composés des groupes 2 et 3) et NH, pour les composés du groupe 4.

- Une région de couleur rouge orange qui correspond a une zone de densité
électronique élevée (-6), localisée notamment aux alentours des
groupements attracteurs d’électrons ; le fluor dans le cas du DTG et du
composé C4, le fluor et le CF3 dans le cas du composé C2, le fluor et le

cyanure dans le cas du composé E2 et finalement le brome dans le cas de B3.
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Discussion des résultats des contours de potentiel électrostatique

Premierement, nous observons une extension beaucoup plus large de la
zone bleue de potentiel positif autour des substituants en position para
(NHCHs ou NH;) gu’autour du fluor en para du DTG. La zone autour de ce
dernier est de couleur orange, par contre elle est de couleur bleue tres
prononcée au niveau des groupements NHCH3 et NH, de nos nouveaux
dérivés. Cette zone positive (+8) qui parait chez les dérivés favorise alors les
interactions électrostatiques avec la structure polycyclique riche en
électrons de Ga. Ce qui confirme les valeurs des énergies d’interaction de nos
noyaux avec I’ADN viral par rapport au DTG (AE totale QC et AE totale SIBFA)
et souligne I'effet important qu’apporte nos substitutions de groupements
donneurs d’électrons en para a I'amélioration de l'interaction des noyaux
des drogues avec les bases de I’ADN viral.

Pour les composés du groupe 2, le groupement CFz du composé C2 génere
une zone rouge dotée d’un potentiel négatif beaucoup plus large que le
cyanure du composé E2. De plus, le potentiel positif autour du groupement
NHCHs de C2 est plus important que celui d’E2. Ces constatations peuvent
expliquer I'énergie de solvabilité (AE solv) supérieure de 2,1 kcal/mol de C2
par rapport a celle d’E2 (-10,1 kcal/mol vs -7,8 kcal/mol), impactant le bilan
énergétique en faveur de ce dernier malgré que les deux dérivés présentent
des valeurs proches de AE totale.

Les zones rouges de potentiel négatif (-8) sont plus prononcées au niveau
des substitutions de C2, E2 et B3 par rapport a C4. En fait, le groupement
cyanure avec sa triple liaison, le CF3 avec ses trois fluors et le brome avec son

nombre d’électrons plus élevé que le fluor sont plus riches en électrons que
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le fluor de C4. Ceci renforce l'interaction du cycle de ces dérivés, riche en
électrons, avec le noyau de la cytosine Ci6 par empilement mt-it. Quant au
composé C4, nous constatons qu’il présente une faible densité électronique
au milieu de son noyau du fait de la présence de deux atomes de fluor moins
attracteurs d’électrons, lui conférant I'interaction la moins favorable avec les
paires virales de ’ADN. De plus, la position proche des deux fluors engendre
une répulsion qui contribue au faible rendement énergétique de C4.

e Ajoutons que malgré la présence d’une région de potentiel électronégatif
(-8) plus prononcé au niveau du centre du composé B3 par rapport a C2 et
E2, il reste moins efficace que ces deux derniers. Ceci peut étre expliqué par
le fait que le groupement cyanure d’E2 et CF3 de C2 sont plus riches en
électrons que le brome, ce qui compense un faible centre électronégatif de

leur noyau par une région en ortho plus riche en électrons.

A.V. Conclusions du chapitre Ill partie A

Le travail accompli dans cette partie a pour objectif la conception de nouveaux
noyaux halogénés inhibiteurs de |'étape de transfert de brin, ayant des affinités
augmentées aux bases réactives Cis et Gs de I’ADN viral processé. Le but ultime
serait de contourner les mutations de résistance de lintégrase suite a
I"administration des médicaments. Notre stratégie de conception s’est basée sur
I"optimisation du Dolutégravir, 'INSTI le plus efficace mis sur le marché, par des
halogénations sélectives (chlore et brome) et par des substitutions appropriées
(groupements électropositifs comme le NH, et le NHCHs et groupements
électronégatifs tels que le CF3 et le cyanure). C'est une stratégie de travail simple
mais rigoureuse, dans laguelle nous avons adopté comme modele d’étude un mini-

systeme formé par nos nouveaux noyaux + Cis + Ga. Nous avons ensuite calculé
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I’énergie d’interaction totale (AE) des trois partenaires par des calculs de chimie
quantique post-HF basés sur la Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT),
utilisant les fonctionnelles B97-D3 et B3LYP-D3. La méthode quantique ALMOEDA
basée sur les orbitales moléculaires a été de méme adoptée pour générer les
valeurs de AE. Nos calculs ont donné des énergies d’interaction plus stables pour
Nnos nouveaux noyaux avec les bases virales par rapport au DTG. Une analyse
qualitative de ces interactions par détermination des contours de potentiel
électrostatique de chaque noyau substitué a validé les énergies d’interaction
calculées. Nos résultats ont prouvé en effet I'efficacité de la présence de forts
groupements donneurs d’électrons NHCHs et NH, a assurer une meilleure
interaction électrostatique avec les noyaux aromatiques de Gs; de densité
électronique élevée, notamment le groupement NHCHs qui a un pouvoir électro
donneur plus important que NH,. Ces groupements remplacent le fluor en para du
DTG. Ajoutons que la présence de groupements attracteurs d’électrons en position
ortho notamment a la place du fluor du DTG contribue a renforcer I'interaction de
nos nouvelles molécules avec Cis par empilement n-i, en créant des zones riches
en électrons. C'est le cas de nos meilleurs composés qui ont présenté des
groupements électroattracteurs importants en ortho comme le cyanure (composé
E2), le CFs (composé C2), le brome (composé B3 et A2) ou le chlore (composé B2).
Finalement, une décomposition des énergies d’interaction totale par I'analyse RVS
et ALMOEDA a déterminé les contributions responsables des meilleurs rendements
énergétiques observés notamment celles du premier odre (énergie électrostatique
+ énergie de répulsion) et du second ordre (énergie de polarisation + énergie de
transfert de charge). Ces résultats ont été reproduits correctement par le champ

de force polarisable SIBFA, qui a correctement pris en compte I'évolution des
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contributions quantiques individuelles ainsi que celle de I'énergie d’interaction
totale. Quelques calibrations supplémentaires restent cependant nécessaires afin

de raffiner davantage ce potentiel.

De tels résultats prouvent donc que des halogénations et substitutions sélectives
au niveau du noyau aromatique de DTG peuvent accroitre et d’'une maniere
significative les affinités de liaison de ce ligand inhibiteur pour un domaine d’acides
nucléiques bien défini et hautement conservé. Elles pourraient ainsi donner lieu a
de nouvelles drogues inhibitrices plus potentielles que le DTG, interagissant de
préférence avec I’ADN viral au détriment de I'enzyme et pouvant surmonter
I’obstacle de la résistance virale et étre donc plus efficaces face a I'intégrase du VIH-

1.
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Chapitre IV

Résultats et Discussion

Partie B : Simulations par dynamique
moléculaire des complexes biologiques

cibles du VIH-1
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B.l. Introduction générale de la partie B

Dans le cadre de I'amélioration du mode d’action des inhibiteurs de transfert de
brin ciblant I'intégrase, nous avons commencé en premier lieu par I'optimisation
de la structure du DTG de fagon a renforcer ses interactions avec I’ADN viral ce qui
lui permettra de contourner les mutations de résistance développées par
I'intégrase. L'étude de l'interaction des nouveaux noyaux halogénés dérivés du
noyau de DTG avec les noyaux des deux bases virales terminales situées a
I’extrémité 3’ de I’ADN viral processé ; Cis et G s’est faite en deuxieme lieu. Les
calculs énergétiques de mécanique quantique et de mécanique moléculaire ont mis
en évidence les meilleures interactions de nos dérivés avec les deux bases, par
rapport au DTG. Il est important par la suite d’extrapoler notre étude a une échelle
plus élevée ou nous analyserons linteraction de la structure entiere de nos
nouvelles molécules (et non seulement leurs noyaux halogénés) avec I’ADN viral
entier en présence aussi de la structure complete de l'intégrase. En fait, étant
donné que nos inhibiteurs agissent a l'interface ADN-IN, il est primordial de
considérer I'intasome du VIH en entier. Pour ce faire, nous avons procédé a des
simulations de dynamique moléculaire conventionnelle des complexes comportant
les trois partenaires ; nouvelles drogues — ADN viral — Intégrase, afin d’élucider leur
mécanisme d’action in silico, ce qui nous permettra en premier lieu de parfaire la
compréhension du mécanisme de l'intégration ensuite de mieux explorer le mode
d’inhibition du VIH-1 par les INSTIs. En effet, ces dynamiques contribueraient a
expliquer la meilleure efficacité du DTG par rapport aux INSTIs précédents puis de
comparer |'effet thérapeutique de nos nouveaux dérivés a celui du DTG. A noter
que nous passons d’'une échelle de cinquantaine d’atomes correspondant aux

petits complexes étudiés antérieurement a de larges systemes de 200 000 atomes ;
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I’étude quantique sera alors trés coGteuse en temps de calcul, d’ou I'intérét d’avoir

recours a la dynamique moléculaire.

B.ll. Présentation des systemes a simuler

Outre le DTG, nous avons choisi pour la suite, parmi les treize nouveaux noyaux
concus, les trois molécules B3, A2 et B2 présentant le meilleur rendement
énergétique au niveau de leur interaction avec Cis et Ga. Pour rappel, le protocol
utilisé pour les simulations de dynamique moléculaire conventionnelle a été
largement détaillé dans le chapitre Il Partie B.lll. Le choix de B3, A2 et B2 a été
appuyé par le fait qu’ils présentent des substitutions halogénés simples de chlore
et de brome comparées aux substitutions complexes de cyanure et de CFs trouvées
chez E2 et C2 respectivement, qui sont également pertinents au niveau
énergétique. En effet, le but ultime de nos travaux de these étant de concevoir et
de tester expérimentalement nos nouvelles molécules (tests in vitro et
éventuellement in vivo), nous avons choisi les meilleurs dérivés au niveau
énergétique ayant une structure adéquate permettant leur synthese et leur
administration aux patients. Par conséquent, nous avons substitué le noyau du DTG
par le noyau de B3, A2 et B2 en gardant les mémes coordonées pour le reste de la
drogue au niveau du complexe 3S3M. Un cinquieéme dérivé a été ajouté, identique
a la molécule de DTG mais dépourvu du noyau halogéné (Figure 48); c’est une
molécule « controle » qui permettrait de mettre en relief I'implication du noyau

halogéné dans les interactions de la drogue au sein de l'intasome.
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Figure 48 : Structures des cinqg inhibiteurs étudiés par dynamique moléculaire. Le code couleur reste le
méme que celui des Figures 39 et 40. Les substitutions au niveau des noyaux halogénés sont indiquées en
gras et en noir ; Br correspond au brome, F au fluor, Cl au chlore et H a I’'hydrogéne.

Nos cing dérivés ont donc le méme échafaud avec des noyaux halogénés différents.

(Figure 49).

Figure 49 : Superposition des structures de nos cinq ligands avec le logiciel de visualisation VMD (Visual
Molecular Dynamics). lls présentent le méme échafaud (méme coordonnées) mais des substitutions
différentes au niveau des noyaux halogénés (coordonnées différents). Les deux ions de Mg?* chélatés par
les drogues sont représentés par des sphéres roses. Le code couleur des atomes est le méme que celui
adopté précédemment.

Nous avons alors cing complexes initiaux de départ ; ADNv-Intégrase-DTG, ADNv-
Intégrase-B3, ADNv-Intégrase-A2, ADNv-Intégrase-B2 et ADNv-Intégrase-DTG
« contréle ». Comme mentionné précédemment et afin de compléter Ia
compréhension de l'intégration virale ainsi que le mécanisme d’inhibition par DTG,
nous avons ajouté trois complexes supplémentairesa simuler; ADNv-DTG
Intégrase-DTG et Intégrase-ADNv. Les deux premiers ont été obtenus a partir de la
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structure 3S3M en éliminant respectivement l'intégrase et I’ADNv. Pour le
complexe Intégrase-ADNv, nous avons adopté la structure PDB de code 3L2R du
cristal de I'intasome du PFV en présence des ions Mg?*. Cette structure apo (sans
ligands) nous permettra de comparer l'interaction entre I'IN et ’ADNv en absence
de tout ligand ce qui soulignera I'effet de ce dernier sur le complexe bipartite.

Notons que chacun de nos systémes fait a peu prés 200 000 atomes.

Les Figures 50, 51 et 52 illustrent les positions initiales des ligands construits et
situés au niveau de leur site d’action, a I'interface ADNv-IN. Nous retrouvons a la
Figure 50 le complexe ternaire ; ADN-Intégrase-DTG et le complexe ADNv-IN en
I"'absence du DTG ; en comparant les deux sites, nous remarquons comment en
I"absence d’inhibiteur, A17 présente des empilements avec Cis au niveau des noyaux
de leurs squelettes, alors que dans le cas du complexe ternaire, I'inhibiteur se situe
au niveau de la poche occupée précédemment par Ai7. Par conséquent, il effectue
des empilements avec les noyaux de Cis et A1l7 via son noyau halogéné et les

noyaux de son squelette respectivement, avec son fluor en para pointé vers Ga.
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Asp185

Figure 50 : Positions de départ des structures des complexes ADN-Intégrase-DTG (a gauche) et ADN-
Intégrase (a droite) pour le Prototype Foamy Virus (PFV). L’ADN double brin est représenté en batons de
couleur rose et marron, le DTG est représenté en boules pour les atomes et en batons pour les liaisons
entre eux, avec les cations divalents de magnésium (Mg?*) représentés en sphéres roses. La triade
catalytique de l'intégrase est schématisée en batons, avec Asp128, Asp185 et Glu221 correspondant a
Asp64, Aspl185 et Glul52 du VIH-1 respectivement. Le code couleur pour le DTG et pour la triade
catalytique reste le méme que celui utilisé précédemment pour les Figures 39 et 40.

La Figure 51 schématise la position initiale du DTG en présence de I’ADN seul et de
la protéine seule respectivement, et finalement la Figure 52 présente les positions
de départ des ligands DTG « controle et B3. Celles correspondant aux dérivés A2 et
B2 au sein des complexes ternaires sont présentées en annexe vu qu’elles sont tres

similaires a la position de départ du composé B3 (Figure 120 en annexe).
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Figure 51 : Positions de départ des structures des complexes Intégrase-DTG (a gauche) et ADN-DTG (a
droite) pour le Prototype Foamy Virus (PFV). L’ADN double brin est représenté en batons de couleur rose
et marron, le DTG est représenté en boules pour les atomes et en batons pour les liaisons entre eux, avec
les cations divalents de magnésium (Mg?) représentés en sphéres roses. La triade catalytique de
I'intégrase est schématisée en batons, avec Asp128, Asp185 et Glu221 correspondant a Asp64, Asp185 et
Glu152 du VIH-1 respectivement. Le code couleur pour le DTG et pour la triade catalytique reste le méme
que celui utilisé précédemment pour les Figures 39 et 40.

Les nouveaux dérivés s’empilent aussi avec Cis et présentent leur groupement

NHCHjs pointé vers Ga.

Aspl28 o

X

Composé B3

Asp185

DTG
« contrdle »

Figure 52 : Positions de départ des structures des complexes ADN-Intégrase-DTG « controle » (a gauche)
et ADN-Intégrase-B3 (a droite) pour le Prototype Foamy Virus (PFV). L’ADN double brin est représenté en
batons de couleur rose et marron, le DTG contréle et B3 sont représentés en boules pour les atomes et
en batons pour les liaisons entre eux, avec les cations divalents de magnésium (Mg%) représentés en
sphéres roses. La triade catalytique de I'intégrase est schématisée en batons, avec Asp128, Asp185 et
Glu221 correspondant a Asp64, Asp185 et Glu152 du VIH-1 respectivement. Le code couleur pour le DTG
et pour la triade catalytique reste le méme que celui utilisé précédemment pour les Figures 39 et 40, sauf
pour le brome coloré en violet dans ce cas.
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B.lll. Analyse des simulations de dynamique moléculaire conventionnelle

Nos avons effectué de longues simulations de dynamique moléculaire pour chaque
systéme, d’une durée totale de 400 ns, a une température de 300K, en NVT, avec
un pas de temps de 10 fs. A noter que nos simulations sont une premiére a plusieurs
niveaux ; la simulation du complexe entier ADNv-IN-DTG du PFV ou de VIH-1 par
dynamique moléculaire n’a jamais été faite auparavant ainsi que les simulations
des drogues inhibitrices issues du DTG, en champ de force polarisable (AMOEBA)
et en utilisant le logiciel Tinker-HP. Nous avons procédé ensuite a analyser nos
simulations en se focalisant sur des interactions clés qui s’effectuent a plusieurs
niveaux ; entre des résidus importants de I’ADN et les inhibiteurs, entre des résidus
actifs de I'intégrase et les inhibiteurs et entre I’ADN viral et I'intégrase en absence
et en présence de molécules inhibitrices. Ces analyses nous permettront de mieux

comprendre les points suivants :

- Le mécanisme d’action du DTG a l'interface ADNv-IN, en comparant notamment
les dynamiques des systemes DTG-ADNv-IN (systéme 3S3M) et ADNv-IN (systeme
3L2R).

- Le mécanisme d’action des nouveaux inhibiteurs B3, A2 et B2 a I'interface ADNv-
IN en évaluant leur rendement énergétique déja observé au niveau des mini-

systémes par calcul de AE au niveau du complexe entier.

- Le rble que joue le noyau halogéné des inhibiteurs et ceci par comparaison des
simulations des complexes ADNv-IN-inhibtieurs avec le complexe ADNv-IN-DTG

« controle ».
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B.lll.1. Etude des interactions ADN viral — Intégrase

La premiere partie, dans le cadre des analyses de nos simulations de dynamique
conventionnelle, s’articule autour de I’étude des interactions entre des résidus de
I'intégrase et des bases de I’ADN viral dans les complexes suivants : ADN-Intégrase
(Code PDB: 3L2R), ADN-Intégrase-DTG (Code PDB: 3S3M), ADN-Intégrase-B3,
ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2, afin de: (i) compléter notre
compréhension du processus de l'intégration et plus particulierement des sites
d’interaction au niveau des deux partenaires ; (ii) évaluer I'effet des inhibiteurs a
I'interface  ADN-Intégrase sur le comportement des deux partenaires et la
formation de leur complexe au niveau de ces sites d’interaction. Pour rappel, les
résidus de l'intégrase impliqués directement dans les interactions avec I’ADN viral
se trouvent majoritairement au niveau de I’hélice a4 de 'intégrase (Résidus Ser147
> Arg 166) ainsi qu’au niveau de la boucle en amont de cette hélice (Résidus

Phe139 - GIn146) (Figure 53) 111,

Figure 53 : Schéma illustratif de I’hélice a4 du VIH-1, ol sont indiqués les résidus hydrophiles situés a sa
surface. Nous avons encerclé en rouge les résidus hydrophyles dont les interactions avec I’ADN viral ont
été étudiées. La Glycine en position 149 (G149) et la Lysine 160 (K160) étudiées de méme, manquent dans
le schéma.
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Pour les bases de I’ADN, nous rappelons que celles impliquées dans les liaisons avec
I'intégrase sont notamment les six derniéres paires de base au niveau 3’ du brin
clivé ainsi que les résidus a I'extrémité 5’ du brin viral non clivé, complémentaires
a ceux en 3’ du brin clivé (Figure 16). Les liaisons étudiées sont décrites ci-dessous

et rassemblées dans le Tableau 7.

- Distance entre I'hydrogene saillant d’A17 et 'oxygene de Glu152 (Figure 54).1I
faut noter qu’un empilement existe entre Cis et A17 au niveau de I'extrémité
3’, en absence d’inhibiteur, avec le groupement réactif OH de I'adénine qui
pointe vers le site catalytique de l'intégrase pour déclencher |'étape de
transfert de brin 2. Cependant, en présence du DTG, la poche occupée
précédemment par I'adénine sera libérée permettant a la drogue de se situer
a linterface ADN-IN et d’effectuer un empilement avec Cis. 3’0OH de
I’Adénine est ainsi éloigné du site catalytique et la réaction de transfert de

brin est alors inhibée 1261,
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Figure 54 : Positions de départ de nos systémes simulés ; le complexe ADN-Intégrase du PFV (a gauche)
et le complexe ADN-Intégrase-DTG (a droite). Les atomes étudiés sont I’hydrogéne (en blanc) d’Aiz
et 'oxygéne (en rouge) du résidu catalytique Glu221 correspondant au Glu152 du VIH-1. La distance entre
eux est représentée par une ligne pointillée rouge. L'empilement entre les bases Cis et Aj; peut étre
observé dans la figure a gauche, alors que dans la figure a droite, nous observons le DTG enfoncé dans la
poche occupée précédemment par A;;, éloignant son extrémité 3’OH du site actif de l'intégrase et
effectuant a sa place des empilements -1t avec la cytosine. Les cations divalents de Mg?* sont représentés
par des sphéres roses (deux sont chélatés par le DTG a droite alors que dans le complexe ADN-Intégrase
un cation a été identifié uniquement). Les deux autres résidus de la triade catalytique sont aussi
représentés en batons; Asp128 (Asp64 du VIH-1) et Asp185 (Aspl116 du VIH-1). Le code couleur est le
méme que celui des Figures 50, 51 et 52 avec I’ADN viral en batons de couleur rose et marron et le DTG
en batons et boules avec le méme code couleur que celui des figures 34 et 35. Nous présentons
uniquement les positions initiales dans le cas de DTG puisque celles de B3, A2 et B2 lui sont identiques.

- Liaison hydrogéne entre la Glycine 149 (conservée chez le VIH-1 et le PFV sous
forme de Gly218) et la base Gaen 5’ du brin d’ADN viral non clivé, comme démontré

dans le cristal 3L2R de Hare et al 2! (Figure 55 et Figure 121 en annexe).
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Figure 55 : Schéma représentant les contacts ADN-protéine identifiés dans le complexe de code PDB :
3L2R par Hare et ses collaborateurs. Le double brin d’ADN viral est représenté en orange pour le brin non
traité et en magenta pour le brin traité. Les traits pleins indiquent les liaisons hydrogenes entre le résidu
de l'intégrase et la base virale alors que les traits pointillés correspondent aux interactions de vdW. Nous
avons encerclé la G4 dont les interactions avec la Glycine 218 (Gly 218) correspondant a Gly149 chez le
VIH-1, ont été suivies.

- Distance entre la Lysine 156 (K156) et Cis en face d’elle (Figure 122 en
annexe). La Sérine 225 (S225) est I’équivalent de K156 chez le PFV.

- Liaison hydrogene entre la Lysine 159 (K159) et le groupement phosphate
situé entre les deux bases actives Cis et A17 du brin traité (Figure 56 et Figure

122 en annexe).

Gly218
Arg114 — .-
Pro115 -

Argi17
Lys219

Arg222
Ser258
Arg229

Figure 56 : Schéma représentant les contacts ADN-protéine identifiés dans le complexe de code PDB :
3L2R. Le double brin d’ADN viral est représenté en orange pour le brin non traité et en magenta pour le
brin traité. Les traits pleins indiquent les liaisons hydrogénes entre le résidu de I'intégrase et la base virale
alors que les traits pointillés correspodent aux interactions de vdW. Nous avons encerclé les bases A;; et
Cis dont les interactions avec la Lysine 228 (Lys 228) correspondant a Lys159 chez le VIH-1, ont été suivies.
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- Liaison hydrogéne entre la Lysine 160 (K160) dont I’équivalent chez le PFV
est I'Arginine 229 (R229) et le groupement phosphate situé entre les bases
A7 et Ts du brin d’ADN non traité (Figures 122 et 123 en annexe). Ajoutons
gue cette triade de Lysine a été identifiée comme tres importante au niveau
des interactions ADN-Intégrase, par des études antérieures effectuées entre
autres par notre équipe 13112411151,

- La derniére interaction analysée associe la Glutamine 146 (GIn146),
conservée chez I'intégrase du VIH-1 et celle du PFV ou elle correspond a la
Glutamine 215 (GIn215) et Ai7. GIn146 située dans la boucle en amont de
I’"hélice a4, déplace la Thymine Ts du brin d’ADN viral non clivé afin
d’effectuer des liaisons hydrogenes avec I’Adénine A1z complémentaire a Ts,

et faciliter ainsi I’étape du 3’processing (Figure 124 en annexe).

L’étude de ces interactions ainsi que celles présentées par la suite ont été réalisées
en utilisant un algorithme développé au sein de notre laboratoire, qui généere les
résultats sous forme de deux graphiques ; le premier présente I’évolution de la
distance en A en fonction des trajectoires (frames) de nos simulations de
dynamique moléculaire. A noter que toutes nos simulations de 400 ns comportent
2000 frames et qu’au niveau de l'axe des abscisses, chaque 100 frames
correspondent a 20 ns. Le deuxieme graphique obtenu indique la variation de la
densité des points correspondant a nos trajectoires en fonction des distances. |l
permet de déterminer la distance la plus récurrente observée pour la majorité des
positions. Ce graphique donne de méme une idée sur la stabilité des systemes
simulés selon I'aspect des courbes obtenues. Les figures ci-dessous illustrent nos
résultats. Ceux concernant les composés ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2

sont en annexe, étant similaires aux résultats de B3 (Figures 125 a 129 en annexe).
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Ajoutons que les résultats pour le suivi de la liaison entre K160 et les bases virales

A7-T8 sont mises en annexe aussi (Figures 129 a 131 en annexe).

Tableau 7 : Tableau résumant les interactions étudiées entre les résidus de l'intégrase du VIH-1 et les
bases virales de I’ADN du VIH-1. Nos modeéles d’études sont les systémes ADN-Intégrase et ADN-Intégrase-

Inhibiteurs.

Résidus au niveau de 'intégrase du VIH-1

Bases au niveau 'ADN viral du VIH-1

Glu152 (hélice a4)

A, (3’ brin viral traité)

Gly149 (hélice a4)

G, (5’ brin viral non traité)

Lys159 (hélice a4)

Groupement phosphate entre C,,-A;; en 3’
du brin viral non traité

Lys160 (hélice a4)

Groupement phosphate entre A,-Tg en 5’
du brin viral non traité

Lys156 (hélice a4)

Cy6 (3’ brin viral traité)

GIn146 (boucle en amont de I'hélice a4)

A, (3’ brin viral traité)

En observant les graphiques de la Figure 57 nous déduisons la présence de contacts

proches (3,6 A et 4,2 A) au cours des 400 ns de simulation au sein du complexe

ADN-Intégrase, entre I'"hydrogéne réactif terminal d’A17 et Glu152.
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Figure 57 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre 3'OH et Glu152 du VIH-1 (Glu221 dans
le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase (a gauche en haut) et dans le complexe ADN-Intégrase -
DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous
trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas
du complexe ADN-Intégrase et en bas dans le cas du complexe ADN-Intégrase-DTG).

Alors qu’en présence de DTG et de B3, nous confirmons que |'éloignement de
I’hydrogene terminal du Glutamate 152 est maintenu tout au long de nos
simulations, avec des variations de distance entre 9 A et 11 A jusqu’a 50 ns de
simulation, suivies d’une diminution des distances a 8-9 A avant d’atteindre des

distances stables aux alentours de 9,5 A & 220 ns (Figures 57 et 58).
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Figure 58 : Graphique a gauche représentant I'évolution de la distance entre 3'OH et Glul52 du VIH-1
(Glu221 dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 en fonction des pauses de dynamique
moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des
distances obtenues.

Pour les interactions Gly149-Gs, dans le complexe ADN-Intégrase, la liaison
hydrogéne est conservée tout au long des simulations, variant entre 2,8 A et 3,8 A,
avec la plupart des distances aux alentours de 3,2 A (Figure 59, graphiques en haut).
Alors qu’en présence de DTG et de B3, la liaison hydrogene n’est préservée que
pendant 50 ns de simulation. Elle disparait par la suite avec une variation des
distances entre 4,5 A et 5,5 A dans le cas de DTG (Figure 59, graphiques en bas) et
entre 5-6 A dans le cas de B3 (Figure 60).
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Figure 59 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre G4 et Gly149 du VIH-1 (Gly218 dans
le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase (graphique en haut a gauche) ainsi que dans le complexe
ADN-Intégrase-DTG (graphique en bas a gauche) en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues dans le cas des deux complexes ; en haut pour le complexe binaire et en bas pour le complexe
ternaire.

Evolution of G4 - Gly149 distance in DNA-INT-B3 Evolution of G4 -- Gly149 distance in DNA-INT-B3 complex
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Figure 60 : Graphique a gauche représentant I’évolution de la distance entre G, et Gly149 du VIH-1 (Gly218
dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues.
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Pour les interactions avec la Lysine, La liaison hydrogéne entre Lys156 et Cis est
maintenue au cours de nos simulations dans le cas du complexe ADN-Intégrase

avec une distance majoritairement de 2,9 A (Figure 61, graphiques en haut).
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Figure 61 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre Cis et Lys156 du VIH-1 (Ser225 dans
le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase (a gauche en haut) ainsi que dans le complexe ADN-
Intégrase-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite,
nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues dans le cas des

deux complexes ; en haut pour le complexe ADN-Intégrase et en bas pour le complexe en présence du
DTG.

En ajoutant nos inhibiteurs ; DTG et B3 au complexe, cette liaison hydrogene est
maintenue pendant 50 ns de simulation (valeurs entre 2,5 A et 3,5 A) avant que les
deux résidus ne s’éloignent pour atteindre une distance approximative de 5 A

jusqu’a la fin de la simulation (Figure 61, graphiques en bas et Figure 62).
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Evolution of C16 - Lys156 distance in DNA-INT-B3 complex
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Figure 62 : Graphique représentant I'évolution de la distance entre Ci et Lys156 du VIH-1 (Ser225 dans le
cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues.

Quant alaliaison entre la Lys159 et le squelette de Ci6-A17, elle reste stable pendant
les 400 ns de simulation avec des valeurs variant entre 3,2 A et 4 A dont la majorité

se situe aux alentours de 3,6 — 4 A (Figure 63, graphiques en haut).
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Figure 63 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre Cie-A17 et Lys159 du VIH-1 (Lys228
dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase (a gauche en haut) ainsi que dans le complexe ADN-
Intégrase-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite,
nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues dans le cas des
deux complexes ; en haut pour le complexe ADN-Intégrase et en bas pour le complexe en présence du
DTG.
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Alors gu’une fois le DTG et B3 présents, nous observons une perte de ces liaisons
hydrogenes ; les distances augmentent pour atteindre des valeurs variant entre 6
A et 11 A pour DTG et entre 6-8 A pour B3 avec des distances majoritaires de 9-10

A (Figure 63, graphiques en bas et Figure 64).

Evolllftion of Backbone C16-A17 - Lys159 distance in DNA-INT-B3 complex Evolution of C16-A17 -- Lys159 distance in DNA-INT-B3 complex
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Figure 64 : Graphique représentant |'évolution de la distance entre Cis-A17 et Lys159 du VIH-1 (Lys228
dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues.

Finalement, pour les interactions GIn146-A17, la Figure 65 indique qu’au cours des
400 ns de simulation du complexe ADN-Intégrase, la liaison hydrogéne est
conservée entre GIn146 et A1y avec la plupart des distances aux alentours de 2,8-

2,9A.
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Figure 65 : Graphiques a gauche représentent I'évolution de la distance entre A7 et GIn146 du VIH-1
(GIn215 dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase (en haut) et dans le complexe ADN-Intégrase-
DTG (en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les
graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas du complexe
ADN-Intégrase et en bas dans le cas du complexe ADN-Intégrase-DTG).

Alors que dans le complexe ADN-Intégrase-DTG et ADN-Intégrase-B3, (Figure 65,
graphiques en bas et Figure 66), ces liaisons sont immédiatement perdues, ou les
distances entre I'acide aminé et la base virale deviennent majoritairement aux

alentours de 18-19 A aprés 250 ns de simulation.
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. Evolution of A17 - GIn146 distance in DNA-INT-B3 complex
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Figure 66 : Graphique a gauche représentant I'évolution de la distance entre Aj;; et GIn146 du VIH-1
(GIn215 dans le cas du PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 en fonction des pauses de dynamique
moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des
distances obtenues.

Discussion des résultats obtenus pour les interactions ADN-intégrase en absence et
en présence d’inhibiteurs

e Premierement, les courbes et les graphiques obtenus présentent peu de
fluctuations, indiquant que nos complexes sont caractérisés par des
distances moyennes fiables et maintenues le long des simulations.

e Enabsence de tout inhibiteur et au sein du complexe ADN-Intégrase de code
3L2R, des contacts proches entre l'extrémité 3’OH d’Ai; et le résidu
catalytiqgue Glul52 sont conservées, alors qu’il y a perte de ces contacts en
présence des quatre inhibiteurs, respectivement. Ces résultats sont tres
importants, puisqu’ils mettent en valeur le mécanisme d’inhibition de I'étape
de transfert de brin par DTG et qui est maintenue par B3, A2 et B2. En fait,
au cours de toutes les simulations, le DTG et les nouveaux inhibiteurs
gardent leur position au niveau de la poche occupée antérieurement par A1z,
remplacant I'interaction du Glu152 avec I'extrémité 3’OH de I’Adénine. Ainsi,

en éloignant cette derniére et diminuant ses interactions avec la triade
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catalytique de I'IN, ils assurent une inhibition efficace de I’étape de transfert
de brin.

Les liaisons hydrogenes entre Ga et Gly149 observées généralement au sein
du complexe ADN-Intégrase, sont perdues en présence des inhibiteurs
quelques ns apres le début des simulations. Ceci serait di au positionnement
de DTG a proximité de Gly149 et G4 et aux interactions établies entre nos
inhibiteurs et G4 (démontrées dans la partie A du chapitre Il par les valeurs
de AE) contribuant alors a la diminution des contacts entre la base virale et
Gly149.

DTG ainsi que les nouveaux inhibiteurs perturbent le réseau d’interactions
établies entre la Lysine156 et Ci6 ainsi qu’entre la Lysine 160 et le squelette
A7-Ts puisqu’en absence d’inhibiteurs, dans le complexe ADN-Intégrase nous
observons des liaisons hydrogenes stables et constantes au cours des
simulations de dynamique moléculaire alors gqu’une fois les inhibiteurs
présents, ces contacts proches s’estompent entre la Lysinel56 et Ci6 et entre
la Lysinel60 et le squelette de I’ADN viral au niveau des bases Ay et Ts. En
fait, nos inhibiteurs interagissant par empilement -t avec la Cytosine,
affaiblieraient ses interactions avec la Lysine 156.

DTG et les nouveaux inhibiteurs influencent aussi les interactions entre la
Lysine 159 et le squelette Cis-A17 puisqu’ils affaiblissent les liaisons
hydrogenes entre les deux. En effet et vu que, DTG, B3, A2 et B2 éloignent
I’Adénine terminale (A17) du site actif de I'intégrase et perturbent sa position
initiale en s’enfongant dans la poche qu’elle occupait préalablement, A1y
devient alors peu stable et présente une flexibilité importante ce qui

perturbe ses interactions avec la Lysinel59 au niveau du groupement
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phosphate. De plus, par I'interaction des inhibiteurs avec Cis (démontrées de
méme par les calculs de AE), les contacts entre I'adénine et Lys159 sont
perturbées.

e En envahissant la poche préalablement occupée par Ai;, DTG et et les
molécules qui en dérivent contribuent a éloigner aussi A7 de la GIn146.
Ajoutons les empilements des noyaux halogénés avec la base virale qui

remplacent les interactions de cette derniére avec la Glutamine 146.

B.lll.2. Etude des interactions ADN viral — Inhibiteurs

Nous avons continué par une étude approfondie des interactions établies entre nos
inhibiteurs et des nucléotides actifs de I’ADN viral. Ces derniers correspondent aux
bases Cis et A1y, situées a I'extrémité 3’ du brin d’ADN viral clivé ou s’effectue la
réaction de 3’processing catalysée par I'intégrase. On trouve aussi la Guanine Gg,
complémentaire a C16 au niveau de I'extrémité 5’ du brin viral non clivé. Nous avons
étudié, dans les systemes ADN-Intégrase-inhibiteurs (Inhibiteurs correspondant au
DTG, B3, A2 et B2), ADN-Intégrase-DTG « controle » et ADN-DTG, I’évolution des

interactions suivantes :

- L’empilement -t entre nos inhibiteurs et Ci6 (Figure 67)

- L’empilement entre nos inhibiteurs et Ai7 (Figure 50 a gauche).

- La distance entre Gs et la substitution en para des inhibiteurs ; le fluor dans
le cas du DTG, le NHCH3 dans le cas de B3, A2 et B2 et I'hydrogéne
substituant le noyau halogéné dans le cas de la molécule « contrdle » (Figure

132 en annexe).
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DTG Composé B3 Composé A2 Composé B2

Figure 67 : Représentation de I'empilement entre le noyau de Ci¢ et celui de nos inhibiteurs ; Dolutégravir
(DTG), B3, A2 et B2. Le code couleur est le méme que celui adopté précédemment, avec les substitutions
des noyaux des dérivés indiquées en gras et noir. Le chlore (Cl) dans le logiciel VMD est coloré de la méme
couleur que le carbone en cyan.

L’étude de la molécule « controle » mettrait en relief le role joué par le noyau
halogéné dans les interactions avec ’ADNv alors que |'étude du complexe binaire
ADN-DTG en l'absence d’intégrase nous permettrait de voir si I'absence de la

protéine virale a une influence sur l'interaction de la drogue avec I’ADN viral.

Le suivi des empilements est réalisé grace a un second algorithme développé au
sein de notre laboratoire, qui effectue un suivi de I'indice d’empilement 1 (m-
stacking index) entre la base virale et chaque noyau étudié, et attribue une valeur
a cet indice, comprise entre 0 (absence d’empilement) et 0,6 (empilement parfait).
Les résultats sont donnés sous forme d’un diagramme (Figures 68 et 69) qui
représente la densité des points dont chacun correspond a une trajectoire (Density
dans le graphique) en fonction de I'indice d’empilement it pour chaque noyau, pour

une durée totale de simulation de 400 ns.
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Probability density function n-stacking
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Figure 68 : Diagrammes représentant la variation de la densité des positions simulées en fonction de
I'indice d’empilement 1t entre le noyau de Ci¢ et celui des dérivés inhibiteurs pour une durée totale de
simulation de 400 ns. Un indice de 0,1 est obtenu dans le cas du complexe DTG-ADN viral (courbe rose)
et un indice de 0,2 est obtenu dans le cas de Cisavec DTG dans le complexe ternaire (courbe rouge). Pour
les nouveaux dérivés, I'indice d’empilement dans le cas de A2 et B2 est le méme, égal a 0,3 (courbes verte
et jaune respectivement) et de 0,4 dans le cas du composé B3 avec Ci¢ (courbe bleue).

Nous constatons suite a I'analyse de la Figure 68 que le composé B3 présente la
valeur d’indice d’empilement la plus élevée, égale a 0,4 (courbe bleue). Il est suivi
par les composés A2 et B2 ayant le méme indice de 0,3 ; leurs courbes respectives
verte et jaune sont superposées a la Figure 54. Le DTG a présenté les indices
d’empilement 1t les plus faibles de 0,2 dans le complexe ternaire (courbe rouge) et
de 0,1 quand il est présent avec I’ADN viral uniguement (courbe rose). Nous
pouvons énoncer donc que le noyau halogéné de B3 effectue le meilleur
empilement avec Cis, suivi d’A2 et B2 puis du DTG dans le complexe ternaire. Le

DTG en présence de I’ADN viral seul effectue 'empilement le plus faible avec Cie

appuyant I'efficacité de DTG a I'interface ADN-IN.
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Probability density function n-stacking
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Figure 69 : Diagrammes illustrant la densité des points représentant nos trajectoires pour une simulation
de 400 ns en fonction de l'indice d’empilement 1t entre le noyau d’A;; et celui des dérivés inhibiteurs et
du dérivé « contréle». Un indice de 0,1 est obtenu dans le cas du complexe DTG-ADN viral (courbe rose)
et un indice de 0,21 est obtenu dans le cas d’Ai7avec DTG dans le complexe ternaire. Pour les nouveaux
dérivés, I'indice d’empilement dans le cas d’A2 et B2 est de 0,28 et 0,25, respectivement (courbes verte
et jaune respectivement) et il est égal a 0,35 dans le cas du composé B3 avec Aj;. Le DTG « contrdle »
quant a lui présente une valeur de 0,15.

Les diagrammes de la Figure 69 montrent que le composé B3 présente I'indice
d’empilement avec A7 le plus élevé, égal a 0,35 (courbe bleue), suivi par A2 puis
B2 ayant des indices respectifs de 0,28 (courbe verte) et 0,25 (courbe jaune). Le
DTG quant a lui présente les valeurs d’indice d’empilement les plus faibles ; de 0,21
dans le complexe ternaire (courbe rouge), de 0,1 avec I’ADN seul (courbe rose) et

de 0,15 quand il est dépourvu du noyau d’halobenzéene (courbe en violet).

Concernant les interactions inhibiteurs-Ga, Hare et ses collaborateurs ont en fait
observé des contacts proches, aux alentours de 3 A, entre le fluor en para du DTG
et le carbone en position 6 (C6) de Ga % au niveau du cristal 3S3M de l'intasome
du PFV en présence du DTG et Mg?*. Nous avons donc choisi d’analyser I’évolution
de la distance entre C6 de la guanine et les substitutions en para de nos dérivés ; le
fluor du DTG, l'azote du groupement NHCH3 de B3, A2 et B2 et I'hydrogene
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substituant le noyau halogéné dans le cas du DTG «controle » (Figure 132 en

annexe et Figures 70, 71 et 72).
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Figure 70 : Graphiques représentant |’évolution de la distance entre DTG et G4 (a gauche en haut) et DTG
«contréle » et G4 (3 gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite,
nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans
le cas du DTG avec G, et en bas dans le cas du DTG « contréle » avec Ga).

L’analyse des graphiques de la Figure 70 nous fournit les informations suivantes :
la variation de la distance DTG-G4 est entre 3 A et 4 A (graphique a gauche en haut),
avec la majorité des distances comprise entre 3,2 A et 3,8 A (graphique a droite en
haut). Pour le DTG sans noyau halogéné, les distances commencent entre 9 A et 12
A avant de diminuer et atteindre des valeurs comprises entre 7 A et 10 A (graphique
a gauche en bas) avec une majorité aux alentours de 9 A (graphique a droite en

bas).
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Figure 71 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre B3 et G4 (a gauche en haut) et A2 et
G4 (3 gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons
les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3
avec Gg et en bas dans le cas d’A2 avec Ga).

Concernant les distances entre N de NHCHs pour B3, A2 et B2 et C6 de la guanine
(Figures 71 et 72), elles varient entre 2 A et 3 A avec la majorité des distances égale
a 2,2 A pour B3 (Figure 71, graphique a droite en haut), comprise entre 2,5 A et 2,7
A pour B2 (Figure 72, graphique a droite en haut) et située entre 2,2 A et 2,6 A pour
A2 (Figure 71, graphique a droite en bas).
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Figure 72 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre B2 et G4 (a gauche en haut) et DTG
et Gy dans le complexe ADNv-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues (en haut dans le cas de B2 avec G4 et en bas dans le cas du DTG avec Gsdans le complexe ADNv-
DTG).

En I'absence d’ADNv (Figure 72, graphiques en bas), nous remarquons que les
contacts DTG-G4 s’établissent a une distance proche aux alentours de 3 A puis
s’éloignent aprés 50 ns a une distance entre 6 A et 8 A avant d’atteindre une valeur
de 10 A. Le graphique de la Figure 74 a droite en bas illustre ces fluctuations de

distance.

Discussion des résultats obtenus concernant les interactions ADN-inhibiteurs

e En premier lieu, I'aspect droit des courbes en étudiant 'empilement entre
Ci6 et les inhibiteurs ainsi que les interactions électrostatiques entre G4 et les

inhibiteurs indique que la majorité des trajectoires de nos composés
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présente principalement le méme indice d’empilement et la méme distance,
confirmant que nos structures restent stables tout au long des simulations
affichant des valeurs précises et fiables.

B3, A2 et B2 présentent de meilleurs indices d’empilement it avec Cis ainsi
que des indices d’empilement avec A1z plus élevés par rapport au DTG au sein
du complexe ternaire. lls interagissent donc d’'une maniére plus effiace et
spécifigue que le DTG avec ces deux bases terminales virales. Ceci
expliquerait les meilleures énergies d’interactions de nos dérivés (AE)
obtenues précédemment par calcul de chimie quantique et de SIBFA ; en
effet des interactions plus spécifigues de B3, A2 et B2 avec Cis
particulierement ont contribué a un rendement énergétique plus important
de ces dérivés par rapport au DTG.

Les contours de potentiel électrostatique générés pour DTG, B3, A2 et B2
appuient notre point précédent. Il existe en effet un accord entre les indices
d’empilement des noyaux du DTG, B3, A2 et B2 avec la cytosine dans les
complexes ternaires et leurs MEP. La Figure 73 rappelant ces contours,
montre une région de potentiel électrostatique plus élevée au centre du
noyau de B3 (région rouge) par rapport au centre des noyaux d’A2 et B2
(région jaune orange) et DTG (région jaune vert). Ceci explique également le
meilleur empilement n-rt effectué entre B3 et Cis par rapport aux autres
dérivés. C'est en accord avec la valeur de AE trouvée pour B3 (-31,2 kcal/mol)
par rapport aux valeurs de DTG, A2 et B2 de -27,1 kcal/mol et -31,0 kcal/mol

respectivement.
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Composé B3 Composé A2 Composé B2 DTG

-2.094e-2

2.094e-2

Figure 73 : Contours des potentiels électrostatiques des composés B3, A2, B2 et du Dolutégravir
(DTG). La barre colorée a droite indique la variation de la densité électronique entre -2,094¢
(correspondant a la couleur rouge) et 2,094%2 (correspondant a la couleur bleue).

Nous pouvons déduire que les interactions des dérivés inhibiteurs avec Cis
aboutissent a une diminution des contacts proches entre cette cytosine et la
Lysine 156 ainsi que la Lysine 159, comme démontré dans la partie
précédente (B.l.1). De plus, leurs contacts proches avec G4 via leur
groupement en para contribuent a la diminution des interations de Ia
Guanine avec Gly149.

En plus de I’éloignement de I’Adénine A17 du site actif de I'intégrase par DTG,
B3, A2 et B2, ces derniers interagissent avec elle par empilement. Ceci peut
expliquer de méme pourquoi les interactions d’A17 avec Glu152, avec Lys159
ainsi gu’avec GIn146 diminuent une fois les inhibiteurs présents a 'interface
ADN-Intégrase.

Les structures des noyaux d’A2 et B2 sont trés proches avec un fluor en
ortho, un halogene en ortho et NHCHs en para. Cette analogie au niveau de
la structure explique la similitude de lI'indice d’empilement de leur noyau
halogéné avec Ci6 et par conséquent la superposition de leurs courbes (de
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couleur verte pour A2 et jaune pour B2) dans la Figure 56 et les mémes
valeurs de AE de -31,0 kcal/mol calculées dans la partie précédente.

Des contacts plus proches s’effectuent entre I'azote de NHCHs que nous
trouvons chez B3, A2 et B2 et le carbone 6 de la guanine ; les distances
varient entre 2 A et 3 A par rapport aux distances entre 3 A et 4 A du fluor du
DTG avec C6 de la guanine. Ceci souligne I'importance du groupement NHCH3
gue nous avons ajouté, qui rapproche le noyau halogéné de la base virale de
I’ADN, assurant des contacts plus spécifiques entre les deux.

B3 est le dérivé présentant la meilleure interaction avec Ci6 ainsi qu’avec A1z
puisqu’il a les indices d’empilement les plus élevés, 0,4 et 0,35
respectivement. De plus, comparé a A2 et B2, B3 est le plus proche de Ga via
son groupement NHCHs avec des distances approximatives de 2,2 A. Ainsi
son meilleur rendement énergétique (AE = -31,2 kcal/mol) par rapport aux
DTG, A2 et B2 est expliqué par des interactions plus spécifiques avec les trois
bases virales étudiées. B3 s’avere étre donc le dérivé le plus efficace parmi
les nouveaux inhibiteurs. Ceci met en relief la présence du brome comme
substitution en ortho que nous explorerons par la suite.

Notons que les aspects des courbes obtenues a la Figure 68 ne sont pas
identiques a celles obtenues a la Figure 69; les valeurs de lindice
d’empilement fluctuent plus dans le cas d’A17 que dans le cas de Cie. Ceci est
dd au fait que la structure d’A;7 présente des degrés variables de désordre
observés par Hare et al dans le cristal de I'intasome du PFV avec le DTG et
Mg?* 1141, suite a son éloignement de sa position initiale. Cette flexibilité de la
structure d’Ai7 explique alors les variations des valeurs d’indice

d’empilement entre I’Adénine et les noyaux du squelette de nos inhibiteurs.
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e Le DTG au sein du complexe ternaire s’empile d’'une maniére plus efficace
avec le noyau de Cs6 ainsi qu’avec les noyaux d’A17 qu’en présence de I’ADN
viral seul. En effet, en présence de ’ADN uniquement, |'indice d’empilement
trouvé pour le DTG est de 0,1, valeur plus faible que trouvée en présence de
I’ADNv et I'IN (valeur de 0,2). De plus, les contacts spécifiques entre le DTG
et Gs sont affaiblis peu a peu en I'absence de 'intégrase, éloignant le noyau
de DTG de la Guanine. Ceci est en accord avec des études précédentes
effectuées sur les inhibiteurs de transfert de brin, révélant que ces derniers
se fixent au niveau de l'intégrase du VIH-1 quand I'enzyme est engagée
avec I’ADN viral, apres I'étape du 3’ processing et avant I'étape de transfert
de brin 3. Du coup, un mode d’action efficace du DTG nécessite la présence
simultanée de ses deux partenaires. Ainsi, en absence de I'IN, I'interaction
respective de DTG avec Cis, A17 et Gs s’est affaiblie.

e Enabsence de noyau halogéné, le DTG «controéle » dans le complexe ternaire
présente un indice d’empilement avec A7 plus faible (0,15) que celui de DTG
(0,21) dans le complexe ternaire. Nous remarquons aussi chez la molécule
« controle » que son hydrogene remplacant le noyau halogéné est éloigné
de Gs a des distances allant jusqu’a 12 A. Cet éloignement marque
I'implication du noyau halogéné dans les interactions spécifiques des
drogues inhibitrices avec Cis, G4 et A17, 'inhibiteur se positionnant au niveau

de la poche libérée par I’Adénine.

B.lll.3. Etude des interactions Intégrase — Inhibiteurs

Les inhibiteurs de transfert de brin agissant a I'interface ADN-IN, et aprés I'analyse

des interactions entre I’ADN viral et les inhibiteurs, nous nous intéressons a |’étude
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des interactions entre nos inhibiteurs et I'intégrase du PFV, particulierement au

niveau de résidus clés (conservés chez le VIH-1).

B.l11.3.1. Evaluation de la distance entre des résidus clés de l'intégrase virale et
les inhibiteurs

Dans le cristal de I'intasome du PFV et en présence du DTG et des cations Mg?",
Hare et ses collaborateurs ont identifié des interactions entre des résidus clés de
I'intégrase du PFV et le DTG ¢, En premier lieu, ils ont identifié des contacts de van
der Waals entre le fluor en position ortho du DTG et les carbones Cy et C6 du
Glutamate en position 221 de la triade catalytigue du PFV, correspondant au
Glutamate en position 152 de l'intégrase du VIH-1 (Figure 47 et Figure 132 en
annexe). Deuxiemement, bien que le DTG résiste a certaines mutations au niveau
de I'IN, il affiche une faible résistance face a la substitution du résidu Glycine 118
en Arginine (Gly118R) 4, En effet, Hare et al ont observé que le DTG s’étend vers
Gly118, établissant avec elle une liaison hydrogéne (Figure 74). Cette Gly118 est
conservée au niveau de 'intégrase du VIH-1 et celle du PFV (Gly187 dans la Figure
47). Elle est située dans la boucle B4-a2 de l'intégrase ; cette boucle contient le

résidu catalytique Asp116 (correspondant a Asp185 du PFV).

Glycine 187 Glycine 187 Glycine 187

DTG Composé B3 DTG «contrdle »

Figure 74 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« contrGle » par rapport a la Glycine 118, avec en gras et rouge les atomes dont les distances ont été
suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée indique la distance entre eux. Les composés A2
et B2 ayant des positions de départ similaires au composé B3 ne sont pas représentés dans la figure.
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Une autre interaction clé identifiée implique le carbone du « linker » du DTG et le
Cy de la Proline 145 du VIH-1, résidu situé au niveau de la boucle en amont de
I’hélice a4 et conservé chez I'intégrase du PFV (Proline 214) (Figure 47 et Figure 133
en annexe). On a constaté que le DTG ajuste sa position en fonction de celle de
Pro145 ; en effet, on a observé dans la structure du DTG en présence de |'intégrase
mutée S217H (Code PDB : 353N) un déplacement de la Proline 145 de 0,49 A par
rapport a sa position dans la structure de I'intégrase sauvage en présence du DTG
(code 3S3M) suite a la mutation S217H. Par conséquent, les atomes du « linker »
du DTG se sont déplacés 0,4 A afin de préserver leurs contacts de vdW avec la
proline %), Ainsi, nous avons suivi I’évolution de la distance entre les carbones Cy
et C6 de Glul52 et I'atome en position ortho de nos inhibiteurs, séparément. Ce
dernier correspond au fluor dans le cas du DTG, A2 et B2, au brome dans le cas de
B3 et al’hydrogene dans le cas du DTG « contrdle » (Figure 133 en annexe). Ensuite,
nous avons étudié la variation de la liaison hydrogene établie entre la Gly118 et le
DTG vérifiant si la susceptibilité de ce dernier a la Glycine 118 est due a ses contacts
proches avec elle. La distance entre la Gly118 et B3, A2 et B2 a été de méme
évaluée séparément afin de mieux décrire le comportement de chaque dérivé vis-
a-vis de ce résidu. Finalement, nous avons relevé les distances entre le Cy de la
Pro145 et le carbone du « linker » de nos inhibiteurs (Figure 134 en annexe) afin de
voir non seulement si les liaisons de vdW entre le DTG et ce résidu sont maintenues
au cours de nos simulations, mais aussi si nos nouveaux inhibiteurs présentent des
contacts proches avec Prol45. Le DTG « controle » sera de méme pris en
considération toujours dans le but de mettre en évidence le role joué par le noyau
halogéné dans les contacts inhibiteur-IN. Enfin, la formation du complexe ADNv-IN

étant nécessaire pour une activité optimale des INSTIs, I'évolution des trois
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distances mentionnées ci-dessus a été suivie également au niveau du complexe
Intégrase-DTG. L'étude de ce complexe binaire montrerait la contribution de ’ADN
viral a ces interactions. L'ensemble des résultats est présenté aux figures ci-
dessous. Concernant les interactions Glul52-inhibiteurs, les résultats étant
similaires pour le Cy et le C§, nos graphiques afficheront les distances inhibiteurs-
Cy uniguement ; celles avec le C6 ainsi que la distance Cy-B2 sont présentées en
annexe (Figures 135 a 138). Pour les distances inhibiteurs-Gly118 et inhibiteurs-
Pro145, nous présentons les résultats pour B3 uniqguement étant donné que les
trois dérivés B3, A2 et B2 ont généré des profils de graphiques similaires (Figures

139 et 140 en annexe).

Evolution of DTG - Glu152 (Gamma Carbon) distance Evolution of DTG -- Glu152 (Gamma Carbon) distance
= DTG -- Glul52 (Gamma Carbon) — DTG -- Glul52 (Gamma Carbon)
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Figure 75 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre DTG et Glul52 (correspondant au
Glu221 du PFV) (a gauche en haut) et entre DTG « contble » et Glul52 (a gauche en bas) en fonction des
pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des
pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas du DTG avec Glul52 et en bas dans le cas
du DTG «controle » avec Glul52,

Distance (Angst.)
Density
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Nous observons une variation de la distance entre le fluor en ortho du DTG et le Cy
de Glul52 comprise entre 3,5 et 4 A tout au long des simulations (Figure 75,
graphigue en haut a gauche) avec des contacts majoritairement aux alentours de
3,8-3,9 A (Figure 75, graphique en haut a droite). Pour le DTG «contrdle», la
distance qui sépare son hydrogéne du Glu152 varie entre 5 A et 8 A avec des valeurs

majoritairement égales a 6,8 A (Figure 75, graphiques en bas respectivement).
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Figure 76 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre B3 et Glu152 (correspondant a Glu221
pour le PFV) (a gauche en haut) et entre A2 et Glul52 (a gauche en bas) en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en
fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3 avec Glu152 et en bas dans le cas d’A2avec
Glu152).

Quant a nos nouveaux dérivés, dans le cas de B3 et A2, la distance respective entre
le Cy du résidu catalytique et le brome en ortho de B3 ainsi que le fluor en ortho
d’A2 est aux alentours de 3,5-4 A (Figure 76, graphique a gauche). Elle diminue a
une valeur de 3 A aprés 80 ns de simulation dans le cas de B3 ou elle reste
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majoritairement aux alentours de 3,2-3,3 A (Figure 76, graphiques en haut a

droite). Tandis que la majorité des trajectoires d’A2 affichent des distances de 3,5-

3,6 A (Figure 76, graphique en bas a droite).
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Figure 77 : Graphique a gauche représentant I’évolution de la distance entre DTG et Glul52
(correspondant au Glu221 du PFV) au sein du complexe Intégrase-DTG en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons le graphique de la densité des pauses en

fonction des distances obtenues

Les deux graphiques de la Figure 77 correspondent a I’évolution de la distance fluor

— Cy dans le cas du DTG en présence de l'intégrase uniquement. lls indiquent des

contacts proches entre les deux (entre 3,5 et 4 A) au début de la simulation, qui

augmentent par la suite aprés 50 ns et fluctuent entre 6,5 A et 9 A, avec la plupart

des distances égales a 8,5 A, comme I'indique la courbe du graphique a droite.
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Figure 78 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre DTG et la Glycine 118 (correspondant
a la Glycine 187 du PFV) (a gauche en haut) et entre le DTG « contrdle » et la Glycine 118 (a gauche en
bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques
de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas du DTG avec Gly118 et
en bas dans le cas du DTG « contrdle » en présence de Gly118).

Pour les interactions de DTG et DTG « controle » avec Gly118 et Pro145, nous
remarquons que les liaisons hydrogenes établies entre le DTG et la Gly118 ainsi que
celles avec la Pro145 sont conservées au cours des 400 ns de simulation, avec la
majorité des distances variant entre 3,2 A et 3,6 A dans le cas de la Glycine (Figure
78, graphiques en haut) et entre 3,5 A et 4 A dans le cas de la Proline avec une
majorité de distances égale a 3,9 A (Figure 79, graphiques en haut). Ceci est de
méme observé dans le cas du DTG « contole » qui maintient des contacts proches
entre 3,4 A et 3,6 A avec la Gly118 (Figure 78, graphiques en bas) et entre son

« linker » et la Pro145 ou la majorité des distances est égale a 3,8 A (Figure 79,

graphiques en bas).
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Figure 79 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre DTG et la Proline 145 (a gauche en
haut) et DTG « contréle » et la Proline 145 (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique
moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des
distances obtenues (en haut dans le cas du DTG avec Pro145 et en bas dans le cas de DTG « contréle » en
présence de Pro145).

Concernant le complexe ADN-Intégrase-B3, les liaisons hydrogenes avec Gly118 et

les contacts de vdW entre son « linker » et Pro145 sont maintenues au cours des

simulations, a des distances majoritairement égales a 3,5 A dans le cas de la Glycine

(Figure 80, graphiques en haut). Elles varient entre 3,7 A et 3,9 A dans le cas de la

Proline (Figure 81, graphiques en haut).
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Figure 80 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre B3 et la Glycine 118 (correspondant
a la Glycine 187 du PFV) (a gauche en haut) et DTG et la Glycine 118 dans le complexe Intégrase-DTG (a
gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les
graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3 avec
Gly118 et en bas dans le cas du DTG en présence de Gly118 dans le complexe DTG-Intégrase).

Cependant en l’absence de I’ADNv, nous remarquons une perte des contacts
proches effectués entre le DTG et les deux résidus ; la liaison hydrogene est perdue
entre I'inhibiteur et Gly118 ou la distance entre les deux est de 5 A & peu preés
jusqu’a 280 ns de simulation avant d’augmenter a des valeurs entre 8 A et 10 A vers
la fin des simulations (Figure 80, graphiques en bas). La liaison de vdW est
maintenue entre le linker du DTG et Pro145 uniquement au cours des premieres

50 ns de simulation. Apres cette durée, la distance entre les deux est située

majoritairement a 15 A (Figure 80, graphiques en bas).
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Figure 81: Graphiques représentant |’évolution de la distance entre B3 etla Proline 145 (a gauche en haut)
et entre le DTG et la Proline 145 dans le complexe Intégrase-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses
de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en
fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3 avec Pro145 et en bas dans le cas du DTG en
présence de Pro145 dans le complexe Intégrase-DTG).

Discussion des résultats obtenus concernant les interactions des inhibiteurs avec les
résidus clés de l'intégrase

e Lesgraphiques obtenus présentent peu de fluctuations au niveau des valeurs
des distances attribuées aux trajectoires des systemes simulés, ce qui
indigue que nos structures restent stables tout au long des simulations et
que les valeurs affichées sont correctes et fiables.

e DTG interagit d’'une maniere stable avec la Gly118 et la Pro145, effectuant
avec elles des contacts proches conservés le long des simulations. Ceci
explique la position de départ du DTG, observée par Hare et ses
collaborateurs dans le cristal 3S3M ou la drogue tend vers Gly118 et se

trouve a proximité d’elle. Sa susceptibilité a la mutation G118R est donc due
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aux contacts spécifiques avec ce résidu. De plus, les contacts proches et
conservés entre la Pro145 et DTG expliquent pourquoi ce dernier ajuste sa
position suite au mouvement de la Proline dans le cas du complexe muté
S217/H B,

Nos nouveaux dérivés B3, A2 et B2 ainsi que le DTG présentent des liaisons
stables entre leur atome en ortho et le résidu Glu152 de la triade catalytique.
Ces liaisons sont aux alentours de 3,5-4 A, distances caractéristiques des
liaisons de vdW. Ce qui explique la diminution des interactions entre Glu152
et A17 démontrée dans la partie B.l. Ajoutons que B3, A2 et B2 maintiennent
des contacts proches avec la Gly118 et la Pro145 au cours des simulations.
Ainsi, les interactions des trois dérivés avec ces résidus clés sont conservées
tout au long de nos dynamiques.

B3 effectue des contacts légerement plus proches via son brome avec le Cy
du Glul52 par rapport au fluor de DTG, A2 et B2. En effet, nous observons
les distances suivantes ; Brome — Cy = 3,3 A / Fluor (A2) = Cy = 3,5 A / Fluor
(B2)—Cy = 3,7 A (résultats en annexe) / Fluor (DTG) —Cy = 3,9 A. B3 présente
donc l'interaction la plus forte avec ce résidu catalytique de l'intégrase,
confirmant notre choix du brome comme substituant. B3 possede donc le
meilleur profil inhibiteur, via ses contacts plus proches avec les bases de
I’ADN (démontrés procédemment) ainsi qu’avec Glu152.

Le DTG « contrble », dépourvu de son noyau d’halobenzene présente des
distances trés élevées (aux alentours de 7 A) entre son hydrogéne et Cy de
Glul52. Ces dernieres ne caractérisent plus des liaisons de vdW. Il y a donc
eu une perte des contacts entre la drogue et Glul52 ce qui souligne

I'importance du noyau d’halobenzéne non seulement pour interagir avec
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I’ADN viral mais aussi avec la triade catalytique de I'intégrase. Cependant, les
contacts sont conservés entre la molécule « controle » et Gly118 et Pro145
respectivement. Nous pouvons conclure par la suite que la structure
halogénée ne joue pas de role direct et majeur dans l'interaction de
I'inhibiteur avec ces résidus de I'intégrase

e Le complexe binaire Intégrase-DTG a manifesté des pertes des liaisons de
vdW entre le fluor du DTG et le résidu catalytique Glu152, aprés quelques ns
de simulations. Il y a eu aussi une perte des contacts proches entre le DTG et
les Glyl18 et Prol45. Ceci souligne l'instabilité et la non spécificité de
I'interaction entre le DTG et I'intégrase en absence d’ADNv. En fait, la fixation
des inhibiteurs de transfert de brin a I'intégrase virale nécessite une enzyme
fonctionnelle liée a I’ADNv 1611371,

B.lll.3.2. Evaluation de la distance entre les résidus causant des mutations de
résistance primaires et secondaires chez I'intégrase du VIH-1 et nos inhibiteurs

L'intégrase, suite au contact des inhibiteurs de transfert de brin, développe des
mutations de résistance primaires et secondaires. Or, le but ultime de notre
stratégie de conception de nouvelles molécules inhibitrices étant de renforcer leurs
interactions respectives avec I’ADN viral afin de compenser une perte éventuelle
des contacts de I'IN en cas de résistance. Par les calculs de AE et nos analyses
précédentes des interactions ADN-inhibiteurs, nous avons validé les interactions
spécifiques de nos drogues avec I’ADN viral. DTG est déja connu pour surmonter la
majorité des mutations de résistance ciblant RAL et EVG 18119 et notre équipe a
démontré dans des études précédentes in vitro que cette caractéristique du DTG
est due a une interaction plus spécifique avec I’ADN viral clivé par rapport a RAL et

EVG 20121 Dans cette partie, et par un suivi de I'évolution de la distance entre DTG
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et les résidus de I'intégrase qui subissent une mutation de résistance primaire ou

secondaire, nous cherchons a démontrer que des contacts de DTG moins

importants avec IN seraient a la base de sa moindre sensibilité aux mutations de

résistance. Nous évaluerons de méme cette caractéristique chez B3, A2 et B2, afin

de vérifier I'effet des substitutions réalisées sur les interactions des dérivés avec

I’enzyme. Les résidus de IN impliqués dans des mutations de résistance primaires

au contact de RAL et EVG sont les suivants 22! :

la Tyrosine 143 mutée en Histidine ou Arginine ou Cystéine (Y143 H/R/C). Elle
est située dans la boucle catalytique en amont de |I'hélice a4 et est conservée
chez les intégrase du VIH-1 et du PFV; son équivalent correspond a la
Tyrosine 212 du PFV (Figure 47). Dans le cristal de code 3S3M, Hare et
collaborateurs ont identifié des contacts de vdW eentre I'hydrogene du
groupement hydroxyle (OH) du noyau aromatique de Tyr143 et le carbone
du squelette des drogues (Figure 141 en annexe).

I’Asparagine 155 mutée en Histidine (N155H), est située au niveau de I'hélice
a4 et est conservée chez les intégrases du VIH-1 et du PFV, avec I’Asn 224
comme son équivalent chez ce dernier (Figure 47).

La Glutamine 148 mutée en Histidine ou Arginine ou Lysine (Q148 H/R/K),
non conservée chez le PFV ; la Sérine 217 lui correspond dans l'intégrase de
ce dernier (Figure 47). Elle est située au niveau de I’hélice a4. Elle est souvent
accompagnée d’une mutation de résistance secondaire au niveau de la
Glycine 140 (G140 S/A). Notons que dans le cas du PFV, la mutation S217H
est I’équivalent de la double mutation Q148H/G140S chez le VIH-1 puisque

le PFV présente déja une sérine en position 140.
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Nous suivrons |’évolution de la distance entre les résidus de mutations primaires
(Tyr143, Asn155 et GIn148) et les inhibiteurs anti-intégrase DTG, B3, A2, B2 et le
DTG «contrOle ». Ce denier nous donnera un apercu sur I'implication du noyau
halogéné dans ces interactions. Les distances suivies sont: I'hydrogene du
groupement hydroxyle (OH) du noyau aromatique de Tyr143 avec le carbone du
squelette des drogues, le Carbone a d’Asn155 avec le carbone du « linker » de nos
inhibiteurs, situé en face de ce résidu et enfin le carbone a de S217 avec le carbone
du « linker » de nos inhibiteurs, en face de lui (Figures 141 a 143 en annexes). Dans
le cas de la mutation de résistance secondaire, les résultats du suivi de I’évolution
de la distance entre la Gly140 et les inhibiteurs seront indiqués en annexe (Figures

144 3 147 en annexe).

Premiérement, I"analyse de la Figure 82 montre des contacts proches de 4 A
s’effectuant entre I’hydrogene de Tyr143 et le carbone du DTG, ainsi qu’entre la
Tyrosine et le DTG « contrdle ». Ces contacts sont perdus respectivement apres 40
ns de simulation et apres 20 ns. Dans le cas du DTG, les distances augmentent et
varient entre 5 A et 6,5 A. Ensuite, a partir de 150 ns de simulation, le DTG s’éloigne
davantage de la Tyrosine et se situe a 8,5 A (Figure 82, graphiques en haut). Alors
que dans le cas du DTG « contrdle », la distance devient proche de 8 A, avant de se

stabiliser a une valeur entre 10 A et 11 A aprés 50 ns de simulation.
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Evolution of DTG -- Tyr143 distance
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Figure 82 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre DTG et la Tyrosine 143 (a gauche en
haut) et le DTG « contrdle » et la Tyrosine 143 (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique
moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des
distances obtenues (en haut dans le cas du DTG avec la Tyrosine 143 et en bas dans le cas du DTG
«contréle » avec la Tyrosine 143).

Concernant les résidus Asn155 et Ser217, la distance entre eux et le DTG est stable
tout au long des simulations, variant respectivement aux alentours de 9-10 A
(majorité des distances entre 9,3-9,5 A dans le cas d’Asn et entre 9 A et 9,5 A dans
le cas de Ser) (Figure 83 et 84, graphiques en haut). Quant au DTG «contréle », sa
distance avec ces deux résidus varie respectivement autour de 10-10,5 A et 9-11,5

A (Figure 83 et 84, graphiques en bas).
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Figure 83 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre le DTG et I’Asparagine 155 (Asn155)
(correspondant a Asn224 chez le PFV) (a gauche en haut) et entre le DTG «contréle » et I’Asparagine 155
(a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les
graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas du DTG avec
I’Asparagine 155 et en bas dans le cas du DTG « controle » avec I’Asparagine 155).
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Figure 84 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre le DTG et la Sérine 217 du PFV
correspondant a la Glutamine 148 (GIn148) du VIH-1 (a gauche en haut) et entre le DTG «contrdle » et la
Sérine 217 du PFV (GIn148 du VIH-1) (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues (en haut dans le cas du DTG avec GIn148 et en bas dans le cas du DTG «contrdle » en présence
de GIn148).
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Au sein des complexes ADN-Intégrase-nouveaux dérivé (Figures 85 et 86), le
comportement des dérivés vis-a-vis la Tyrl43 sont presque similaires ; les liaisons
s’établissant sont proches, a une distance de 4 A jusqu’a 20 ns de simulation puis,
dans le cas de B3 et B2, la distance augmente et devient de 6 A avant de varier
entre 7 A et 10 A jusqu’a 200 ns de simulation dans le cas de B3 (Figure 85,
graphique en haut a gauche) et de 10 A a 320 ns de simulation dans le cas de B2
(Figure 86, graphique en bas a gauche). B3 s’éloigne alors davantage et se trouve
a 12,5 A majoritairement (Figure 85, graphique en haut a droite) alors que la
plupart des distances entre B2 et Tyr143 sont de 9 A (Figure 86, graphique en bas

a droite).
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Figure 85 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre B3 etla Tyrosine 143 (correspondant
a la Tyrosine 212 du PFV) (a gauche en haut) et entre A2 et la Tyrosine 143 (a gauche en bas) en fonction
des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des
pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3 avec la Tyrosine 143 et en bas dans
le cas d’A2 avec la Tyrosine 143).
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Quant a A2, la distance augmente et varie entre 6 A et 8 A jusqu’a 60 ns, puis se

stabilise aux alentours de 9 A avant d’augmenter a 11,5 — 12 A aprés 260 ns de
simulation. La majorité des distances Tyr 143 — A2 sont égales a 11 A (Figure 85,

graphiques en bas).
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Figure 86 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B2 etla Tyrosine 143 (correspondant
a la Tyrosine 212 du PFV) (a gauche en haut) et DTG et la Tyrosine 143 au sein du complexe Intégrase —
DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous
trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas
de B2 avec la Tyrosine 143 et en bas dans le cas du DTG avec la Tyrosine 143 dans le complexe Intégrase
-DTG).

Finalement, en considérant les complexes des inhibiteurs-IN en absence de I’ADNyv,
les graphiques de la Figure 86 montrent une instabilité de la liaison DTG-Tyr143
avec une perte rapide des contacts de vdW et des distances de liaisons éloignées

de 16 A dans leur majorité.
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Pour les interactions avec les résidus Asn et Ser, la distance varie dans le cas de B3
entre 10,5 A et 13,5 A et entre 11 A et 12 A respectivement avec la majorité des
valeurs égales a 12 A (Figure 87 et 89, graphiques en haut). La distance A2-Asn155
est quant a elle entre 9,5 A et 10,5 A pour I’Asparagine et entre 10,5 A et 11,5 A
pour la Sérine (Figure 87 et 89, graphiques en bas), avec des distances majoritaires

de 11 A.
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Figure 87 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B3 et la I’Asparagine 155
(correspondant a Asn224 chez le PFV) (a gauche en haut) et entre A2 et I'Asparagine 155 (a gauche en
bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques
de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B3 avec I’Asparagine
155 et en bas dans le cas d’A2 en présence de |’Asparagine 155).

Concernant la distance B2-Asn155, nous trouvons qu’elle varie entre 9,5-10,5 A
avant de se stabiliser & 8 A aprés 50 ns de simulation avec une distance
majoritairement aux alentours de 9,5 A (Figure 88, graphiques en haut). De plus,
B2 est a 10 A a peu prés de la Ser217 jusqu’a 100 ns de simulation. Il passe a 12 A
a 200 ns de simulation avant de revenir & une distance de 11 A. Il est situé
majoritairement a 10,5 A (Figure 90, graphiques en haut).
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Figure 88: Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B2 et I’Asparagine 155
(correspondant a Asn224 chez le PFV) (a gauche en haut) et entre DTG et I'Asparagine 155 dans le
complexe Intégrase-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A
droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut
dans le cas de B2 avec I’Asparagine 155 et en bas dans le cas du DTG en présence de I’Asparagine 155
dans le complexe Intégrase - DTG).
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Figure 89 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B3 et la Sérine 217 du PFV
correspondant a la Glutamine 148 (GIn148) (a gauche en haut) et entre A2 et la Sérine 217 du PFV (GIn
148 du VIH-1) (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite,
nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans
le cas de B3 avec GIn148 et en bas dans le cas d’A2 en présence de GIn148).
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Pour le DTG dans le complexe Intégrase-DTG, la distance entre la drogue Asn155
varie entre 8 A et 10,5 A avec la plupart des distances égales a 8,5 A dans nos

simulations (Figure 88, graphiques en bas).
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Figure 90 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B2 et la Sérine 217 du PFV
correspondant a la Glutamine 148 (GIn148) du VIH-1 (a gauche en haut) et entre DTG et la Sérine 217
(GIn148 du VIH-1) dans le complexe Intégrase-DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en
fonction des distances obtenues (en haut dans le cas de B2 avec GIn148 et en bas dans le cas du DTG en
présence de GIn148 dans le complexe Intégrase - DTG).

Alors que pour le DTG dans le complexe Intégrase — DTG, la distance Ser217-DTG
fluctue entre 9,3-11,3 A. La plupart des trajectoires situent le DTG a une distance
approximative de 10 A de la Sérine 217 du PFV (Figure 90, graphiques en bas).

Discussion des valeurs obtenues concernant l'interaction des inhibiteurs avec les
résidus subissant des mutations de résistance primaire

e DTG, B3, A2 et B2 perdent leurs liaisons de vdW avec la Tyrosine 143 au cours

des simulations, vu que leur distance par rapport a ce résidu augmente au
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fur et & mesure, par rapport a la valeur de départ située entre 3,5 A et 4 A.
En absence d’interaction directe avec ce résidu, ils peuvent échapper ainsi a
sa mutation de résistance. Ce qui peut notamment contribuer a la moindre
sensibilité de DTG par rapport a RAL et EVG, démontrée antérieurement et
conservée chez les nouveaux dérivés.

DTG, B3, A2 et B2 n’entrent pas en contacts directs avec les résidus Asn155
et GIn148 (dans le cas du PFV, il s’agit de Ser217). lls échappent ainsi aux
mutations de résistance primaires au niveau de ces résidus, ce qui explique
aussi I'efficacité de DTG par rapport a RAL et EVG et prouve en plus que nous
avons conservé par nos substitutions la capacité de nos dérivés a échapper
aux mutations de résistance de I'IN. Le premier et le second point indique
donc un accord entre nos résultats in silico et les résultats in vitro de notre
équipe, mentionnés précédemment.

Notons que les graphiques et les courbes obtenues dans le cas de nos quatre
ligands présentent peu de fluctuations. Ceci indique que nos systéemes
simulés par dynamigue moléculaire sont stables au cours des 400 ns et que
les distances obtenues sont correctes refletant bien la réalité au niveau des
complexes.

En récapitulant dans le Tableau 6 I'’ensemble des distances majoritaires de
nos dérivés par rapport a Tyrl43, Asn155 et GIn148, nous remarquons que
B3 est le composé le plus éloigné des résidus sujets aux mutations de
résistance primaire, avec une moyenne des distances de 12 A, suivi du
composé A2 puis de B2 et finalement du DTG. Le fait que nos dérivés sont
encore plus éloignés des résidus de l'intégrase par comparaison au DTG,

contribue a leur meilleure efficacité par rapport a ce dernier. Ce nouveau
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parameétre renforce encore le profil plus le profil inhibiteur de B3. Des calculs

de I'énergie libre d’interaction des dérivés au sein de l'intasome entier

seraient effectués dans la partie C du chapitre IV pour compléter les

observations faites par dynamique moléculaire.

Tableau 6 : Les valeurs majoritaires des distances entre nos inhibiteurs et les résidus de I'intégrase du VIH-
1 subissant des mutations de résistance primaires ; Tyrosine 143 (Tyr143), Asparagine 155 (Asn155) et
Glutamine 148 (GIn148) correspondant a la Sérine 217 du Prototype Foamy Virus (PFV). Ces distances sont
obtenues a partir des simulations de dynamique moléculaire des complexes ADN-Intégrase-Inhibiteurs,

d’une durée totale de 400 ns.

Inhibiteurs Distance Distance Distance
Inhibiteur-Tyr143 Inhibiteur-Asn155 Inhibiteur-GIn148
DTG 85A 9,3A 95A
B3 12,5A 12A 12A
A2 11A 10A 11A
B2 9A 9,5A 10,5 A

Le DTG « contrble » affichant envers les résidus protéiques étudiés un
comportement proche de celui des inhibiteurs halogénés; nous
observons une perte des interactions de vdW avec la Tyr143 et des
distances éloignées des résidus Asn155 et Ser217 (GIn148 du VIH-1). Nous
en concluons que le noyau halogéné ne joue pas de rble direct dans les
interactions des inhibiteurs avec ces résidus et que sa contribution n’est
pas primordiale.

Dans le cas du DTG en présence de I'intégrase virale et en absence d’ADN,
les contacts de vdW sont perdus immédiatement des le début des
simulations, ce qui souligne davantage l'instabilité du DTG en présence

d’un seul partenaire seulement (la protéine virale dans ce cas) et la
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nécessité de formation du complexe binaire IN-ADNv pour une activité

optimale des INSTIs.

B.IV. Conclusions du chapitre Ill partie B

Nous avons effectué des simulations de dynamique moléculaire d’une durée de 400
ns des systemes suivants : Intégrase-ADN, Intégrase-ADN-DTG, Intégrase-ADN-B3,
Intégrase-ADN-A2, Intégrase-ADN-B2, Intégrase-ADN-DTG « contr6le », ADN-DTG
et Intégrase-DTG. Nous avons ensuite analysé les variations de distances et
d’empilement entre des résidus de I’ADN et de l'intégrase en absence et en
présence de molécules inhibitrices, entre des résidus de I’ADN et nos inhibiteurs et
des résidus de lintégrase et nos inhibiteurs. Premierement, l'analyse des
interactions identifiées entre des résidus actifs de lintégrase et des bases
primordiales de I’ADN viral, en absence et en présence des inhibiteurs a souligné le
role important que jouent ces derniers dans la perturbation de dites interactions,
notamment au niveau de I’Adénine A17 ; base virale terminale qui est le siege de la
réaction de transfert de brin. En fait, DTG, B3, A2 et B2 éloignent cette base du
résidu de la triade catalytique Glu152 et perturbent ses interactions avec la Lysine
159 et la GIn146. A17 devient alors peu stable avec une flexibilité élevée et n’as plus
de contacts proches avec les résidus de I'intégrase. Ayant une influence importante
sur les interactions réalisées par I’Adénine, DTG et nos dérivés méritent alors
I"appelation d’inhibiteurs de transfert de brin. De plus, nos inhibiteurs affectent la
liaison entre la Lysine 156 et Ci6, entre la Lysine 160 et le squelette A;-Ts et entre
la Glycine 149 et Gs, affectant davantage le réseau d’interactions établies entre la
protéine et I’ADN notamment au niveau des bases Cis et Ga. Nous avons donc pu

en renforcant les interactions des drogues avec les bases d’ADN viral diminuer les
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contacts de ces dernieres avec l'intégrase, favorisant ainsi un mode d’inhibition
spécifique et efficace. Nous nous intéressons également aux interactions ADN-
inhibiteurs et I'étude menée a ce niveau nous permet de conclure que nos
nouveaux dérivés B3, A2 et B2 effectuent un meilleur empilement avec les noyaux
de Ci6 et A17 comparés au DTG ainsi que des contacts plus proches avec Ga via leur
groupement en para (NHCHs) par rapport au contact du fluor du DTG avec Ga. lIs
sont donc caractérisés par une interaction plus spécifique et plus efficace avec les
bases terminales primordiales de I'’ADN viral; Cis, A17 et Ga. Ces résultats
confirment les meilleures valeurs de I’énergie d’interaction des noyaux inhibiteurs
de nos dérivés avec Cis et Ga, calculées dans le chapitre IV partie A. lIs expliquent
de méme la diminution d’interactions clés entre I'intégrase et I’ADN viral. En effet,
les interactions spécifiques de nos inhibiteurs avec C16 par empilement m-nt
perturbent les contacts proches de cette derniere avec la Lysinel56 et la Lysine
159. De plus, les interactions de vdW de nos inhibiteurs avec Gs affectent les
contacts de la Guanine avec Gly149. Finalement, en interagissant par empilement
avec Ai7, nos dérivés inhhibiteurs et le DTG diminuent les contacts de cette base
terminale avec la triade catalytique (Glu152), avec la Lysine159 et la Glutamine146,

soulignant leur réle d’inhibiteurs de transfert de brin.

Outre leurs interactions spécifiques avec les bases virales de ’ADN, nos inhibiteurs
effectuent des interactions avec certains résidus clés de l'intégrase, situés au
niveau de I’hélice a4 et de la boucle qui la précede. Ainsi ils présentent toujours
une sensibilité vis-a-vis de certaines mutations au dépend d’autres. En effet, nous
avons identifié la conservation des liaisons de vdW entre le groupement en ortho
du DTG, B3, A2 et B2 et le Glutamate 152, ainsi qu’entre nos dérivés et la Proline

145. De plus, des liaisons hydrogenes sont observées entre ces dérivés et la Glycine

253



118. Cependant, ils n’interagissent pas étroitement avec la Tyrosine 143,
I’Asparagine 155 et la Glutamine 148 ce qui leur permet d’échapper aux mutations
de résistance de ces résidus et favorise alors leur efficacité par rapport aux INSTIs
mis antérieurement sur le marché (RAL et EVG). Nous pouvons alors conclure que
les substitutions réalisées sur les nouveaux dérivés ne renforcent pas seulement
leur interaction avec I’ADN viral mais diminuent également leur sensibilité vis-a-vis

de certaines mutations de résistance développées au niveau de l'intégrase.

Nos résultats prouvent de méme l'importance de la présence simultanée de la
protéine et de ’ADN pour un mode d’inhibition optimal du DTG, B3, A2 et B2. A
titre d’exemple, au niveau du complexe binaire étudié, les interactions entre le DTG
et I'IN sont perdues, notamment au niveau de la Gly118, Pro145 et Glul52, en
absence d’ADNv, confirmant I’hypothése que nos inhibiteurs interfaciaux ont
besoin de I'IN et de ’ADN en conformation active pour un mode d’action efficace.
En effet, méme si nos inhibiteurs affichent des interactions spécifiques avec les
bases virales, ils restent positionnés a l'interface ADN-Intégrase, effectuant des

liaisons avec des résidus clés de cette derniere, pour une meilleure efficacité.

De plus, la structure halogénée au niveau de nos dérivés, quant a elle, joue un réle
indirect et peu spécifique dans l'interaction des dérivés avec Gly118 et Pro145.
Cependant son réle est direct et important dans l'interaction de DTG, B3, A2 et B2
avec Glul52 puisqu’elle contient la substitution en ortho. Ceci souligne le role
primordial que joue le noyau halogéné de par son interaction avec les bases
réactives de I’ADN et d’autre part son implication directe dans les interactions des
drogues avec le site catalytique de I'IN. Enfin, les trois dérivés retenus prouvent

une fois de plus leur efficacité accrue comparés au DTG, avec particulierement B3

254



qui présente des interactions renforcées avec Cis, A17 et G4 d’une part et Glu152
d’autre part. Ces affinités accrues spécifiguement pour les bases virales se sont
manifestées par son rendement énergétique évalué auparavant et sont
notamment dues a la présence de brome en ortho qui contribue a la création d’'une
zone trés riche en électrons au niveau de son noyau, favorisant surtout les
interactions avec la Cytosine. De plus, B3 a présenté les distances les plus éloignées
des résidus de I'IN concernes par les mutations ce qui promet également de réduire
sa sensibilité aux mutations de résistance. Cette efficacité remarquable de B3 est a
exploiter davantage par des calculs d’énergie libre de ses interactions au sein du
complexe ADN-Intégrase, que nous comparerons aux énergies libres de liaison de
nos autres complexes, pour compléter les résultats décrits par des affinités

guantitatives.
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Chapitre IV

Résultats et Discussion

Partie C : Calculs d’énergie libre
alchimique absolue des interactions au

sein des complexes simulés du VIH-1
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C.l. Introduction générale de la partie C

La derniere partie de notre projet de travail porte sur les calculs d’énergie libre
alchimique absolue (AG) des interactions de nos inhibiteurs (DTG, B3, A2, B2 et DTG
«contrble ») avec l'intégrase et ’ADN viral au sein des intasomes simulés par
dynamique moléculaire. Cette approche est aussi une premiéere au niveau des
calculs de AG effectués en champ de force polarisable (AMOEBA) pour de grands
systemes complexes de pres de 200 000 atomes. En effet, apres avoir calculé les
énergies d’interaction (AE) du noyau halogéné de nos inhibiteurs avec les noyaux
de Ci6 et Ga et apres avoir simulé par dynamique moléculaire les complexes entiers
des intasomes du PFV et analysé les interactions a leur niveau, nous désirons voir
si la meilleure efficacité de nos noyaux par rapport au DTG, observée par les valeurs
de AE, peut étre reproduite a un niveau plus complexe par calcul des énergies libres
absolues des dérivés entiers (et non seulement leurs noyaux) avec I’ADN viral
entiere (et non seulement les noyaux de Cis et Ga) et I'intégrase compléte dans un
milieu aqueux mimant le milieu physiologique cellulaire. Ceci nous permettra de
s’approcher plus de la réalité en générant des valeurs de AG fiables et correctes.
Nous voulons aussi voir si les interactions et les liaisons plus spécifiques
qu’effectuent B3, A2 et B2 par rapport au DTG au niveau des complexes entiers
simulés peuvent étre traduites par les valeurs énergétiques de AG, notamment la
meilleure efficacité de B3 observée dans nos dynamiques. Notre approche

alchimique devrait donc compléter et soutenir les résultats trouvés dans les parties
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précédentes. Ce travail sera présenté dans un article qui est en cours de rédaction.

L’intitulé ainsi que son résumé se trouvent en annexe a la page 295.

C.Il. Notre protocole pour le calcul des énergies libres alchimiques absolues

Le calcul de I'éneregie libre absolue se base sur des simulations de dynamiques
moléculaires non conventionnelles des systemes étudiés. La démarche comprend

plusieurs étapes que nous présenteront ci-dessous.

e Ftape 1 : Choix des systemes étudiés

Nous commengons en premier lieu par définir les systemes pour lesquelles AG sera
calculée. Nous avons utilisé les systemes du PFV, déja adoptés pour nos analyses
de dynamique moléculaire conventionnelle. IIs sont les suivants : ADN-Intégrase-
DTG, ADN-Intégrase-B3, ADN-Intégrase-A2, ADN-Intégrase-B2 et ADN-Intégrase-
DTG «contrdle ». lls nous permettrons de calculer les énergies d’interaction des
inhibiteurs avec leurs deux partenaires; I’ADN viral et I'intégrase. Pour rappel,
I"'absence de cristal de I'intégrase entieére du VIH-1 et la grande homologie entre
I'intégrase du VIH-1 et celle du PFV nous pemettent d’adopter le cristal de ce
dernier dans nos calculs de AG et d’avoir des résultats fiables et précis
reproductibles chez le VIH-1. De plus, nous avons calculé les énergies libres
d’interaction au sein des systemes ADN-B3, ADN-A2, ADN-B2 et ADN-DTG dans le
but de voir si la meilleure interaction des trois dérivés avec les bases de I’ADN que
nous avons observée par les calculs de AE sera aussi reproduite au niveau des

drogues entieres avec I’ADN viral entiere. Nous avons aussi eu recours aux
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systémes ADN-DTG et Intégrase-DTG pour calculer I'énergie libre de la drogue en
présence de chacun d’eux, afin de voir premiérement si le DTG interagit mieux au
sein du complexe ternaire qu’au sein des complexes binaires (comme identifié par
nos analyses des dynamiques moléculaires conventionnelles) et deuxiemement, s’il
présente une meilleure interaction avec I’ADN viral gu’avec l'intégrase. Ceci
confirmera I’hypothése énoncée précédemment par El Khoury et al au sein de
notre équipe, que la meilleure efficacité du DTG par rapport aux inhibiteurs de
transfert de brin précédents est due a sa meilleure interaction spécifique avec

I’ADN viral, I'aidant a surmonter les mutations de résistance de la protéine 2021,

e Ftape 2 : Préparation des systemes

Les étapes de préparation des systemes a simuler pour les calculs de AG sont
identiques a celles que nous avons suivies pour les simulations de dynamique
moléculaire conventionnelle. Les structures de départ pour nos calculs sont donc
les onze systemes solvatés dans des boites d’eau cubiques en présence de 150 mM
de KCI, minimisés puis équilibrés a 300K et au pH physiologique (égal a 7) avec le

champ de force polarisable AMOEBA, implémenté dans Tinker-HP.

e Ftape 3 : Détermination des états intermédiaires

Avant de commencer les simulations de dynamique moléculaire, le cycle
thermodynamique alchimique doit étre déterminé ; nous devons donc définir les
états initial et final de nos complexes ainsi que les états intermédiaires entre les
deux, permettant le passage de la position de départ a la position finale pour une
estimation correcte de I'énergie libre de liaison. Pour tous nos complexes
mentionnés ci-dessus, |’état initial correspond aux ligands (DTG, B3, A2, B2 et DTG

« controle ») seuls dans la boite de simulation et I'intégrase et I’ADN dans une aute
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boite identique, et I'état final correspond aux ligands situés dans leur site de liaison
a l'interface ADN-Intégrase. Nous aurons donc deux ensembles a simuler; les
ligands seuls dans la boite d’eau ce qui va générer leur énergie libre de
déshydratation (AGueshya) €t les ligands en présence de leurs partenaires (ADN ou

Intégrase ou les deux) pour obtenir leur énergie libre de liaison (AGiiaison).

Pour les énergies libes de déshydratation, les ligands commencent en interaction
totale avec les molécules d’eau ; les systémes sont caractérisés par A clectrostatique €t
A vwaw égales a 1. Ensuite, nous effectuerons leur découplage théorique afin
d’éliminer tout d’abord leurs interactions électrostatiques en variant A glectrostatique
de 1 a 0 tout en gardant A vaw =1 puis nous procéderons a I’élimination des
interactions de VdW du ligand avec les molécules d’eau en variant A yawde 1 a 0.
Ces variations de A de 1 a 0 engendrent la « disparition » des ligands de leur boite
de simulation et donc leur passage de la phase liquide a la phase gazeuse. Vient
apres le calcul de AGiiaison OU le ligand en phase gazeuse « réapparait » au niveau
de son site de liaison dans la boite contenant 'ADN et l'Intégrase, suite a la
variation de A de 0 a 1, en commencant dans ce cas par le passage de A ywde Oa 1
en gardant A glectrostatique NUIle qui sera ensuite a son tour mise a I'échelle par un
passagedeOal. Avecles ensembles de A égales a 1, nos ligands sont en interaction
totale au sein de l'intasome. Notons que lors de la variation du parametre
thermodynamique A, chaque valeur qu’il adopte correspond a un état
intermédiaire alchimique (n’existant pas en réalité) qui doit étre simulé
dynamiquement. Plus on ajoute des simulations intermédiaires, plus on augmente
le chevauchement de I'espace de phase entre les états intermédiaires. Ceci permet

alors une estimation plus correcte de I'énergie libre de liaison. Le nombre et
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I’'espacement des états intermédiaires sont adaptés spécifiquement au systéme

d’intérét.

e Ftape 4 : Détermination des contraintes

Les contraintes que nous avons utilisées pour fixer le ligand au sein du site actif au
cours des simulations des systemes ADN-Intégrase-Inhibiteurs sont les contraintes
de Boresch, étant donné que la position optimale du DTG est connue et est décrite
dans la structure PDB de code 3S3M. Ce type de contraintes ajoutées, comme déja
mentionné, nous permet de garder les ligands en leurs positions et orientations
initiales bien définies dans la structure PDB. Nous avons déterminé trois atomes de
nos ligands et trois atomes de l'intégrase et de I’ADN viral pour y appliquer les
contraintes au niveau d’une distance, de deux angles et de trois diedres formés par
les atomes choisis. Pour le choix des atomes, il convient a choisir ceux qui se
trouvent dans des parties rigides de la protéine et de I’ADN viral comme le
squelette des acides aminés et le squelette phosphodiester respectivement. Quant
aux ligands il convient de choisir des atomes de référence au niveau de leurs cycles
aromatique. Ceci leur permettra de rester fixés dans leurs positions et orientations
de départ trouvées dans le fichier PDB assurant une estimation correcte et exacte
des énergies libres. La Figure 117 illustre les six atomes de référence pour
I"application des contraintes de Boresch, dans le cas du complexe ADN-Intégrase-
DTG (les atomes de référence sont les mémes pour tous les complexes). Nous avons
gardé le noyau d’halobenzene libre afin de lui permettre de bien prendre sa

position optimale au cours des simulations.

261



GIn186

Figure 117 : Position de départ de I'intasome du Prototype Foamy Virus (PFV) en présence du Dolutégravir
(DTG) et des ions Mg*. Le DTG est présent a linterface ADN-Intégrase chélatant deux ions Mg*
représentés par des sphéres roses. La triade catalytique Asp128, Asp185, Glu221 et le résidu GIn186 sont
schématisés en batons (ils correspondent a Asp64, Aspll6, Glul52 et Asnl1l7 chez le VIH-1
respectivement). Les bases réactives de I’ADN viral au niveau de I'extrémité 3’ terminal sont représentées
de méme en batons ; Gs, Ci6 et Az7. Les atomes fixés pour les contraintes de Boresch sont sous forme de
boules et encerclés.

Pour les valeurs de référence des distances, des angles et des diedres, elles
correspondent aux valeurs trouvées dans les complexes apres leur équilibration ;
en effet la position équilibrée des systemes est le point de départ pour nos
simulations puisque notre approche adoptée pour le calcul des AG nécessite des
systemes déja équilibrés. Pour la constante de force (k) indiquée dans la formule
de la page 143, nous avons utilisé une valeur de 10 kcal/mol/A%. En effet, il a été
démontré que cette valeur est suffisante pour bien fixer le ligand et fournir des
valeurs exactes de AGrest; Boresch et ses collaborateurs ont testé des constantes
de force allant de 5 a 50 kcal/mol/A?, prouvant que la valeur de I'énergie libre des
contraintes est indépendante de la rigidité de ces derniéres. Cependant, une valeur

trop faible (5 kcal/mol/A?) ou trop élevée (50 kcal/mol/A?) peut affecter la position
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du ligand et la précision des résultats. Pour cela, 10 kcal/mol/A? est en pratique la

valeur idéale a utiliser (2311241,

e Ftape 5 : Déroulement des simulations

Comme mentionné précédemment, deux ensembles de simulations de dynamique
moléculaire seraient effectuées pour chaque systéme afin de générer I'énergie de
déshydratation du ligand et son énergie de complexation dans son site de liaison.
A chaque simulation est attribuée une valeur de Aciectrostatique €t Avaw pour permettre
une transition correcte de I’état initial a I’état final. Les simulations sont effectuées
parallelement et indépendamment les unes des autres. La Figure 118 illustre un
exemple du chemin thermodynamique adopté (cas du complexe ADN-Intégrase).
Tout d’abord, nous commencons par le DTG seul et libre dans la boite d’eau,
effectuant des interactions intermoléculaires avec les molécules du solvant
(Aglectrostatique €t Avaw = 1). Nous le découplons ensuite progressivement en
commencant par I'élimination de ses interactions électrostatiques puis de ses
interactions de vdW. Nous avons choisi d’espacer les valeurs de A de 0,1. Ainsi nous
aurons les états intermédiaires suivants : Agiectrostatique = 1 Avaw = 1 / Aélectrostatique = 0,9
Avaw = 1 / Aélectrostatique = 0,8 Avaw = 1/ Aélectrostatique = 0,7 Avaw = 1 .... jusqu’a arriver a
Aélectrostatique = 0 Avaw = 1. Ensuite, I’élimination des interactions de VdW peut débuter
avec les étapes intermédiaires suivantes : Agiectrostatique = 0 Avaw = 1 / Asglectrostatique = O
Avaw = 0,9 / }\électrostatique =0 )\électrostatique = 0,8 / }\électrostatique =0 Avaw = 0,7 jUSC{U'é
arriver a Aglectrostatique = O Avaw = 0. L’état final du DTG correspond a un ligand sans
interactions intermoléculaires, retenu dans le vide. Nous passons ensuite a la
simulation du ligand au sein du complexe ternaire, en commencant par des valeurs

de Aglectrostatique €t Avaw €gales a zéro. Nous effectuons des simulations en variant tout
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d’abord Avaw de 0 @ 1, puis Aslectrostatique de 0 a 1. Les étapes intermédiaires ont les
mémes valeurs de A que celles utilisées pour générer I'énergie libre de
déshydratation, espacées de 0,1. Les contraintes de Boresch sont appliquées au
ligand pendant ce deuxieme ensemble de simulations. L’énergie libre de la
contribution de ces contraintes est calculée analytiguement et est prise en
considération dans le calcul de I'énergie libre finale. Pour les parameétres des calculs
au cours des simulations de dynamique moléculaire, nous avons utilisé les
composantes suivantes : I'intégrateur BAOABRESPA1, le thermostat Bussi pour le
maitien de la température a 300K et le barostat Berendsen pour le maitien de la
pression a 1 atm. La durée de chaque état simulé est de 10 ns dans un ensemble
isotherme-isobarique (NPT), avec un pas de temps de 10 fs et une impression des

données chaque 5 ps.
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Etat initial Etat final

AG®, du DTG a I'ADN viral du VIH-1

€lectrostatique =1 }\électrostatique =1
ANgw=1 Ayaw =1
|AG de déshydratation du DTG AG.de liaison dd D16 o TADN
viral
Adtectrostatioue = 0
}\e\l/:cvtvro:a(; s }\électrostatique =0

Aygw=0
=)

AG de transfert du DTG
du vide dans I'eau avec
ADN
(nulle)

Figure 118 : Exemple d’un cycle thermodynamique que nous avons utilisé pour calculer I'énergie libre de
liaison du Dolutégravir (DTG) au niveau de I’ADN viral. Les étapes sont les mémes pour les autres
systemes.Le cycle comprend majoritairement deux parties ; la partie a gauche représentant le calcul de
I’énergie libre de déshydratation du DTG et la partie a droite comprenant le calcul de I'énergie de liaison
du DTG au niveau de I’ADN viral. Au cours du deuxiéme calcul, le DTG est restreint (représentation des
contraintes par un trombone) afin de maintenir sa position a I'équilibre fixe au cours des simulations. Le
parametre lambda permet de contréler la variation des interactions intermoléculaires ; les interactions
électrostatiques et de vdW. Pour une valeur égale a 1, les interactions sont totales alors que pour une
valeur égale a 0, il y a absence d’interactions intermoléculaires.

e Ftape 6 : Analyse des données

Une fois les simulations de dynamique moléculaire de nos complexes sont lancées
et achevées, nous passons a I'analyse des données collectées. Nous devons estimer
I’énergie libre totale de déshydratation de nos ligands ainsi que |'énergie libre
totale de leur liaison a leur cible. La premiére correspond a la somme des

différences d’énergie libre de chaque état intermédiaire lors de déshydratation du

265



ligand et la seconde est égale a la somme des différences d’énergie libre de chaque
état intermédiaire lors de son « apparition » au niveau du site de liaison. Tinker-
HP, notre progiciel de simulation fournit le programme BAR incluant les méthodes
BAR et FEP afin d’analyser nos résultats. Pour rappel, cet estimateur requiert les
différences d’énergie potentielle entre deux états intermédiaires voisins afin de
générer les valeurs de AG. Nous ajouterons a ces contributions I’énergie libre des
contraintes de Boresch calculées analytiquement ; AGrest (comprenant la correction
de I’état standard). L’énergie libre absolue totale a I’état standard (AG%) sera

calculée par la formule suivante :
AGOb = AG liaison totale + AG déshydratation + Ac'irest

Notons qu’une incertitude est attribuée a chaque estimation de I'énergie libre, qui

devra étre prise en compte dans le résultat final 2%,

C.IIl. Résultats des calculs des énergies libres absolues alchimiques

C.II.1. Calculs des énergies libres absolues alchimiques des complexes ADN-
inhibiteurs

Nous avons effectué en premier lieu les simulations des ligands B3, A2, B2 et DTG
en présence de I’ADN viral uniquement (nous avons éliminé l'intégrase de la
structure initiale). Les résultats des valeurs de AG calculées sont présentés dans le
Tableau 8 ci-dessous. AGiiaison (ADN-ligand) correspond a I’énergie libre absolue de
I'interaction de 'ADN avec le ligand en présence des molécules d’eau et des
contraintes. AG géshydratation cOrrespond quant a elle a I'énergie libre de I’élimination
des interactions intermoléculaires entre le ligand et I'’eau d’ou sa valeur positive.
AGrest représente I'énergie libre d’ajout de contraintes aux ligands pour les fixer au

niveau de leur site. Elle comprend la correction a I'état standard. Finalement,
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I’énergie libre absolue totale a Iétat standard (AG%) est obtenue en soustrayant de
AGiiaison les contributions de AG geshydratation €t AGrest. Nous avons ajouté dans la
premiere ligne du Tableau 8 les valeurs de I'énergie d’interaction intermoléculaire
(AE) que nous avons calculées dans la partie A de ce chapitre pour les comparer aux

valeurs de AG%.

Tableau 8 : Tableau représentant les valeurs de I'énergie libre absolue calculée pour les complexes ADN-
DTG, ADN-B3, ADN-A2 et ADN-B2. Les valeurs de I’énerge d’interaction intermoléculaire (AE) que nous
avons calculées précédemment sont indiquées aussi. AG totale d’interaction est obtenue par la formule
suivante : AG%= AGliaison + AGdéshydratation + AGrest

ADN-Composé B3 | ADN-Composé A2 | ADN-Composé B2 ADN-DTG
AE totale d’interaction -31,2 kcal/mol -31 keal/mol -31 keal/mol -27,1 kcal/mol
AG,,;,, (ligand - ADN) | -108,49 kcal/mol -107,85 kcal/mol -107,53 kcal/mol -106,94 kcal/mol

94,12 kcal/mol 95,66 kcal/mol 95,83 kcal/mol 96,69 kcal/mol

AGdéshydratation / / / /
AG 7,58 kcal/mol 7,46 kcal/mol 7,22 kcal/mol 7,42 kcal/mol

rest

AG totale d’interaction -6,79 kcal/mol -4,73 kcal/mol -4,48 kcal/mol -2,83 kcal/mol

AG°, +/-0.1 +/-0.1 +/-0.1 +/- 0.1

Les énergies libres absolues de la liaison des ligands a I’ADN viral sont relativement
proches entre elles et varient entre -106,94 kcal/mol et 108,49 kcal/mol. La
contribution énergétique des molécules d’eau (énergie libre de déshydratation)
présente des valeurs entre 94,12 kcal/mol et 96,96 kcal/mol et la contribution des
contraintes est a peu pres la méme pour tous les composés avec une moyenne de
7 kcal/mol.

Discussion des valeurs des énergies libres absolues obtenues pour les complexes
ADN-inhibiteurs

e Lesvaleurs des énergies libres absolues de liaison des ligands a la totalité de

I’ADN dans I'’eau sont des valeurs négatives (deuxieme ligne du Tableau 8),
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ce qui signifie que l'interaction entre les deux est stable et favorable. C'est
une interaction coopérative.

L’énergie libre absolue totale a I’état standard (AG%) présente de méme des
valeurs négatives pour tous les composés (derniere ligne du Tableau 8),
indiquant que l'interaction spécifique entre les ligands et ’ADN reste stable
et coopérative aprés élimination des contributions des molécules d’eau et
des contraintes.

Il existe des criteres d’évaluation de la fiabilité des valeurs de AG totale
obtenues ; tout d’abord, toute valeur inférieure ou égale a -15 kcal/mol n’est
pas correcte. De plus, un taux d’erreur supérieur a 1 kcal/mol indique une
valeur non fiable ©?7. Ceci dit, nos valeurs énergétiques obtenues étant
supérieures a -15 kcal/mol (entre -2,83 kcal/mol et -6,79 kcal/mol) avec un
taux d’erreur de +/- 0,1 kcal/mol sont correctes.

Les résultats obtenus pour les calculs de AG au niveau des complexes entiers
inhibiteurs-ADN sont en parfait accord avec ceux obtenus pour les calculs de
AE au niveau des mini-complexes (noyau Cis-noyau Gas- noyau inhibiteur).
Tous nos nouveaux dérivés présentent des valeurs de AGiiaison €t AG% plus
grandes en valeurs absolues que les valeurs du DTG. L’'interaction plus stable
et plus spécifique de leurs noyaux avec Cis et G4 par rapport au DTG s’est
reproduite au niveau du complexe entier en milieu aqueux. Ce qui met en
relief davantage I'efficacité de nos nouveaux inhibiteurs par rapport au DTG.
B3 présente I'interaction la plus spécifique avec I’ADN virale, ayant un AG%
de -6,79 kcal/mol, le plus élevé en valeur absolue par rapport aux valeurs du
DTG, A2 et B2. Sa meilleure efficacité que nous avons observée avec Cis et

Ga (valeur de AE la plus stable de -31,2 kcal/mol) ainsi qu’au niveau des
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simulations de dynamique conventionnelle est observée aussi au niveau de
sa valeur d’énergie libre d’interaction avec I’ADN virale entiére, confirmant
ainsi les observations faites dans la partie B et les calculs effectués dans la
partie A de ce chapitre et soulignant I'efficacité de la présence du brome en
para comme substitution.

C.lIII.2. Calculs des énergies libres absolues alchimiques des complexes ADN-
Intégrase-Inhibiteurs

Nous avons simulé ensuite, selon le chemin thermodynamique expliqué dans la
partie C.ll, les complexes ternaires suivants : ADN-Intégrase-DTG, ADN-Intégrase-
B3, ADN-Intégrase-A2, ADN-Intégrase-B2 et ADN-Intégrase-DTG « contrdle », afin
de calculer la valeur de I'énergie libre absolue d’interaction totale de chaque ligand
avec ’ADN et I'intégrase. Les résultats obtenus sont affichés dans le Tableau 9 ci-
apres. lIs présentent les mémes lignes que celles du Tableau 8 mais sans les valeurs

de AE.

Tableau 9 : Tableau représentant les valeurs de I'énergie libre absolue calculée pour les complexes ADN-
Intégrase-DTG, ADN-Intégrase-B3, ADN-Intégrase-A2, ADN-Intégrase-B2 et ADN-Intégrase-DTG
« contréle ». AG totale d’interaction est obtenue par la formule suivante: AG%= AGliaison +
AGdéshydratation + AGrest.

ADN-Intégrase- | ADN-Intégrase- | ADN-Intégrase- | ADN-Intégrase- | ADN-Intégrase-
Composé B3 Composé A2 Composé B2 DTG DTG « controle »
AGL -110,28 kcal/mol | -109,93 kcal/mol | -109,47 kcal/mol | -109,02 kcal/mol | -100,55 kcal/mol
ADN-Intégrase-
ligand
AGdéshydrataﬁon 93,92 kcal/mol 95,66 kcal/mol 95,83 kcal/mol 96,70 kcal/mol 88,71 kcal/mol
AG 7,40 kcal/mol 7,27 kcal/mol 7,22 kcal/mol 7,27 kcal/mol 7,46 kcal/mol
rest
AG totale -8,96 kcal/mol -7,00 keal/mol -6,42 kcal/mol -5,05 kcal/mol -4,38 keal/mol
d’interaction +/-0.1 +/-0.1 +/-0.1 +/-0.1 +/-0.1
AGY,
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Les valeurs de AG jiaison (ADN-Intégrase-ligand) varient entre -100,55 kcal/mol (cas

du DTG « controle » et -110,28 kcal/mol (cas du complexe ternaire en présence de

B3). L'énergie libre de déshydratation varie entre 88,71 kcal/mol et 96,70 kcal/mol

et celle de la contribution des contraintes reste la méme approximativement pour

tous les ligands avec une moyenne de 7 kcal/mol.

Discussion des valeurs des énergies libres absolues obtenues pour les complexes

ADN-Intégrase-inhibiteurs

Les valeurs des énergies libres absolues de liaison des ligands a l'interface
ADN-Intégrase en milieu aqueux sont des valeurs négatives (premiére ligne
du Tableau 9) indiquant une interaction coopérative et favorable entre
chaque ligand et ses partenaires. Cette interaction stable est maintenue
apres élimination des énergies libres de déshydratation et des contraintes
puisque les valeurs de I’énergie libre absolue totale 3 I'état standard (AG%)
sont de méme négatives pour tous les composés (deuxieme ligne du Tableau
9). Ceci signifie que l'interaction spécifique entre les ligands et I'intasome
viral reste stable et coopérative méme apres élimination des contributions
des molécules d’eau et des contraintes.

Les valeurs de AG% obtenues pour les complexes ternaires (derniére ligne du
Tableau 9) remplissent les conditions exigées pour des valeurs fiables et
correctes de I'énergie libre absolue totale, puisqu’elles sont supérieures a
-15 kcal/mol (entre -4,38 kcal/mol et -8,96 kcal/mol) avec un taux d’erreur
de +/- 0,1 kcal/mol.

Les nouveaux dérivés B3, A2 et B2 présentent des valeurs de AG% plus
grandes en valeurs absolues que celle du DTG, ce qui indique qu’ils

interagissent d’'une maniere plus spécifique et efficace avec l'intégrase et

270



I’ADN que le DTG, confirmant leur meilleure efficacité observée dans nos
démarches antérieures. En effet, leur meilleure interaction avec I’ADN viral
déduite a partir des valeurs de AE, AG% (ADN-ligand) et leurs comportements
pendant les dynamiques conventionnelles (contacts proches avec des bases
virales de I’ADN ainsi qu’avec des résidus clés de l'intégrase) ont contribué a
leur meilleure interaction représentée par les valeurs des énergies libres
absolues totales obtenues pour les complexes ternaires.

DTG « contréle » a présenté la plus faible interaction avec I'ADN et
I'intégrase par rapport aux autres ligands puisqu’il a la valeur de AG% la plus
faible en valeur absolue, de valeur -4,38 kcal/mol. En effet, dans les
simulations de dynamique moléculaire conventionnelle, le DTG « contrble »
a présenté le moins de contacts proches avec Glu152 de la triade catalytique
et un faible empilement avec A17. Ces interactions peu spécifiques avec des
résidus importants au niveau de l'intégrase et de ’ADN respectivement ont
aboutit a sa faible valeur d’énergie libre absolue. De plus, en absence de
noyau halogéné au sein de sa structure, notre molécule « contrdle »
n’effectue pas d’empilement avec Cis ni des interactions électrostatiques
avec Gs. Ces absences d’interactions spécifiques avec I'’ADN viral ont
contribué aussi a ses interactions les moins stables avec I'intasome virale, qui
ont traduits par sa valeur de AG% la plus faible en valeur absolue.

Comme dans le cas des interactions ADN-inhibiteurs, l'interaction la plus
spécifique et efficace avec I'intasome du PFV correspond au composé B3 qui
posséde une valeur de AG% la plus grande en valeur absolue de
-8,96 kcal/mol. Ceci est en accord avec tous les résultats précédents que

nous avons trouvés. En fait, cette meilleure interaction de B3 observée en
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présence de I'ADN viral et de l'intégrase est due a notamment a ses
interactions spécifiques avec Cis et G4, son meilleur empilement avec A1y et
ses contacts les plus proches avec Glu152, comme nous les avons démontrés
dans les parties précédentes. Sa valeur d’énergie libre absolue confirme donc
les observations faites par dynamique.

Notons que pour chacun des ligands, DTG, B3, A2 et B2, leurs valeurs de AG%,
en présence de l'intégrase et de I’ADN sont plus stables qu’en présence de
I’ADN uniquement. Par exemple, nous trouvons pour B3 au sein du complexe
ternaire une valeur énergétique totale de -8,96 kcal/mol alors qu’en
présence de I’ADN uniquement, sa valeur de AG% est égale a -6,79 kcal/mol
et pour A2, son énergie libre absolue totale vaut -7,0 kcal/mol en présence
de I’ADN et de I'intégrase et est égale a -4,73 kcal/mol pour son interaction
avec I’ADN. Ceci confirme I’"hypothése de Hare et al que nous avons observé
dans nos simulations de dynamiques, que les inhibiteurs de transfert de brin
ont besoin de la présence simultanée de I'intégrase et de I’ADN viral pour un
mode d’action optimale. Nos ligands présentent donc des interactions

absolues plus stables quand ils se trouvent a I'interface ADN-Intégrase.

C.I11.3. Calculs des énergies libres absolues alchimiques des complexes ADN-DTG

et Intégrase-DTG

Finalement, nous avons calculé via le chemin thermodynamique expliqué

précédemment, I’énergie libre absolue au niveau du complexe DTG-Intégrase et

nous I’avons comparée a la valeur correspondante au systéme DTG-ADN viral afin

de voir si cet inhibiteur interagit plus efficacement avec ’ADN qu’avec la protéine.

Les valeurs obtenues sont présentées dans le Tableau 10 ci-dessous.
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Tableau 10: Tableau représentant les valeurs de I'énergie libre absolue calculée pour les complexes
Intégrase-DT et ADN-DTG. AG totale d’interaction est obtenue par la formule suivante : AG%= AGliaison +
AGdéshydratation + AGrest.

Intégrase-DTG ADN-DTG
AGi;,is0n (ligand —Intégrase) -105,30 kcal/mol -106,94 kcal/mol
AG y4snydratation 96,70 kcal/mol 96,69 kcal/mol
AG, 7,20 kcal/mol 7,42 kcal/mol
AG totale d’interaction -1,40 kcal/mol -2,83 kcal/mol
AG°, +/-0.1 +/-0.1

Discussion des valeurs des énergies libres absolues obtenues pour les complexes

Intégrase-DTG et ADN-DTG

Par comparaison tout d’abord des valeurs de la premiére ligne du Tableau 10
correspondant aux énergies absolues de liaison du DTG a l'intégrase et a
I’ADN séparemment, nous constatons que AGiiison du DTG avec l'intégrase
(-105,3 kcal/mol) est moins stable que celle du DTG avec I’ADN (-106,94
kcal/mol). Ceci est le cas aussi pour les valeurs de AG% ot nous avons obtenu
dans le cas du complexe Intégrase-DTG une valeur de -1,4 kcal/mol moins
stable que I"énergie libre du complexe ADN-DTG, de -2,83 kcal/mol. Le DTG
interagit donc d’une maniere plus efficace avec I’ADN viral gu’avec
I'intégrase ; hypothése énoncée auparavent par notre équipe (El Khoury et
al). En effet, par ses interactions proches et spécifiques avec les bases
terminales virales Ci6, A17 et Gs et par ses distances éloignées des résidus de
I'intégrase susceptibles a se muter (Tyr143, Asn155, GIn148 et Gly140), le

DTG effectue des interactions plus potentielles avec I’ADN viral. Ceci met en
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valeur le rble joué par le noyau halogéné qui est le plus impliqué dans les
interactions spécifiques de la drogue avec I’ADN viral.

Les valeurs de AG%, obtenues pour les complexes binaires (derniére ligne du
Tableau 10) sont des valeurs fiables et correctes puisqu’elles sont
supérieures a -15 kcal/mol (valeurs de -1,4 kcal/mol et -2,83 kcal/mol) avec
un taux d’erreur de +/- 0,1 kcal/mol.

Nous avons remarqué au cours des simulations des états intermédiaires du
complexe Intégrase-DTG, un changement de la position du noyau halogéné
qui au début des simulations était en bonne position avec son fluor en para
enface du Glul52 de la triade catalytique de I'intégrase. Cependant, il tourne
par la suite ce qui éloigne le fluor en para du résidu actif, diminuant les
contacts proches entre les deux (Figure 119). Ceci explique en premier lieu,
les distances élevées que nous avons observées apres 50 ns de simulation,
lors du suivi de la distance entre Glu152 et F en para du DTG dans le complexe
Intégrase-DTG (Figure 66). Et en deuxiéme lieu, ceci éclaircit le meilleur
rendement énergétique du DTG en présence de I’ADN par rapport a celui en

présence de l'intégrase.
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Figure 119 : Positions du Dolutégravir au niveau de son site de fixation dans I'intégrase du PFV en présence
des ions Mg*. A gauche, nous trouvons la position de départ du DTG et a droite nous trouvons sa position
aprées 50 ns de simulation. Le DTG, représenté en boules et en batons, est présent au niveau de la triade
catalytique de l'intégrase, schématisée en boules et batons et représentée par Asp128, Asp185 et Glu221

correspondant respectivement a Asp64, Asp116 et Glul52 chez I'intégrase du VIH-1. Les deux ions Mg

2+

chélatés par le DTG sont représentés par des spheres roses. Nous pouvons voir comment le noyau
halogéné du DTG subit une rotation aprés 50 ns de simulation, de maniere a éloigner ses substitutions de
fluor du résidu catalytique Glu221.

L'interaction du DTG a l'interface ADN-IN est plus stable que son interaction
avec I’ADN ou I'IN seuls ; AG% (ADN-Intégrase-DTG = -109,02 kcal/mol) alors
que AGY% (Intégrase-DTG) = -105,3 kcal/mol et AG% (ADN-DTG) = -106,94
kcal/mol. Le DTG a donc un meilleur mode d’action et un meilleur profil
inhibiteur en présence de ses deux partenaires qu’en présence de chacun
d’eux seul. Nous pouvons donc confirmer les résultats des suivis des liaisons
effectués pour nos simulations de dynamique ; le DTG nécessite la présence
de I'intégrase en conformation active liée a I’ADN traité pour bien se situer a
leur interface ce qui lui permet d’interagir efficacement avec leurs résidus

clés et d’inhiber ainsi I'étape de transfert de brin.
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C.IV. Conclusions du chapitre Ill partie C

Nous avons effectué des simulations de dynamique moléculaire non
conventionnelles dans le but de calculer les énergies libres absolues alchimiques
(AG%) de I'interaction de nos ligands ; DTG, B3, A2, B2 avec I’ADN viral ainsi qu’avec
I’ADN viral lié a I'intégrase. Nous avons de méme simulé le complexe DTG-Intégrase
afin de calculer I'énergie libre absolue de la liaison du DTG a I'IN pour pouvoir
comparer son comportement en présence de la protéine avec celui en présence de
'ADN viral. Le dernier complexe simulé comprenait le DTG sans noyau
d’halobenzene dans le but d’étudier le réle de cette structure dans les interactions
de la drogue avec ses partenaires. Nos résultats énergétiques obtenus sont
conformes aux valeurs des énergies d’interaction intermoléculaire des noyaux
halogénés avec les bases Cis et Gs. En effet, d’aprés leurs valeurs de AG%, totales,
B3, A2 et B2 ont présenté des interactions plus stables avec I’ADN viral par rapport
au DTG ; il y a un accord entre les valeurs de AG%, totales et AE ce qui signifie que
nos observations au niveau des mini-systemes supportent celles au niveau des
systemes entiers. La meilleure efficacité de nos dérivés a été aussi observée au
niveau du complexe ternaire ou ils ont présenté une meilleure interaction avec le
complexe ADN-Intégrase par rapport au DTG, ce qui confirme que nos nouvelles
substitutions assurent leur efficacité plus importante. En absence de noyau
halogéné, le DTG « contrdle » a affiché la valeur de AG% la moins stable, soulignant
le réle que joue la structure halogénée a effectuer des interactions spécifiques avec
I’ADN et I'IN. Finalement, en absence d’ADN, le DTG interagit moins efficacement
avec I'Intégrase par comparaison avec son interaction avec ’ADN. Cependant, il
nécessite la présence des deux pour entamer des contacts stables aboutissant a un

mode d’inhibition plus efficace.
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Chapitre V

Conclusions et Perspectives
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V.l. Conclusions des travaux de these

L'intégrase du virus VIH-1 qui est I'agent causal de la maladie du SIDA, est une
enzyme, responsable de I'intégration de I’ADN viral au niveau de I’ADN cellulaire
en deux étapes ; le 3’ processing suivi du transfert de brin, afin d’initer la réplication
du virus. Etant primordiale au cycle du VIH-1 et n’ayant pas de contrepartie
cellulaire, elle constitue une excellente cible pour le développement de
médicaments antirétroviraux. Trois molécules principales anti-intégrase ont été
mises sur le marché depuis 2007, ciblant I’étape de transfert de brin orchestrée par
I'IN. Ces molécules sont le RAL, 'EVG et le DTG qui agissent a 'interface ADN-IN
afin d’inhiber le transfert de ’ADN viral apres son traitement au niveau 3’. Le DTG
est Iinhibiteur le plus potentiel parmi ses antécédents. Cependant, malgré leur
succes initial, I'intégrase a développé des mutations de résistance primaires et
secondaires contre ces drogues, diminuant ainsi leur efficacité chez les patients
traités. Pour cela, nous avons visé durant ces trois années de these, a concevoir de
nouveaux inhibiteurs de transfert de brin ayant des affinités augmentées pour
I'intasome du VIH-1, en se focalisant notamment a améliorer leur affinité envers
I’ADN viral ce qui leur permettrait de contourner I'obstacle des mutations de
résistance de I'IN. Notre stratégie d’optimisation s’est basée sur la structure du DTG
comme référence, ou nous avons effectué des halogénations sélectives et des
substitutions appropriées de groupements électrodonneurs et électroattracteurs,
au niveau de son noyau halogéné (noyau de benzene avec deux fluors) puisque ce
dernier est la structure du DTG qui entre en contact direct avec les bases virales
réactives situées a I'extrémité 3’ de I’ADN viral. Ces bases sont la Cytosine Ci6 qui
effectue des empilements ni-it avec le noyau halogéné du DTG et la Guanine Ga qui

par le biais de ses noyaux riches en électrons, fait des interactions électrostatiques
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avec les substitutions du noyau d’halobenzéne de la drogue. Nous avons ainsi
concu treize nouveaux noyaux halogénés substitués que nous avons évalués par la
suite afin de voir si nos substitutions ont contribué a un meilleur rendement
thérapeutique de nos dérivés. Tout d’abord, nous avons adopté un modele d’étude
simplifié formé par le noyau de Cs6, le noyau de Ga et nos noyaux halogénés pour
lequel nous avons calculé les énergies d’interaction intermoléculaire (AE) via des
approches de mécanique quantique (méthodes DFT et ALMOEDA) ainsi que des
approches de mécanique moléculaire (méthode basée sur le champ de force
polarisable SIBFA). Les résultats énergétiques obtenus ont montré une meilleure
interaction de la totalité de nos nouveaux dérivés avec les deux bases virales par
rapport au DTG, avec un accord entre les méthodes quantiques et moléculaires.
Une décomposition des ces énergies intermoléculaires via les méthodes RVS et
SIBFA ont mis en relief la contribution des énergies du premier et du second ordre
dans ces interactions, avec un accord entre nos deux approches. En effet, la
méthode SIBFA a pu reproduire avec précision les valeurs et les évolutions des
contributions quantiques individuelles ce qui confirme la fiabilité de nos résultats.
Une exploration des contours de potentiel électrostatique de nos dérivés a permis
I’exploration des effets électroniques de nos substitutions; nos groupements
électrodonneurs en position para des noyaux, pointant vers Ga, ont favorisé leurs
interactions électrostatiques avec cette base alors que les halogénes
électroattracteurs substitutés ont amélioré I'empilement n-nmt avec Cie. L'étape
suivante a été de constuire I'intasome entier du PFV (homologue a I'intasome du
VIH-1) en présence du DTG et des cations de Magnésium ainsi que d’intégrer dans
cette structure compléte, a la place du DTG, nos meilleurs noyaux inhibiteurs

présélectionnés a partir des calculs de AE. Nous avons choisi donc, autre que le
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DTG, de construire I'intasome viral en présence de B3, A2 et B2 respectivement
(nos trois inhibiteurs les plus efficaces choisis) ainsi qu’en présence du DTG sans
noyau d’halobenzene. Trois systemes supplémetaires ont été construits; les
systemes ADN-Intégrase, ADN-DTG et Intégrase-DTG. Cette démarche est une
premiere ou nos complexes construits et solvatés dans des boites d’eau ont été
simulés ensuite par dynamique moléculaire conventionnelle. Le suivi des liaisons
et des interactions au niveau des trajectoires obtenues a montré de meilleures
interactions de nos inhibiteurs avec les bases virales primordiales Ci6, G4 et A17 par
rapport au DTG, confirmant les résultats de AE et soulignant le réle du noyau
halogéné a interagir spécifiquement avec I’ADN viral. Par leurs interactions
spécifiques avec ces bases virales, nos inhibiteurs ainsi que le DTG ont perturbé un
réseau d’interactions établies entre I'IN et I’ADN, notamment au niveau des résidus
importants tels que Glu152, Gly149, Lys156, Lys159, Lys160 et GIn146. De plus, nos
composés ont effectué des contacts proches avec des résidus clés de l'intégrase
notamment Glul52 de la triade catalytique, Gly118 et Pro145, prouvant leur mode
d’action a l'interface ADN-IN et leur inhibition de |'étape de transfert de brin,
puisqu’en absence de ’ADN ou de la protéine, les complexes simulés n’étaient plus
stables. De plus, la meilleure efficacité de nos dérivés et notamment celle de DTG
par rapport a RAL et EVG a été confirmée par I'absence de contacts proches entre
eux avec les résidus subissant des mutations de résistance primaire et secondaire.
Finalement, nous avons effectué sur ces complexes simulés, des calculs des
énergies libres absolues alchimiques des interactions de nos ligands avec I’ADN
entier et avec l'intasome viral entier. Nos calculs ont présenté un parfait accord
avec nos résultats quantitatifs et qualitatifs précédants, indiquant des interactions

plus spécifiques de B3, A2, et B2 avec I’ADN viral et avec ’ADN lié a I'intégrase par
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rapport au DTG. Ce dernier a été aussi caractérisé par une meilleure spécificité
envers I’ADN viral gu’envers l'intégrase entiere, confirmant davantage que les
contacts spécifiques de l'inhibiteur avec I’ADN viral via son noyau halogéné
contribuent a sa meilleure efficacité et a un mode d’action plus efficace pouvant
surmonter les mutations de résistance. L’ensemble de nos résultats prouvent donc
que des halogénations et substitutions sélectives du noyau halogéné du DTG
peuvent renforcer d’'une maniére significative les affinités des ligands pour leurs
cibles situées notamment a I'extrémité de I’ADN viral traité. Nos démarches ont
donc donné lieu a la mise au point de nouvelles drogues inhibitrices
potentiellement plus efficaces que celles mises sur le marché, ayant la capacité de
surmonter |'obstacle de la résistance virale et assurer un mode d’action plus

efficace.

V.Il. Perspectives des travaux de thése

La suite de ces travaux se basera sur les points suivants :

e Synthétiser nos meilleures dérivés congus, les composés B3, A2 et B2, ce qui
nous permetteras de les tester par la suite in vitro et in vivo. Nous avons déja
commencé a collaborer avec I'Institut de Biologie-Paris-Seine a Sorbonne
Université pour la synthese de nos trois dérivés.

e Passer a l'application expérimentale afin de tester I'efficacité des trois
meilleures composées, déja démontrées in silico. Ceci peut se faire par des
expériences d’anisotropie de fluorescence mettant en jeu la structure
entiere de chaque inhibiteur avec une série de nucléotides mimant
I’extrémité 3’ du brin d’ADN viral traité du VIH-1. Ceci nous permettra de voir
si nos composés présentent aussi in vitro de meilleures interactions avec

’ADN par rapport au DTG dont les interactions par anisotropie de
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fluorescences avec I’ADN viral ont été déja étudiées par El Khoury et al au
sein de notre équipe 9.

Simuler par dynamique moléculaire, les complexes B3-Intégrase, A2-
Intégrase et B2-Intégrase et calculer leurs énergies libres absolues
d’interaction afin de voir en premier lieu s’ils interagissent plus
spécifiguement avec la protéine virale par rapport au DTG en présence de
I'intégrase puis, en deuxiéme lieu, comparer les valeurs énergétiques
obtenues aux énergies libres d’interaction des inhibiteurs avec I’ADN viral
dans le but de voir si, comme le DTG, nos nouvelles substitutions ont gardé
une meilleure interaction avec I’ADNv qu’avec l'intégrase.

Passer a I'évaluation du réle des cations de Mg?* en étudiant via des
approches de dynamique moléculaire (simulations conventionnelles, calculs
de AG ...) I'interaction de ces cations avec la fonction dicétone responsable
de leur chélation par les inhibiteurs. En effet, les inhibiteurs de transfert de
brin entrent en compétition avec les résidus de la triade catalytique afin de
chélater les ions Mg?* nécessaires a I'étape d’intégration. Nous pourrons
alors comparer le comportement de ces cations en absence et en présence
des inhibiteurs afin de voir I'influence que possedent ces derniers sur la

fonction des ions de Magnésium.
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Augmented Affinities for the HIV-1
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The HIV-1 integrase (IN) is a major target for the design of novel anti-HIV inhibitors. Among
these, three inhibitors which embody a halobenzene ring derivative (HR) in their structures
are presently used in clinics. High-resolution X-ray crystallography of the complexes of
the IN-viral DNA transient complex bound to each of the three inhibitors showed in all
cases the HR ring to interact within a confined zone of the viral DNA, limited to the
highly conserved 5'CpA 3/5'TpG 3 step. The extension of its extracyclic CX bond
is electron-depleted, owing to the existence of the “sigma-hole.” It interacts favorably
with the electron-rich rings of base G4. We have sought to increase the affinity of HR
derivatives for the G4/C1g base pair. We thus designed thirteen novel derivatives and
computed their Quantum Chemistry (QC) intermolecular interaction energies (AE) with
this base-pair. Most compounds had AE values significantly more favorable than those
of the HR of the most potent halobenzene drug presently used in clinics, Dolutegravir.
This should enable the improvement in a modular piece-wise fashion, the affinities of
halogenated inhibitors for viral DNA (VDNA). In view of large scale polarizable molecular
dynamics simulations on the entirety of the IN-vDNA-inhibitor complexes, validations of
the SIBFA polarizable method are also reported, in which the evolution of each AE(SIBFA)
contribution is compared to its QC counterpart along this series of derivatives.

Key HIV-1

force fields, viral DNA, Dolutegravir, INSTIs

g Y, P

INTRODUCTION

The HIV-1 integrase (IN) catalyzes the transfer of a viral DNA (vDNA) strand into the genome
of the host cell (Lesbats et al,, 2016). It is also involved in reverse transcription (Hironori et al,,
2009), nuclear import (Mouscadet et al,, 2007), and HIV-1 particle maturation (Kessl et al,, 2016).
It has no counterpart in human cells and thus constitutes an emerging target for the design of novel
anti-retroviral inhibitors (Liao et al., 2010).

Three integrase inhibitors have been approved by the FDA in anti-HIV therapies, Raltegravir
(RAL) (Summa et al, 2008), Elvitegravir (EVG) (Shimura et al, 2008), and Dolutegravir
(DTG) (Underwood et al,, 2012). All three act as integrase strand transfer inhibitors (INSTIs)
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(Ammar et al, 2016). They embody two distinct structural
motives, namely a large diketo acid pharmacophore, and a
halobenzene derivative. A major advance toward the design of
novel derivatives is enabled by high-resolution X-ray crystal
structures of the ternary complexes of IN, VDNA, and each of
the three INSTI’s (Hare et al, 2010a, 2011). These show all
three drug complexes to be two-pronged. The keto oxygen and
a coplanar neighboring oxygen both coordinate two IN catalytic
Mg (II) cations, structural water molecules, and, either directly
or through water, IN residues. The halobenzyl moiety is confined
in a narrow cleft, binding to the G4 and Cj¢ bases of the
highly conserved 5'CpA 3'/5'TpG 3’ step on the viral DNA ends
(Hare et al., 2010b). The emergence of IN mutations weakening
IN-drug interactions is a major limitation for INSTI-based
therapies (Wainberg et al., 2011). Such mutations were reported
to occur solely on IN and not on VDNA: this thus leaves open
the possibility that additional enhancements of INSTI-vDNA
binding should not be adversely impacted by IN mutations.

The present study was motivated by two findings. First,
reports from one of our Laboratories showed the DTG >
EVG > RAL ranking of affinities for the IN-vDNA complex
(denoted as the intasome, INT) to be paralleled by their
corresponding affinities for the sole vDNA (El Khoury et al.,
2017). Could, thus, increases of the INSTI-INT binding
affinities be attempted upon focusing on the sole “ternary”
complexes of Gy, Cj¢, and a halobenzene ring? Second, recent
spectrometric and computational studies of the binding of
INSTIs to viral DNA extremities showed the ranking of
affinities to be governed by the enthalpy (AH) component
of the binding free energies (AG), the entropy component
(TAS) being similar for all three complexes (El Khoury et al.,
2019), a “signature” for intercalative binding (Chaires, 2006).
Furthermore, the AH ranking of the three inhibitor affinities was
itself paralleled by the corresponding ranking of the ab initio
quantum chemistry (QC) intermolecular interaction energies,
AE(QC), of their halobenzene rings with the sole G4/Cj¢
base pair. Upon focusing on the halobenzene ring of the
best bound compound, namely DTG, could, then, AE (QC)
Energy Decomposition Analysis (EDA) along with electronic
structure considerations offer insight for affinity-enhancing
chemical substitutions?

The full structures of RAL, EVG and DTG are presented
in Figure 1. There is a zone of electron depletion along the
extension of the C-F bond of DTG, denoted as the “sigma-
hole” (Murray et al., 2008). This bond is para to the C-C bond
connecting the ring to the central diketo acid group (Figure 1). In
the crystal structure of the DTG-INT complex, it points toward
the electron-rich bicyclic ring of Gy4. This could constitute a key
stabilizing feature of the DTG-G4 complex.

We have considered and analyzed several analogs of the DTG
halobenzene ring (HR), 13 of which will be reported in this
paper. It is noted that with the exception of compound Al,
all compounds have an extracyclic -NHCH3 or -NH, proton
donor replacing in para the extracyclic CF bond. All additional
substitutions were done ortho or para to the C-C connector
by electron-withdrawing groups. Each substituent can impact
AE(QC) by a combination of different factors:

'

on account of its electron-withdrawing character, a favorable
increase of the electrostatic contribution, Ec, of AE (QC), of
the para substituent with Gg;

a favorable increase of the polarization contribution, Ep,, of
AE (QC), due to the contribution of its polarizability to the
polarization energy of the ligand;

- when in meta, it could contribute to additional electrostatic
interactions with sites belonging to G4 or Cyg, as reflected by
Ec and Epol' There is a cone of electron-rich density around
the CX bonds of halogens. Halogen substituents could enhance
Ec if such a cone was in the vicinity of electron-deficient sites
ofCle.

these three factors could be counteracted in some cases by
increases of the short-range repulsion, Ex, and, in the energy
balances, by a larger solvation penalty than DTG, since most
designed derivatives bear a more polar character than DTG.

EDA unravels the relative magnitudes of the individual AE
(QC) contributions along the series investigated, and how each
contribution can be impacted by each substituent. Optimizing
the localized HR-G4-Cj¢ interactions could contribute to a
modular design of INSTIs as a preliminary to long-duration
molecular dynamics (MD) of the entirety of the INSTI with
the entirety of the INT. The binding site includes highly polar
protein residues, two Mg (II) cations, and structural, highly
polarizable water molecules. Polarizable, multipolar Molecular
Mechanics/Dynamics approaches, such as SIBFA (Gresh et al.,
2007) or AMOEBA (Ponder et al., 2010) should be adapted to
these simulations. Such procedures were demonstrated to reliably
account for the impact of the sigma hole and the dual character
of the CX bond of HR on electrostatics (El Hage et al., 2013).
Very large macromolecular complexes, such as the INT-INSTI
ones, are now amenable to long-duration MD upon resorting to
the massively parallel code Tinker-HP (Lagardére et al., 2018).
Prior to these, and in the context of the present study, it was
thus essential to evaluate the accuracy of one of these procedures,
SIBFA. Specifically, how well will the evolutions of AE(QC)
and of each of its contributions, be paralleled by the SIBFA
contributions along the series of the thirteen HR ligands?

As a complement to EDAs, we will also report the contours of
their electrostatic potential maps.

METHODS

Quantum Chemistry Calculations

Energy Decomposition Analysis

The decomposition of the ab initio SCF interaction energy is done
using the Reduced Variational Space (RVS) analysis (Stevens
and Fink, 1987), where the intermolecular interaction energy is
separated into four contributions: Coulomb (E¢) and short-range
exchange-repulsion (Ex) in first order (E;) and polarization
(Epo1) and charge-transfer (E¢) in second order (E;). Finally, the
dispersion contribution is assessed as the difference between the
BSSE-corrected B97-D3 intermolecular interaction energies and
the Hartree-Fock (HF) ones. The basis set superposition error
(BSSE) is taken into consideration in the final energy values.
The GAMESS software with the cc-pVTZ (-f) basis set (Schmidt
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FIGURE 1 | Molecular structure of Raltegravir (RAL), Eivitegravir (EVG), and Dolutegravir (DTG) represented with the Chimera software. The coordinates used for these
representations are taken from the Protein Data Bank crystal structures of the Prototype Foamy Virus (PFV) intasome in complex with magnesium and Raltegravir
(PDB code: 30YA—Hare et al., 2010a), Elvitegravir (PDB code: 3L.2U—Hare et al., 2010b) as well as with Dolutegravir (PBD code: 3S3M—Hare et al., 2011). We
emphasized with a circle the difluoro halobenzyl ring of DTG, where the substitutions are going to be made to conceive new inhibitors. Carbon atoms are colored tan,
hydrogen atoms are colored white, fluorine atoms are colored light green, chlorine atoms are colored dark green, nitrogen atoms are colored blue and oxygen atoms

are colored red.

et al., 1993) were used in this analysis. We denote below as E)
(VR), a “variational” value of Epol, obtained as the difference
between AE(RVS) and the sum of E; and E.. This is to be
contrasted to Ej, (RVS) at the outcome of the RVS procedure,
the sum of all individual ligand polarization energies computed
in a process when the occupied molecular orbitals (MO) of this
ligand is relaxed toward its own virtual MO’s, the other ligands
being frozen.

Energy decomposition analyses were also performed at the
correlated levels and the w-B97-D3 functional (Grimme, 2006)
resorting to the Absolutely Localized Molecular Orbitals method
(ALMOEDA) (Azar and Head-Gordon, 2011) using the Q-Chem
software (Shao et al., 2015). AE is decomposed into a “frozen
density” component (FRZ), namely the sum of the Coulomb and
short-range contribution, and a polarization (Ep,) and a charge
transfer contribution (E) in second order.

Correlated Calculations
The intermolecular interaction energies (AE) of the complexes
formed by the substituted rings with G4 and C;¢ were computed
at the correlated level using the dispersion-corrected functionals
B97-D3 and B3LYP-D3 (Goerigk and Grimme, 2011), with the
cc-pVTZ basis set (-f) (Feller, 1996) and the Gaussian software
GO09 (Frisch et al., 2009) software. The obtained values were
corrected for BSSE (Simon and Duran, 1996). The values of
the corresponding correlation and dispersion contributions were
computed as the differences between the dispersion-corrected
correlated AE and uncorrelated Hartree-Fock (HF) AE values.
G09 was used as well for energy-minimization of the
complexes, using a starting structure determined by X-ray
crystallography and taken from Protein Data Base site (PDB code:
3S3M, Hare et al.,, 2011). The C-C bond connecting the HR to

Frontiers in Chemistry | www.frontiersin.org

the diketoacid (DKA) ring was replaced by a CH bond, since the
DKA ring was removed.

The halobenzene rings were relaxed except for the hydrogen
atom of this CH bond. This choice was made to avoid wanderings
over the G4/C16 bases prevented in the complete complexes by
HR anchoring to the rest of the drug. We also chose to hold both
guanine and cytosine frozen in their X-ray geometry to account
for their anchoring in the DNA backbone. We did not allow for
conformational relaxation around the glycosidic bonds of G4 and
C16 since we considered that this viral DNA base pair is held
in an experimental position “tailored” for DTG: any additional
positional relaxation in complexes with derivatives with bulkier
ligands could a priori be expected to further optimize, rather
than penalize, the binding of such derivatives, with possibly an
even more favorable outcome than the one from the present
study. This could clearly, only be clarified at the outcome of
long-duration MD simulations on the ternary DNA-IN-ligand
complexes, enabling to explore the widths and flexibility of
the energy basins in the G4/Cj¢/HR zone. Such studies will be
reported in due course.

A Continuum desolvation energy AGg)y, computed following
the Polarizable Continuum Model (PCM) procedure (Mennucci
et al, 2002) was also calculated for each HR ring. It was
considered as an upper bound to its actual PCM desolvation
energy prior to its complexation.

SIBFA Computations

In the context of the SIBFA procedure, the intermolecular
interaction energy (AEy) is computed as the sum of five
contributions: electrostatic multipolar (Eytp), short-range
repulsion (Eyep), polarization (Ey), charge transfer (Ect), and
dispersion (Egjsp)- Evrp is computed with distributed multipoles
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(up to quadrupoles) derived from the QC molecular orbitals
precomputed for each individual molecule, derived from the
Stone analysis (Stone and Alderton, 1985) and distributed on
the atoms using a procedure developed by Vigné-Maeder and
Claverie (1988). Eytp is augmented with a penetration term
(Piquemal et al, 2007). The anisotropic polarizabilities are
distributed on the centroids of the localized orbitals (heteroatom
lone pairs and bond barycenters) using a procedure due to
Garmer and Stevens (1989). Erep and Ecr, the two short-range
contributions, are computed using representations of the
molecular orbitals localized on the chemical bonds and on
localized lone-pairs. Egjp is computed as an expansion into 1/R,
1/R%, and 1/R'” and embodies an explicit exchange—dispersion
term (Creuzet et al., 1991).

Contours of Electrostatic Potentials

The contours of molecular electrostatic potentials (MEPs) of the
HRs derived from their electronic densities were displayed by
the Gaussview software, implemented in the Gaussian software
(Frisch et al., 2009). The colored zones are based on their
electronic densities.

RESULTS AND DISCUSSION

All DTG derivatives have at least one extracyclic halogen atom;
E Cl, or Br. The DTG coordinates are derived from the
crystal structure of the viral intasome with Dolutegravir and
two magnesium ions (PDB code: 3S3M, Hare et al, 2011).
The first derivative considered, Al, has a chlorine substituent
replacing the second DTG fluorine, which is para to the CH bond
connecting it to the diketo moiety. This did not bring a significant
AEy increase with respect to DTG (see Table 1 below). Several
alternative substituents could be considered. However, for the
present study we deemed it more instructive to replace upfront
the para -F group, which binds G4 by its sigma-hole prolonging
the CF bond, by another electron-deficient group, namely a
proton donor. We could thus leverage these C-X bonds (X
halogen or electron-deficient group) interactions and increase
their magnitudes by depleting this donor electron-density with
selected electron-attracting substituents. A natural choice bore
on substituents such as -NHCH3 or -NH;. Both groups have the
additional advantage of acting as electron-donating substituents:
this is in contrast to fluorine, which is electron-withdrawing. This
could favor the interaction of the electron-deficient sites of Cy¢
with the halobenzene ring and/or with the electron-rich cone
around the halogen substituent. It is another means of leveraging
the “Janus-like” character of the halobenzene derivatives (El Hage
et al,, 2014, 2015). The ~-NHCH3 substituted derivatives were
split into two groups, having two or one electron-withdrawing
substituents, respectively. The search for -NH; substituted
derivatives was limited to three derivatives, with one or two
fluorine substituents. The four groups are indexed as Group 1,
2, 3, and 4, and the derivatives in each group are indexed with
capital letters from A to E. All derivatives are represented in
Figure 2.
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First Group

Para-Electron Attracting Substituted Derivatives

This group contains the compound Al which has a similar
structure to DTG, but with a chlorine atom in para instead of
a fluorine one.

Second Group

Para-NHCH3; Substituted Derivatives

Five derivatives are considered. They all have, similar to DTG,

fluorine in ortho, and a third, electron-withdrawing substituent:
A2, B2, and C2 have in the second ortho position: Br, Cl, and

~CFj3, respectively. D2 has chlorine in meta, and E2 has a cyano

substituent in the second ortho position.

Third Group

Para-NHCH3; Substituted Derivatives

A3, B3, and C3 have as ortho substituent chlorine, bromine
and fluorine, respectively, while D3 has fluorine in meta instead
of ortho.

Fourth Group

Para-NH, Substituted Derivatives

A4 and B4 have a fluorine in ortho and in meta, respectively, while
C4 has the two fluorines in ortho and meta.

Figure 3 gives a representation of the complexes of the G4/Cj6
vDNA base pair with representative compounds of series 1 to 4.
We have displayed the parent compound, DTG from the first
group, C2 and E2 from the second, B3 from the third and C4
from the fourth group. As seen below, the inhibitory rings face
the ring of Cj¢, interacting with the latter via 7-7 stacking, while
the moiety in para position face the electron-rich rings of Gj.
Therefore, the electron donor groups in C2, E2, B3, and C4 as well
as the electron-depleted region in the prolongation of the sigma-
hole in DTG interacts with G4 via electrostatic interactions.

Table 1 lists the AE (QC) values at the B97-D3, B3LYP-D3,
and @-B97D levels together with the AE (SIBFA) values. It also
lists the continuum solvation energies, AGyy, of each isolated
derivative prior to complexation, and the resulting values of
partial B97-D3 energy balances after AG,,}, subtraction from AE
(B97-D3). These AGy,)y values should be considered as upper
bounds to the actual PCM solvation energies of the halobenzene
ring of DTG and its derivatives, because in the “complete”
inhibitor, the exposure of the polar group is less on account of a
lesser accessibility and possible intramolecular interactions. The
MD calculation of the actual solvation free energies of DTG and
its derivatives in a box of water molecules will be considered in
the next step of our studies in parallel with the MD simulations
of their complexes with the intasome (El Darazi et al., work
in progress).

The listed QC AE values take into account the BSSE
correction as the HF and at the correlated levels. It has values
in the 1.5-2 kcal/mol range at the HF level, and 3.5-4.6 kcal/mol
range at the correlated levels, depending upon the functional, but
changing little for a given functional with the ligand.

The evolution of AE as a function of the compound number
is plotted in Figure 3 for each functional.
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TABLE 1 | Intermolecular interaction energies (kcal/mol) of halogenated derivatives with the G4/C1g VONA base pair.

Compounds AE AE AE ALMOEDA AE ALMOEDA SIBFA AG solv Total interaction energy
B97-D3 B3LYP-D3 (B97D3) (w-B97D) (AE B97-D3 -AG solv)
(raw value/BSSE (raw value/BSSE (raw value/BSSE
corrected) corrected) corrected)
DTG ~37.4/-33.2 —40.6/-36.5 -33.2 -35.9 -39.6 -6.1 -31.3/-271
Al —37.5/-33.8 —40.6/-37.0 -33.8 -35.8 -38.4 -59 -31.6/-27.9
A2 —45.1/-40.7 —48.1/-43.7 -40.6 -43.3 -45.9 -9.7 -35.4/-31.0
B2 —44.9/-40.5 —47.9/-43.5 -40.4 -43.1 —46.6 -9.5 —35.4/-31.0
c2 -46.0/-41.3 -49.1/-44.5 -41.2 -44.1 -47.3 -10.1 -35.9/-31.2
D2 —43.0/-38.6 —46.3/-41.9 -38.5 -41.0 —45.2 -7.8 —-35.2/-30.8
E2 —45.3/-40.9 ~48.2/-43.9 -40.6 -43.4 -47.7 -7.8 -37.5/-33.1
A3 —44.7/-40.4 —~47.6/-43.4 —-40.3 -427 —~44.6 -9.4 -36.3/-31.0
B3 -44.9/-40.7 ~47.9/-43.7 -40.6 -43.1 -46.9 -9.5 -36.4/-31.2
Cc3 —44.1/-39.6 —47.0/-42.6 -38.8 -41.6 ~45.2 -9.7 —34.3/-29.9
D3 —42.6/-37.8 —45.7/-41.1 -38.4 -41.2 -44.0 -7.8 —34.8/-30.0
A4 —42.5/-38.2 —45.2/-40.9 -38.0 —40.6 —43.7 -11.2 -31.8/-27.0
B4 -41.5/-37.0 —44.2/-39.7 -37.4 -39.7 -41.1 -97 -31.8/-27.3
c4 -42.1/-37.5 —45.0/-40.4 -41.2/ -41.0 ~42.6 -10.3 -31.9/-27.2

DTG as well as the compounds displaying the best energetic values are highlighted in red.

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

FIGURE 2 | Molecular structures of the halobenzene ring of DTG (Group 1) and the newly designed ones (Groups 1, 2, 3, and 4) represented with the Chimera
software. Carbon atoms are colored tan, hydrogen atoms are colored white, fluorine atoms are colored light green, chlorine atoms are colored dark green, bromine
atoms are colored dark red and nitrogen atoms are colored blue. The squares indicate the new atoms or moieties chosen after substitution.

All three AE (QC) curves run parallel. Table 1 and Figure4  three QC procedures concur into having five derivatives which
show that the AE (QC) values of all compounds in series 2-4  stand out from the rest. Four belong to series 2, namely A2,
have significantly larger magnitudes than those of either DTG~ B2, C2, and E2, and one belongs to series 3, namely B3. In
or its chlorinated derivative Al. Taking the B97-D3 results as  series 2, all four derivatives have their two substituents on both
an example, the differences are in the 4-8.3 kcal/mol range. All  ortho sides of the connecting -CH bond, or, equivalently, on
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FIGURE 3 | Representation of the G4/C1s complexes with representative HRs. The structures of G4, Cy and DTG are taken from the Protein Data Bank crystal
structure of the Prototype Foamy Virus (PFV) intasome in complex with magnesium and Dolutegravir (PDB code: 383M—Hare et al., 2011). The newly designed
compounds are represented with the Chimera software. The color code for the atoms remains the same as in Figure 1, with the oxygen atoms colored in light red.

both sides meta to the -NHCH3 para substituent. The two best-
bound compounds are C2 and E2, with either a -CF3 or a cyano
substituent ~CN in meta to the -NHCH3 group, respectively. C2
has a larger AGq), value than E2, namely —10.1 compared to
—7.8 kcal/mol. As mentioned above, this 2.3 kcal/mol difference
should represent an upper bound to the actual desolvation energy
difference between the two derivatives. It could reflect a greater
“hydrophilicity” of the C2 than the E2 ring. Including such a
difference in partial relative energy balances would give rise to
a 2 kcal/mol preference for the cyano derivative compared to the
trifluoromethyl one.

In series 3, the best-bound derivative is B3, with a bromine
substituent. Owing to the large hydrophilic character of this
atom compared to fluorine in DTG, the values of AGy,, are
correspondingly larger in series 2 and 3 than that of DTG,
in the range 2.8-4.0 kcal/mol. This leaves out relative energy
preferences for A2-C2, E2, and B3 over DTG in the range
4-6.7 kcal/mol.

The AE values in series 4 with an -NH; para substituent
have smaller magnitudes than in series 2 and 3. These
are 4-5 kcal/mol more favorable than DTG, but these are
virtually fully compensated for by correspondingly larger
AGyg,)y values, leaving partial energy balances <0.5 kcal/mol
more favorable than DTG, which is inconclusive in terms of
augmented affinities.

As for the BSSE values, we wish to note that the average
values of the BSSE amounts to 4.14 kcal/mol for the B97D-
3 functional and to 3.41 kcal/mol for the W97D functional,
both used for the ALMOEDA energetic calculations. With each,
the relative variations among the compounds are around 0.5

Frontiers in Chemistry | www.frontiersin.org

kcal/mol. Whereas, at the HF level, the average value of BSSE is
in the range of 1.5-2 kcal/mol.

In Figures 5-8 we report the evolution of the individual
QC contributions along the series. We denote by E; the
“frozen” energy contribution from ALMOEDA and the sum of
the Coulomb, Ec, and exchange, Ex, contributions from the
RVS analyses. E; (SIBFA) is correspondingly the sum of its
penetration-augmented electrostatic and short-range repulsion
contributions. We denote by E; the sum of the polarization and
charge-transfer contributions in all approaches.

In the perspective of long-duration polarizable MD on the
complexes of VDNA and of the Integrase-vDNA assembly, it
is essential to evaluate how well could a procedure such as
SIBFA account for the AE (QC) trends. This alone could lend
credence to comparative energy balances and prospective free
energy calculations bearing on complexes out of reach of QC
calculations, but amenable to this, and related procedures such
as those between “improved” DTG derivatives with v-DNA,
let alone with INT, which total several thousands of atoms.
Table 1 and Figure 4 show that AE, (SIBFA) is fully able to
recover the trends from AE(QC). C2 and E2 are found to be
the two best-bound compounds, while B2, B3, and A2 come
next with a small margin. Such agreements are encouraging,
considering that no extra calibration effort was done on the
DTG derivatives.

Figure 5 reports the evolutions of E; at the uncorrelated
RVS and correlated B97D3 and »-B97D levels and those of E;
(SIBFA). Figure 6 reports the corresponding evolutions of E;.
Figure 7 compares the evolution of uncorrelated AE (RVS) and
AE (SIBFA) without the dispersion contribution Egjsp- Figure 8
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FIGURE 4 | Evolution of the intermolecular interaction energies (AE) of the temary complex; G4/C1s/substituted ring as a function of the halobenzene ring of DTG and
the newly conceived rings (Compounds A1 to C4). AE values are calculated via quantum chemistry correlated calculations with the B3LYP-D3 functional (AE
B3LYP-D3-raw before BSSE correction and AE B3LYP-D3-corrected after BSSE correction) and the B97-D3 functional (AE B97-D3-raw before BSSE correction and
AE B97-D3-corrected after BSSE correction). AE obtained via quantum chemistry energy decomposition analyses methods (EDA) are also presented, precisely the
Absolutely Localized Molecular Orbitals method using two functionals; B97D3 (AE ALMOEDA-B97D3) and w-B97D (AE ALMOEDA/w-B97D). AE values are obtained
as well via molecular mechanics calculations with the polarizable force field SIBFA (AE,; SIBFA).
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FIGURE 5 | Evolution of the first order energy (E1) of the ternary complex; Ga/C1e/substituted ring as a function of the halobenzene ring of DTG and the newly
conceived rings (Compounds A1 to C4). E values are calculated via quantum chemistry Energy Decomposition Analysis methods (EDA) precisely the Reduced
Variational Space method (E; RVS) and Absolutely Localized Molecular Orbitals method using two functionals; B97D3 (E; ALMOEDA/B97D3) and w97D (E;
ALMOEDA/»-B97D). E1 values are obtained as well via molecular mechanics calculations with the polarizable force field SIBFA (E; SIBFA).
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FIGURE 6 | Evolution of the second order energy (E;) of the ternary complex; Gs/C1g/substituted ring as a function of the halobenzene ring of DTG and the newly
conceived rings (Compounds A1 to C4). E> values are calculated via quantum chemistry Energy Decomposition Analysis methods (EDA), precisely the Reduced
Variational Space method (E; RVS) and Absolutely Localized Molecular Orbitals method using two functionals; B97D3 (E2 ALMOEDA/B97D3) and w-B97D (E2
ALMOEDA/w-B97D). E; values were obtained as well via molecular mechanics calculations with the polarizable force field SIBFA (Ez SIBFA).
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FIGURE 7 | Evolution of the interaction energy of the ternary complex; G4/Css/substituted ring as a function of the halobenzene ring of DTG and the newly conceived
rings (Compounds A1 to C4). AE values are calculated via quantum chemistry Energy Decomposition Analysis method (EDA), precisely the Reduced Variational
Space method (AE RVS) and via molecular mechanics calculations with the polarizable force field SIBFA (AE SIBFA).

reports the evolution of a contribution denoted as “Edisp/Ecorrs’  with Egigp (SIBFA). There is no explicit ALMOEDA “dispersion”
the gain in AE upon passing from the uncorrelated RVS AE  contribution, as it is included in the van der Waals kernel for both
to the correlated B3LYP-D3, B97-D3, and »-B97D levels, along  E; and E,.
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(Egsp B97D3) and B3LYPD3 (Exisp B3LYPD3) and via molecular mechanics calculations with the polarizable force field SIBFA (Exsp SIBFA).
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Throughout we will denote by AE (SIBFA) and AEy
(SIBFA) the SIBFA intermolecular interaction energies without
and with the dispersion contribution. AE (RVS) denotes the
BSSE-corrected RVS intermolecular interaction energy. AE (QC)
denotes the correlated QC intermolecular interaction energy with
the B3LYP-D3, B97-D3, or »-B97D functionals. The QC-derived
“dispersion” energy is the difference between AE (QC) and AE
(HF), the latter being derived from a Hartree-Fock computation
without removing the BSSE.

Figure 5 shows that the trends in AE (QC) and AE,, (SIBFA)
giving distinct preferences for derivatives A2, B2, C2, E2, and
B3 are retrieved by E;, while the E; curves (Figure 6) are much
shallower. Figure 7 shows that similar to AE (QC) and AEy
(SIBFA), both AE (RVS) and AE (SIBFA) curves have minima
with derivatives A2-C2, E2, and B3. AE (RVS) has an additional
minimum with derivative A4 from series 4. The corresponding
AE (SIBFA) minimum is higher in energy. There is a lesser
correspondence between Egjgp, (SIBFA) and those found from the
B97D3 and B3LYP-D3 calculations (Figure 8). For compounds
A1-E2, it has values intermediate between those from both
functionals. For A3 and B3, it is close to the B97D3 values,
with differences of 1.2 and 0.2 kcal/mol, respectively. For C3
and D3, it is close to the B3LYP-D3 values, with differences
of 0.0 and 0.4 kcal/mol, respectively. For all three compounds
in series 4 having the para -NH, substituent, Eg;;, (SIBFA)
has smaller values than either functional. In fact, the trends
are not consistent between the two functionals. Thus, while
Egisp (B3LYP-D3) is larger by 2.7 kcal/mol than Eg;gp (B97-D3),
both functionals give very close Egig, values in both B3 and
C3 complexes.

Frontiers in Chemistry | www.frontiersin.org

Even though it appears satisfactory, the agreement between
AEiot (SIBFA) and AE (QC) could be further improved in
the near future. There are ongoing SIBFA refinements in the
context of reconstruction of a new library of protein, DNA,
and ligand constitutive fragments. They resort to multipoles and
polarizabilities from correlated calculations, and a rescaling of
the individual energy contributions on the basis of correlated
Symmetry Adapted Perturbation Theory SAPT-DFT (Misquitta
and Szalewicz, 2002; Podeszwa et al., 2006) energy decomposition
analyses. They will be reported elsewhere.

Molecular Electrostatic Potentials (MEP)
It is instructive to represent the impact of some of the reported
substitutions on the MEP contours. Figure9 presents such
contours around five representative compounds: DTG; C2 and
E2; the meta-substituted trifluoro- and cyano derivatives of group
2, respectively; B3, the meta-substituted bromine derivative of
series 3; and C4, the difluorine-substituted derivative of group 4.
There is a much wider extension of the “blue” zone of positive
potential around the para -NHCH3 or -NHj substituents than
around the para-fluorine substituent of DTG. This explains the
better efficiency observed in the case of the newly conceived
compounds in comparison with DTG. In fact, the lower electron
density of NHCH3 and NH; confirms the better electrostatic
interaction of these rings with the electron rich polycyclic
structure of Gy. For the compounds of group 2, the -CF;3
substituted derivative C2 generates a much wider and delocalized
“red” zone of negative potential than the cyano-substituted
derivative E2. The extension of positive potential around the
-NHCH3 group is also larger for C2 than for E2. To a
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FIGURE 9 | Contours of the Molecular Electrostatic Potential (MEP) around: DTG, C2, E2, B3, and C4. The distribution of the electronic charges is 10~ electron
Bohr-3 isodensity surface. The colored bar at the top of the figure indicates the variation of the electron density between —2.094%~2 (corresponding to the color red)

and 2.094°2 (corresponding to the color blug).

large extent, the first feature should explain the 2.1 kcal/mol
larger AGg,), energy of C2 than E2, impacting the energy
balance in favor of E2 while both derivatives had close AE
(QC) and AE;y (SIBFA) values. Derivative B3 also displays
a wide zone of negative electrostatic potential around the -
Br substituent, and this zone is significantly more extended
than around the two -F substituents of derivative C4. The
latter presents a low electron density in the middle of its ring
due to the presence of its two-electron attracting fluorines,
giving it the least favorable attraction with the DNA viral
base pairs.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

We have designed a series of derivatives of the halobenzene
ring of dolutegravir (DTG), the most potent inhibitor of the
HIV-1 integrase to date. These derivatives target the highly
conserved G4/Cj¢ base pair of viral DNA. The -para fluorine
ring of DTG is replaced by a -NHCH3 or a -NH, substituent.
All derivatives reported in this study had more favorable
intermolecular interaction energies with this base pair than DTG,
as computed by quantum chemistry, and a polarizable molecular
mechanics procedure, SIBFA. The two compounds with the
highest G4/Cj¢ affinities had a para -NHCH3 substituent and
two substituents meta to it: fluorine and trifluromethyl, denoted
as C2, and fluorine and cyano, denoted as E2. AE;, (SIBFA)
displayed trends consistent with AE (QC). This study, along with
our previous ones (El Hage et al., 2014, 2015; El Khoury et al,,
2019) shows that it is possible to design, in a piece-wise fashion,
novel derivatives targeting a well-defined, highly conserved,
subset of the recognition site of a large macromolecular

Frontiers in Chemistry | www.frontiersin.org

target. It also constitutes an essential validation step prior
to large-scale polarizable molecular dynamics simulations of
the complex of the entirety of the drug with the entirety of
the target.
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ABSTRACT

We studied, using computational chemistry approaches, novel inhibitors targeting the integrase (IN) of the Human Immunodefi-
ciency Virus-1 (HIV-1); causal agent of the Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS). IN is in fact an essential viral enzyme
that allows for the smooth integration of the viral DNA into target cells via two steps; 3'-processing followed by strand transfer
(ST), making it a major HIV-1 therapeutic target. Recent anti-AIDS therapies resort to the usage of IN inhibitors belonging to the
Diketoacid family (DKAs), the most recent of which is the Dolutegravir (DTG). These DKAs act on the IN-DNA interface and are
known as Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTls), inhibiting specifically the strand transfer step. Unfortunately, resistance
mutations have been observed at the IN level after its contact with these inhibitory molecules, including DTG, compromising
the long-term efficiency of anti-HIV therapies. One solution to overcome this problem is to reinforce the interactions of DTG
with viral DNA, at the interface IN-viral DNA; this could circumvent the need for specific interactions with the protein and hence,
bypass resistance mutations. We had previously designed thirteen novel molecules, via substitutions made on the halobenzene
ring of DTG and evaluated their intermolecular interation energy (E) with terminal base pairs of HIV-1 DNA (C16 and G4) via
quantum mechanics (QM) and molecular mechanics (MM) calculations. Based on their energetic yield, all newly conceived
molecules showcased a better interaction with these terminal base pairs than DTG.

For this work, we have selected three of our best derivatives (compounds named B3, A2 and B2) to further evaluate their
interaction with viral DNA in comparison with DTG. This was done using absolute alchemical free energy calculations (G) based
on all-atom molecular dynamics (MD) simulations. With this rigorous approach, we calculated the free energy of interaction
of our four ligands (DTG, B3, A2 and B2) with the viral intasome complex (IN-viral DNA). We have evaluated as well the
free energy of interaction of DTG with the IN alone and viral DNA alone, respectively. These calculations were based on the
crystallographic structure of the HIV-1 intasome in complex with DTG (PDB code: 3S3M). Our resulting free energy values
indicated firstly a more stable interaction of DTG with the viral DNA, compared to its free energy of interaction with HIV-1
integrase, clarifying the better efficiency of DTG in regards to its INSTIS predecessors. Furthermore, B3, A2 and B2 all
presented better free energy values than DTG in regards to their interaction within the intasome. The obtained G values were
in agreement with our previous E calculations, exhibiting newly designed INSTIs more potent than DTG, with an ability to better
bypass IN resistance mutations.
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Figures du chapitre IV Partie B
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Figure 120 : Positions de départ des structures des complexes ADN-Intégrase-A2 (a gauche) et ADN-
Intégrase-B2 (a droite) pour le Prototype Foamy Virus (PFV). L’ADN double brin est représenté en batons
de couleur rose et marron, A2 et B2 sont représentés en boules pour les atomes et en batons pour les
liaisons entre eux, avec les cations divalents de magnésium (Mg?*) représentés en sphéres roses. La triade
catalytique de I'intégrase est schématisée en batons, avec Asp128, Asp185 et Glu221 qui correspondent
a Asp64, Aspl85 et Glul52 du VIH-1 respectivement. Le code couleur pour le DTG et pour la triade
catalytique reste le méme que celui utilisé précédemment pour les Figures 39 et 40, sauf pour le brome
coloré en violet dans ce cas.

Gly218

Gly218

DTG

Figure 121 : Représentation des positions de départ de Gly149 du VIH-1 (correspondant a Gly218 du PFV)
et de G4 au niveau des complexes ADN-Intégrase (a gauche) et ADN-Intégrase-DTG (a droite), avec en gras
et rouge les atomes dont les distances ont été suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée
indique la distance entre eux. Les composés B3, A2 et B2 ayant des positions de départ similaires au DTG
ne sont pas représentés dans la figure.
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Figure 122 : Représentation des positions de départ de la Lysine 156 (correspondant a la Sérine 225 du
PFV) avec Cis au niveau des complexes ADN-Intégrase et ADN-Intégrase-DTG (complexes en haut a
gauche), ainsi que les positions de départ de la Lysine 159 avec Cy6 et A7 au niveau des complexes ADN-
Intégrase et ADN-Intégrase-DTG (complexes a droite). Finalement nous trouvons la Lysine 160 avec les
bases A; et Ts au niveau des complexes ADN-Intégrase et ADN-Intégrase-DTG (complexes en bas a
gauche). Les atomes dont les distances ont été suivies au cours des simulations sont marqués en gras et
rouge avec une ligne rouge pointillée indiquant la distance entre eux. Les composés B3, A2 et B2 ayant
des positions de départ similaires au DTG ne sont pas représentés dans la figure.

Argt17 — T Arg326
Lys219 -

Arg222

Ser258

U 8er105

Ser311

Figure 123 : Schéma représentant les contacts ADN-protéine identifiés dans le complexe de code PDB :
3L2R. Le double brin d’ADN viral est représenté en orange pour le brin non traité et en magenta pour le
brin traité. Les traits pleins indiquent les liaisons hydrogénes entre le résidu de I'intégrase et la base virale
alors que les traits pointillés correspodent aux interactions de vdW. Nous avons encerclé les bases A7 et
Ts dont les interactions avec la Lysine 228 (Lys 228) correspondant a Lys159 chez le VIH-1, ont été suivies.
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Figure 124 : Représentation des positions de départ de la Glutamine 146 du VIH-1 (correspondant a la
Glutamine 215 du PFV) et d’As7 au niveau des complexes ADN-Intégrase (a gauche) et ADN-Intégrase-DTG
(a droite), avec en gras et rouge les atomes dont les distances ont été suivies au cours des simulations. La
ligne rouge pointillée indique la distance entre eux. Les bases Cis, G4 et T3 sont de méme représentées.
Les composés B3, A2 et B2 ayant des positions de départ similaires au DTG ne sont pas représentés dans
la figure.
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Figure 125 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre I'extrémité terminale 3’OH d’A7 et
Glul52 (correspondant a Glu221 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2
(a2 gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Evolution of G4 - Gly149 distance in DNA-INT-A2 Evolution of G4 -- Gly149 distance in DNA-INT-A2 complex
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Figure 126 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre la base virale G, et Gly149
(correspondant a Gly218 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2 (a

gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Evolution of C16 - Lys156 distance in DNA-INT-A2 complex

w

Distance (Angst.)
-

w

~

—— C16 - Lys156 (A2)

250 500

750

1000
frames

1250 1500 1750

Evolution of C16 - Lys156 distance in DNA-INT-B2 complex

—— C16 - Lys156 (B2)

Distance (Angst.)

750

1000
Frames

1250 1500 1750

Density

08

0.6

0.2

0.0 1

Evolution of C16 -- Lys156 distance in DNA-INT-A2 complex

—— C16 - Lys156 (A2)

2 3 4 H 6
Distance (Angst.)

Evolution of C16 -- Lys156 distance in DNA-INT-B2 complex

—— C16 - Lys156 (82)

2 3 B 5 6 7 8
Distance (Angst.)

Figure 127 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre la base virale Ciys et Lys156
(correspondant a Ser225 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2 (a
gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Evolution of Backbone C16-A17 - Lys159 distance in DNA-INT-A2 complex
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Figure 128 : Graphiques représentant |’évolution de la distance entre les bases virales Ci6-A17 et Lys159
(correspondant a Lys228 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2 (a

gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Suivi de la liaison entre la Lysine160 (correspondant a I’Arginine229 chez le PFV) et
le squelette phosphodiester situé entre les bases virales A7-T8 pour les complexes

ADN-Intégrase et ADN-Intégrase-Inhibiteurs (Inhibiteurs correspondent au DTG, B3,

A2 et B2).
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Figure 129 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre les bases virales A;-Tg et Lys160
(correspondant a Arg229 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase-A2 et ADN-Intégrase-B2 (a
gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Figure 130 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre les bases virales A;-Tg et Lys160
(correspondant a Arg229 pour le PFV) dans les complexes ADN-Intégrase et ADN-Intégrase-DTG (a
gauche). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues au niveau des mémes complexes.
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Figure 131 : Graphique représentant I'évolution de la distance entre les bases virales A;-Ts et Lys160
(correspondant a Arg229 pour le PFV) dans le complexe ADN-Intégrase-B3 (a gauche). Nous trouvons aussi
a droite le graphique de la densité des pauses en fonction des distances obtenues au niveau du méme
complexe.

306



Les graphiques de la figure 130 indiquent que la liaison hydrogéne est maintenue
entre la Lysine 160 et le squelette A;-Ts au cours de nos simulations (valeurs entre
3 et 4 A) avec la majorité des distances de 3,6 A. Cependant, en présence du DTG,
cette liaison hydrogene est perdue apres 50 ns de simulation ou la distance
séparant les résidus concernés devient majoritairement de 9 A. Dans le cas des trois
nouveaux inhibiteurs; B3, A2 et B2, les liaisons hydrogénes entre K156 et le
squelette A;-Tgs sont maintenues pendant 120 ns de simulation (valeurs variant
entre 3 A et 4 A) puis sont perdues (des distances de 9 A apparaissent). Les
graphiques et les courbes des figures 129 et 131 illustrent bien ces variations,
notamment les courbes & droite qui présentent des pics aux alentours de 3 A

(liaisons hydrogenes) suivis de pics de 9 A (perte des contacts proches).

G4 G4 G4

v

: D ¢
DTG Composé B3 DTG « contrdle »

Figure 132 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« controle » par rapport a G4, avec en gras et rouge les atomes effectuant des contacts proches entre les
dérivés et la base virale. La ligne rouge pointillée indique la distance entre eux. Les composés A2 et B2 ne
sont pas représentés puisque leurs positions de départs sont similaires a celle de B3, avec un NHCHs en
para au niveau de leur noyau halogéné.
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DTG Composé B3 DTG « contrdle »

Figure 133 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« contrOle » par rapport a Glu221 chez le Prototype Foamy Virus (PFV), correspondant a Glu152 chez le
VIH-1. Les atomes effectuant des contacts proches chez les dérivés et Glu221 sont indiqués en rouge et
gras. La ligne rouge pointillée représente la distance entre eux. Etant donné qu’A2 et B2 ont un fluor en
ortho face a Glu221 comme le DTG, nous avons uniquement représenté le noyau du DTG.

Proline 214
Proline 214

DTG

DTG «contrdle»

Proline 214

Composé B3

Figure 134 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« controle » par rapport a la Proline 145, avec en gras et rouge les atomes dont les distances ont été
suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée indique la distance entre eux. Les composés A2
et B2 ayant des positions de départ similaires au composé B3 ne sont pas représentés dans la figure.
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Evolution of B2 - Glul52 (Gamma Carbon) distance
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Figure 135 : Graphique représentant I'évolution de la distance entre B2 et Glul52 (correspondant au
Glu221 du PFV) (a gauche) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous
trouvons le graphique de la densité des pauses en fonction des distances obtenues.
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Figure 136: Graphiques représentant I'évolution de la distance entre DTG et Glul52 (correspondant a
Glu221 pour le PFV) (a gauche) et entre le DTG « contéle » et Glu152 (a droite) en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). Nous trouvons aussi les graphiques de la densité des pauses en fonction
des distances obtenues (a gauche en bas dans le cas du DTG avec Glu152 et a droite en bas dans le cas du

DTG «controle » avec Glul52,
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Evolution of B3 - Glu152 (Delta Carbon) distance
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Figure 137 : Graphiques représentant |'évolution de la distance entre B3 et Glu152 (correspondant a
Glu221 pour le PFV) (a gauche en haut) et entre A2 et Glul52 (a gauche en bas) en fonction des pauses
de dynamique moléculaire (Frames). Nous trouvons aussi les graphiques de la densité des pauses en
fonction des distances obtenues (a droite en haut dans le cas de B3 avec Glu152 et a droite en bas dans
le cas d’A2 avec Glul52.
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Figure 138 : Graphiques représentant I’évolution de la distance entre B2 et Glu152 (correspondant a
Glu221 pour le PFV) (en haut a gauche) et entre le DTGet Glu152 dans le complexe Intégrase-DTG (en bas
a gauche) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). Nous trouvons aussi les graphiques
de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (a droite en haut dans le cas de B2 avec
Glul52 et a droite en bas dans le cas du DTG avec Glu152 au sein du complexe Intégrase-DTG.
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Figure 139 : Graphiques représentant I"évolution de la distance entre A2 et Gly118 (correspondant a
Gly187 pour le PFV) (en haut a gauche) et entre B2 et Gly118 (en bas a gauche) en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en

fonction des distances obtenues (en haut dans le cas d’A2 avec Gly118 et en bas dans le cas de B2 avec
Gly118.
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Figure 140 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre A2 et Pro145 (correspondant a
Pro214 pour le PFV) (en haut a gauche) et entre B2 et Pro145 (en bas a gauche) en fonction des pauses de
dynamique moléculaire (Frames). Nous trouvons aussi a droite les graphiques de la densité des pauses en

fonction des distances obtenues (en haut dans le cas d’A2 avec Pro145 et en bas dans le cas de B2 avec
Pro145.
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Figure 141 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« contrGle » par rapport a la Tyrosine 212 du Prototype Foamy Virus (PFV) (correspondant a la Tyrosine
143 du VIH-1), avec en gras et rouge les atomes effectuant des contacts de vdW entre eux. La ligne rouge
pointillée indique la distance entre eux. Les composés A2 et B2 ayant des positions de départ similaires
au composé B3 ne sont pas représentés dans la figure.

Asparagine 224

Asparagine 224
Asparagine 224

Composé B3 DTG «contréle »

Figure 142 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« controle » par rapport a I’Asparagine 155, avec en gras et rouge les atomes dont les distances ont été
suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée indique la distance entre eux. Les composés A2
et B2 ayant des positions de départ similaires au composé B3 ne sont pas représentés dans la figure.
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Sérine 217

Sérine 217

DTG Composé B3 DTG « contrédle »

Figure 143 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« controle » par rapport a la Sérine 217 (correspondant a la Glutamine 148), avec en gras et rouge les
atomes dont les distances ont été suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée indique la
distance entre eux. Les composés A2 et B2 ayant des positions de départ similaires au composé B3 ne sont
pas représentés dans la figure.

Suivi de la liaison entre la Glycine140 (correspondant a la Sérine209 chez le PFV) et

nos inhibiteurs ; DTG, B3, A2, B2 et DTG « contréle ».

Sérine 209

Composé B3 DTG «controle »

Figure 144 : Représentation des positions de départ dans nos simulations des dérivés DTG, B3 et DTG
« contréle » par rapport a la Sérine 209 chez le PFV (correspondant a Gly140 chez le VIH-1) avec en gras
et rouge les atomes dont les distances ont été suivies au cours des simulations. La ligne rouge pointillée
indique la distance entre eux. Les composés A2 et B2 ayant des positions de départ similaires au composé
B3 ne sont pas représentés dans la figure.
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La Glycine 140 (Gly140) du VIH-1 est non conservée chez le PFV ; son équivalent est
la Sérine 209 (S209) dans l'intégrase de ce dernier. Elle se trouve au niveau de la
boucle en amont de I’'hélice a4 et subit une mutation de résistance secondaire
(G140 S/A) accompagnant la mutation de résistance primaire Q148 H/R/K qui fait
face au RAL et a 'EVG. Nous avons suivi la variation de la distance entre le Ca de
S209 et le carbone en face de lui au niveau des inhibiteurs (Figure 144). Les résultats

obtenus sont illustrés dans les graphiques ci-dessous.
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Figure 145 : Graphiques représentant |’évolution de la distance entre le DTG et la Sérine 209 du PFV
correspondant a la Glycine 140 (Gly140) du VIH-1 (a gauche en haut) et entre le DTG « contréle » et la
Sérine 209 (Gly140 du VIH-1) (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire
(Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances
obtenues (en haut dans le cas du DTG avec Gly140 et en bas dans le cas du DTG « contréle » en présence
de Gly140.

La distance entre le DTG et Ser209 est stable au cours des simulations, variant entre

8 A et 10 A avec des valeurs majoritaires aux alentours de 8,7 A (Figure 145) alors
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que la distance DTG «contrdle » - Ser209 est aux alentours de 8 A au début des
simulations puis augmente pour atteindre des valeurs approximatives de 9,5 A
apres 50 ns de simulation. La majorité des trajectoires présentent dans ce cas des

distances de 9 A (Figure 145).
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Figure 146 : Graphiques représentant I'évolution de la distance entre B3 et la Sérine 209 du PFV
correspondant a la Glycine 140 (Gly140) du VIH-1 (a gauche en haut) et A2 et la Sérine 209 (Gly140 du
VIH-1) (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique moléculaire (Frames). A droite, nous
trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des distances obtenues (en haut dans le cas
de B3 avec Gly140 et en bas dans le cas d’A2 en présence de Gly140.

L’analyse des graphiques de la figure 146 indique des variations similaires de la
distance entre B3 et Ser209 et A2 et le méme résidu ; ces distances sont stables
variant entre 8 A et 9,5 A pour B3 et 8 A et 10 A pour A2. Le graphique en haut de
la figure 147 indique de méme des distances stables entre B2 et Ser209 variant

entre 8 A et 10 A avec des valeurs majoritairement égales a 8,2-8,3 A. Dans le cas
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du DTG en absence d’ADN viral, sa distance avec Ser209 commence entre 8 A et 10
A puis aprés 50 ns de simulation puis augmente pour atteindre des valeurs situées
entre 12 A et 14 A (Figure 147, graphique en bas a gauche). La majorité des

distances dans ce cas sont égales a 12 A (Figure 147, graphique en bas a droite).
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Figure 147 : Graphiques représentant |I'évolution de la distance entre B2 et la Sérine 209 du PFV
correspondant a la Glycine 140 (Gly140) du VIH-1 (a gauche en haut) et DTG et la Sérine 209 (Gly140 du
VIH-1) dans le complexe Intégrase - DTG (a gauche en bas) en fonction des pauses de dynamique
moléculaire (Frames). A droite, nous trouvons les graphiques de la densité des pauses en fonction des
distances obtenues (en haut dans le cas de B2 avec Gly140 et en bas dans le cas du DTG en présence de
Gly140 dans le complexe Intégrase — DTG.
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