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Summary

In our work the QSAR chemometrics tool was used to model the inhibitory activity of
ABCG2 represented by negative decimal logarithm of the ICso (plCso) of 87 quinazoline
derivatives. A QSAR model was built from 5 descriptors MATS2m, MATS7v, MATS5p,
RDF010m, EEig12xc correlated with plCso.

The resulting QSAR model gave better statistical parameters (R?=75.89, Q%00 =70.99,
Q%xi=74.37, F=40.2982) to predict inhibitory activity of ABCG2. The proposed model has
proven its robustness, its good predictive capacity (internal and external) as well as good

stability. It could be used effectively to estimate molecules not tested experimentally.

Keywords:

Quinazolines, QSAR, ABCG2, plCso, Chemometrics
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Résumé

Dans notre travail 1’outil QSAR de la chimio-métrie a été utilisé pour modéliser
I’activité inhibitrice d’ABCG2 représenté par le cologarithme décimal d’ICso (plCso) de 87
dérivés de quinazoline. Un model QSAR a été construits a partir de 5 descripteurs MATS2m,
MATS7v, MATS5p, RDF010m, EEig12xc corrélés avec plCso.

Le modéle QSAR obtenu a donné des meilleurs paramétres statistiques (R>=75.89, Q?.oo
=70.99, Q%xi=74.37, F=40.2982) pour prédire 1’activité inhibitrice. Le modéle proposé a
prouvé sa robustesse, sa bonne capacité prédictive (Interne et externe) ainsi qu’une bonne
stabilité. 1l pourrait étre utilisé efficacement pour estimer les molécules non testées

expérimentalement

Mots clés :

Quinazoline, QSAR, ABCG2, plCso, Chimio-métrie
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Symboles et abréviation

A

ABCG: : ATP-Binding Cassette famille
VGV
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Introduction générale

Le cancer du sein est un probléme majeur de santé publique. C’est le premier cancer le plus
fréquemment diagnostiqué dans le monde et le premier cancer chez la femme. C’est une maladie qui

désigne les tumeurs malignes agressives ou les cellules deviennent de plus en plus grosses [1].

Par conséquent, I’un des enjeux majeurs dans le traitement du cancer du sein est la découverte
de nouveaux médicaments d’une maniére plus efficace, économique et rapide [2]. Il s’agit en effet de
trouver des molécules qui présentent des propriétés thérapeutiques particuliéres, ce processus demande
généralement entre 10 et 15 ans de recherches de plus, les dépenses pour la recherche et
développement dépassent les 900 millions de Dollars [3,4].

Il est donc crucial d'utiliser des méthodes pour compenser les inconvénients de I'expérience, pour cette
raison, l'industrie pharmaceutique s'oriente vers de nouvelles méthodes spécifiques de la chimio-
informatique qui aide a modeler et prédire de fagon rapide 1’activité avant méme que celles-Ci ne soient
synthétisées [5]. Parmi ces méthodes, les relations structure-activité ou QSAR (en anglais Quantitative
Structure-Activity Relationships). Elles consistent essentiellement la recherche d’une relation entre
les structures des molécules et leurs activités en utilisant des méthodes d'analyses
multidimensionnelles par apprentissage statistique afin de modéliser 1’activité biologique [6-9].

De nombreux chercheurs ont étudié les quinazolines et ces dérives (gefitinib) comme nouveaux
médicaments anticancéreux qui présentent un large spectre d'activités pharmacologiques [10,11], ces
composées agissent comme des inhibiteurs d’ABCG2, qui est une protéine de transport d’efflux

polymorphe [12-14].

L’objectif de ce travail vise a utiliser la méthodologie QSAR afin d’élaborer un modele robuste
et fiable qui explique et prédit 1’activité anti-cancéreuse d’une série de 87 dérivés de quinazoline

inhibiteurs d’ABCG2.
Notre mémoire est divisée en deux parties précédées par une introduction générale :
Une partie bibliographique contient deux chapitres :

* Dans le premier chapitre nous présentons un apercu général sur le cancer du sein et les transporteurs
ABCG.

* L’objectif du deuxieme chapitre est de rappeler la méthodologie QSAR (de I’anglais quantitative

structure activity relationship).
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Et une partie expérimentale ou nous présenterons et nous discuterons les résultats obtenus pour la
méthodologie QSAR que nous avons effectué au long de notre séjour au centre de recherche en

biotechnologie de Constantine. Et nous acheverons le travail par une conclusion générale.
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Chapitre I : Cancer du Sein et les transporteurs ABCG_

1. introduction :

Le cancer du sein désigne les tumeurs malignes agressives c’est-a-dire des cellules qui se
multiplient de maniére anarchique et qui deviennent de plus en plus grosses [1]. C’est une maladie
trés courante surtout chez les femmes et qui est I'une des principales causes de decés [15]. Seule une
partie des cancers du sein, 5 a 10 %, sont héréditaires dii 2 une anomalie au niveau d’un geéne (anomalie
génétique) qui se transmet d’une génération a une autre [16]. Chez les femmes ménopausées, 1’obésité
favorise le développement du cancer du sein en raison de I’augmentation des concentrations sériques
d’cestrogénes libres. Par contre, avant la ménopause 1’obésité a été associée a une diminution du risque
de cancer du sein, en raison de I’augmentation des cycles anovulatoires menant a une diminution des

taux d’cestrogeénes circulants [17].
1.1. Statistiques du cancer du sein :

Au monde, selon des chiffres récents en 2018, le cancer du sein est de loin le cancer le plus
fréquent chez les femmes (24 %) avec 2,1 millions de personnes diagnostiquees et de 627.000 déces

(72 déces/heure) dans le monde.

Les taux d’incidence (voir 1’annexe) du cancer du sein sont les plus élevés dans les régions
développées. (OMS ,2018).

En ALGERIE selon ’OMS En 2018, il y a eu 53076 nouvelles personnes touchées par le cancer
et plus de 29 000 déces en Algérie et selon les derniers chiffres du Centre international de recherche
sur le cancer (CIRC), au cours des cing dernieres années, le nombre de cas prévalent égale a 127 306
malades. Il est également indiqué que le nombre de femmes malades environ de 29112, avec en

premiere position le cancer du sein.
2. Les transporteurs des médicaments ABC :

Les transporteurs ABC « ATP-Binding Cassette » est une large famille des transporteurs,
regroupe un nombre élevé de protéines chez toutes les especes, des micro-organismes jusqu’a
I’homme. Il existe 70 transporteurs ABC chez la bactérie [18] impliqués dans 1’import et I’export des
molécules et de la résistance aux antibiotiques. Chez 1’homme, on a 48 génes codant pour ces

transporteurs [19].
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2.1. Topologie et organisation structurale des transporteurs ABC :

Les transporteurs ABC sont constitués de deux domaines transmembranaires (TMD en anglais
Trans-Membrane Domain) assurent la reconnaissance des substrats et deux domaines de fixation des
nucléotides (NBD en anglais Nucleotide-Binding Domain) qui hydrolysent I’ATP et fournissent
I’énergie nécessaire au transport de ces substrats, d’ou le nom « ATP-Binding Cassette ». Cette
structure est relativement conservée. On peut trouver ces domaines sur une seule chaine
polypeptidiques ou sur deux chaines polypeptidiques (demi-transporteurs) comporte chacune un TMD
et un NBD et afin d’étre fonctionnels ils doivent s’associer par deux. La figure 1 montre la topologie
des transporteurs ABC [20-25].

membrane

NBD1

Cytoplasm NBD2

Figure 1 : Topologie des transporteurs ABC [26]
2.1.1. Les domaines transmembranaires (TMDs) :

Les TMDs sont tres peu conserveés entre les différents transporteurs ABC, ce qui est en accord
avec la grande variété de substrats que 1’on peut retrouver au sein de cette famille de protéines. Les
deux TMD s’associent pour former un dimére traversant la membrane plasmique, une extrémité en
contact du cytoplasme et 1’autre avec le milieu extracellulaire (Voir figure 2). Elles sont donc capables
de prendre en charge de nombreuses molécules différentes allant de xénobiotiques aux produits de
métabolisation, en passant par des peptides, des vitamines, le cholestérol ou les ions [21,24,25].
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Substrat

Cytoplasme

Figure 2 : Représentation schématique du transfert des substrats a travers la membrane par les TMD
2.1.2. Les domaines de fixation des nucléotides (NBDs) :

Les NBD sont des domaines hautement conservés chez tous les transporteurs ABC. Ces domaines
sont hydrophiles et interagissent avec les boucles intracellulaires des TMD. C’est en effet au sein de
ces derniers que I’ATP se fixe et s’hydrolyse afin de fournir I’énergie qui permet la translocation des
substrats. Plus de 50 structures de NBD ont été déterminées [27]. Ces domaines montrent une structure

contenant 2 lobes :

v" Un lobe large contenant les motifs Walker A et B et les boucles A, Q et H.

v Un lobe plus petit en hélices, contenant la signature S et la boucle D [21].
2.2. Classification :

Les transporteurs ABC se devisent en trois classes majeures selon I’étude phylogénétique par

alignement de séquence in silico des 600 protéines ABC répertoriées [28].

v' La classe 1 contient tous les exportateurs majeurs dont les domaines transmembranaires
(TMDs) sont fusionnés aux domaines nucléotidiques (NBDs) (EX : P-gp, MRP1 et ABCG2).

v Laclasse 2 comprend les protéines ABC sans domaine (TMD) connu.

v La classe 3 contient toutes les BDP (Binding Dependant Protein), notamment les protéines

dont les domaines (TMD) ne sont pas fusionnés aux domaines (NBD).
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2.3. Mécanisme d’action des transporteurs ABC :

La transduction de 1’énergie des NBD vers les TMD va permettre la translocation des substrats
d’un c6té a I’autre de la membrane plasmique. Des études ont montré que la fixation de I’ATP sur les
NBD méme sans hydrolyse est suffisante pour induire des changements de conformation dans les
TMD d’ABCG?2 [10]. Plusieurs modéles permettent d’expliquer ce mécanisme de transport. Le plus
couramment utilisé : « L’ATP switch model » [29] (voir Figure 3), dont les étapes sont comme suit :

v' Etape | : la fixation du substrat sur les TMD augmente 1’affinité du transporteur pour I’ATP
et provoque le passage de la conformation ouverte vers la conformation fermée du dimere.

v' Etape Il : le changement conformationnel expose le site de fixation des xénobiotiques du
coté extracellulaire. Le substrat est libéré.

v Etape Il : ’ATP est hydrolysée.

v' Etape IV : le dimére reprend sa conformation ouverte.
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Figure 3 : Modeéle de transport des drogues "ATP switch model" [29].

2.4. Les transporteurs ABC humains :

Les transporteurs ABC humains sont présents dans toutes les parties de I’organisme. Ils sont

classés selon leur position dans 1’arbre phylogénétique en 7 sous-familles de « ABCA a ABCG » [11].
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e Lasous-famille A comprend 12 transporteurs entiers. Elle constitue les protéines ABC les plus
grandes.

e Lasous-famille B comprend 4 transporteurs entiers et 7 demi-transporteurs.

e La sous-famille C comprend 12 transporteurs entiers impliqués dans diverses fonctions
comme le transport des ions et la sécrétion de toxines [30].

e Lasous-famille D comporte 4 demi-transporteurs présents exclusivement dans le peroxysome
fonctionnent comme homo- ou hétéro-dimeres pour transporter les acides gras.

e Lasous-famille E et F font parties de la classe 2 des transporteurs ABC composées seulement
de domaine de fixation de nucléotides, ne semblent pas impliqués dans le transport
membranaire de substrats.

e La sous-famille G comprend 6 demi-transporteurs inverses, signifiant que le domaine TMD
est placé derriere le domaine NBD dans la séquence (alors que I'inverse est généralement
observé, Figure 4). Elle comprend ABCG2 (ou BCRP) qui nous intéresse plus particuliérement

dans cette étude.
2.5. Les transporteurs « Multi Drug Résistance » :

Parmi les transporteurs ABC les plus connus depuis trés longtemps, la classe des protéines
« Multi Drug Résistances » (MDR) ou la résistance croisée des cellules cancéreuses vis-a-vis des
agents anticancéreux. Elle se réfere principalement a une surexpression de transporteurs membranaires
dans les cellules tumorales qui sont a l’origine de l’efflux des médicaments et donc de la
chimiorésistance, dans ce contexte certaines tumeurs montrent un profil de résistance inhérente, tandis
que d’autres développent des résistances au cours du traitement contre un certain nombre de composés

chimio thérapeutiques, ce qui rend le traitement inefficace [22-24].

Chez I’homme, les trois principaux types de transporteurs MDR comprennent les sous-
familles : ABCB (ABCB1/ MDR1/P-glycoprotéine), ABCC (ABCC1/ MRP1, ABCC2/ MRP2,
probablement aussi ABCC3-6, et ABCC10-11) et ABCG (ABCG2/MXR/BCRP) [31, 22-25]. Parmi
ces MDR, seuls ABCB1, ABCC10 et ABCG2 présenteraient un intérét clinique [22]. En terme
fonctionnel, les transporteurs MDR jouent un rdle important de protection a 1’échelle cellulaire. En
effet, il s’agit de pompe d’efflux membranaire, de type ATPasique, avec un role de détoxification. De
plus, ces pompes reconnaissent des structures trés variées (médicaments, polluants ...) (Voir Figure
4). Elles expulsent vers le milieu extracellulaire ces xénobiotiques entrés passivement ou via d’autres

transporteurs membranaires dans les cellules [31,23,24].
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Figure 4 : Les transporteurs ABC et leur implication dans la résistance aux médicaments [32].
2.6. Les transporteurs ABCG2 :

La protéine ABCG2 a été découverte par trois équipes différentes a partir de 1998. En effet,
Doyle et ses collaborateurs clonent les premiers le géne responsable d’un phénotype de résistance
d’une lignée cellulaire de cancer du sein (MCF-7 Adr/Vp), nommeée la protéine BCRP pour « Breast
Cancer Resistance Protein » [33]. La méme année, Allikmets et ses collaborateurs 1’ont découvert
dans le placenta, d’ou son premier nom ABCP « ABC transporter in Placenta » ; le géne se trouve sur
le chromosome 4g22 [34]. Enfin, Miyake et ses collaborateurs ont cloné le géne Abcg2 dans des
cellules cancéreuses du colon (S1-M1-80) résistantes a la mitoxantrone ; ils ’ont appelé MXR pour
« MitoXantrone Resistance-associated gene » [35]. Plus tard, L analyse phylogénétique a montré que
ce gene appartenait a la sous-famille G et a été nommé ABCG2 par la nomenclature HUGO (Human

Genome Organisation).
2.6.1. Localisation :
e Tissulaire :

ABCG2 présent physiologiquement dans nombreux tissus de 1’organisme. Elle est

particulierement abondante dans le foie, les intestins, le placenta, la barriere hématoencéphalique, la
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glande mammaire et les cellules souches [33,36-38]. En revanche, elle est absente dans certains tissus
comme le cceur, les poumons et les reins. La Figure 5 récapitule les principaux sites d’expression de
cette protéine indiquée en lignes violettes. A chaque site d’expression, les petites fleches indiquent la
direction du transport par ABCG2. Les fléches vertes indiquent 1’excrétion des substrats de

I’organisme.
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Figure 5 : Vue schématique de I'expression d’ABCG2 dans I'organisme [39].
e Cellulaire:

L’ABCG?2 est localisée essentiellement a la membrane plasmique, du coté apical des cellules
polarisées [40-42] d’autres études ont mis en évidence 1’expression de la protéine dans les lysosomes

[43] et plus récemment au niveau de la membrane interne de la mitochondrie [44].
2.6.2. Roles physiologiques :

La distribution de BCRP dans les différents tissus est reliée a ses nombreux roles physiologiques
[24,39]. En effet, elle limite 1’absorption dans le petit intestin des médicaments et de certains composés
potentiellement toxiques présents dans 1’alimentation donc la protection contre les endo- et
xénobiotiques [45-46]. Elle est responsable de la distribution dans les barrieres hématoencéphalique
et hemato placentaire, ceci suggére un role important de protection du feetus, en favorisant 1I’efflux des

drogues et des toxines du placenta vers la circulation sanguine maternelle [47-49] en plus de faciliter
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I’élimination et I’excrétion dans le foie et les reins [50]. Par ailleurs, elle est localisée du c6té apical
des cellules épithéliales alveolaires des glandes mammaires, principal lieu de production du lait. Son
expression est multipliée par 30 en période de lactation et diminue avec le sevrage, ce qui suggere une
implication dans I’apport de nutriments dans le lait maternel [12]. Son role est cependant ambivalent
dans cet organe, car malgré sa capacité a transporter plusieurs vitamines dans le lait, telle la vitamine
B2 ou riboflavine [51], ABCG2 est également responsable de I’accumulation de toxines et de
substances médicamenteuses comme la nitrofurantoine ou la ciprofloxacine [12-14]. Enfin, elle régule

I’efflux de I’héme et des porphyrines hors des cellules comme les érythrocytes et les cellules souches
[14,52].

2.6.3. Substrats d’ABCG2 :

Les substrats cibles de la BCRP sont des molécules hydrophobe ou/et des molécules chargées
positivement ou négativement et amphiphiles avec un haut poids moléculaire comme c’est le cas de
nombreux anticancéreux. Elle peut prendre en charge I’efflux d’autres xénobiotiques comme des
antibiotiques. ABCG2 a la capacité de transporter de nombreuses molécules endogénes et exogénes
(Figure 6). Les premiers substrats a avoir été mis en évidence sont les agents chimio thérapeutiques
comme la Mitoxantrone, le Flavopiridol et PlIrinotécan [53-54]. D’autres classes
pharmacologiques, comme les antiviraux ou les antibiotiques peuvent étre transporter également par
I’ABCG2 [52,55] ainsi que des composes naturels exogénes, comme les flavonoides [56] ou le
phéophorbide a [45,57] et endogenes, tels la protoporphyrine 1X [58], ’acide urique [59] et les
oestrogénes [60-61].
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Figure 6 : Schéma d'ABCG2 et liste (non exhaustive) de ses substrats [62].
2.6.4. Inhibiteurs d’ABCG2 :

Plusieurs études concernant les inhibiteurs du transporteur ABCG2 ont été découverts ces
dernieres années. Parmi ceux-ci, on distingue deux grands types : d’une part il y’a les inhibiteurs non
spécifiques, qui inhibent I’activité d’autres transporteurs ABC ainsi que celle d’ABCG?2 et d’autre part
les inhibiteurs spécifiques, qui sont actifs exclusivement sur le transporteur ABCG2 tel que le géfitinib
(ZD1839) [89], P’EKI-785 ou encore Erlotinib [90].

2.7. Les quinazolines :

La diversité des activités biologiques, a incité de nombreux chercheurs a étudier les
quinazolinones en tant que nouvelles molécules médicamenteuses. lls ont étudié et rapporté avec
succes les propriétés antimicrobiennes et les relations structure-activité (RSA) de plusieurs dérivés de
la quinazolinone. [63-74]. Certains dérivés de la quinazoline ont été approuves comme médicaments
comme la prazosine pour traiter I'nyperplasie bénigne de la prostate et la doxazosine pour le syndrome
de stress post-traumatique [75], et I'erlotinib et le gefitinib sont utilisés pour la guérison des cancers

du poumon et du pancreéas [76]. Le lapatinib efficace dans le traitement du cancer du sein [77].
2.7.1. Synthese :

La premiére synthese de la quinazoline a été rapportée en 1895 par August Bischler et Lang

par la décarboxylation du dérivé 2-carboxy (acide quinazoline-2-carboxylique) [78]. En 1903, Gabriel
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a rapporté la synthése de la quinazoline mére a partir de I'o-nitrobenzylamine, qui a été réduite avec
de I'iodure d'hydrogéene et du phosphore rouge en 2-aminobenzylamine, ce dernier réduit se condense

avec l'acide formique pour donner la dihydroquinazoline, qui est oxydée en quinazoline [79].
2.8. Intérét biologique et pharmacologique de quelque inhibiteursd’ABCG2 :
o Gefitinib :

C’est un médicament contenant de la quinazoline (voir figure 7), également connu sous le
nom d'lressa, commercialisé par AstraZeneca. Il s'agit d'un médicament utilisé dans le traitement de
certains types de cancer. Le gefitinib est un inhibiteur de la protéine kinase du récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR). Il se lie au site de liaison a I'ATP de I'EGFR, inactivant ainsi la
cascade de transduction du signal Ras anti-apoptotique, empéchant la croissance des cellules

cancéreuses [80-82].
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Figure 7 : Structure de Gefitinib [89]
e Erlotinib :

C’est un médicament fabriqué par Astellas, connu par le nom commercial «Tarceva ». Il s'agit
d'un inhibiteur de la tyrosine kinase du récepteur du facteur de croissance epidermique (EGFR). La
liaison de I'Erlotinib aux sites de liaison a I'ATP des récepteurs de 'EGFR les empéche de produire
des résidus de phosphotyrosine, rendant ainsi le récepteur incapable de générer des cascades de

signaux pour favoriser la croissance cellulaire (Figure 8) [83-84].
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Figure 8 : Structure d’Erlotinib [90]

e Lapatinib :

C’est un médicament destiné pour traiter le cancer du sein avancé ou métastatique en
combinaison avec la capécitabine (voir Figure 9). Le lapatinib élimine la croissance des cellules
souches du cancer du sein qui provoquent la croissance de la tumeur. IL s’agit d’un inhibiteur de la
protéine kinase du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2), il se lie au site
de liaison de I’ATP du récepteur (HER2) et inhibe de fagon réversible 1’activation du mécanisme de

signalisation donc une diminution de la croissance cellulaire [85-88].
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Figure 9 : Structure de Lapatinib






Chapitre |1 :
_a méthodologie

Relation Quantitative

Structure- Activité

(QSAR)



Chapitre 11 : La méthodologie Relation Quantitative Structure- Activité (QSAR) I

1. introduction :

La relation quantitative entre I’activité biologique et la structure moléculaire (RQAS)
connue beaucoup plus sous le terme (QSAR) (en anglais Quantitative structure-activity
Relationship) est une méthode qui cherche a établir une relation entre les structures moléculaires,
codées en valeurs numériques (dites descripteurs) avec leurs activités. Ce domaine d’étude,
utilise des techniques de modélisation afin de prédire 1’activité biologique et de proposer des

bons modéles pour le développement d’un bon médicament [91-94].
1.1. Historique :

Au 19éme siécle et plus précisément en 1868 Crum-Brown et Fraser ont découvert
I’existence de relations entre les structures chimiques et les activités physiologiques [95]. Les
premiers travaux qui utilisent la méthodologie QSAR sont dus a Hansch et Free et Wilson dans
lequel Hansch a proposé des modeles reliant directement 1’activité biologique des composés
avec les propriétes hydrophobes, électroniques et stériques a 1’échelle moléculaire et Free et
Wilson ont développé des modeéles empiriques pour 1’étude de I’activité biologique [96,97]. Au
cours de ces dernieres décennies, 1’utilisation des méthodes QSAR reste a progresser, elle est
méme devenue indispensable en chimie pharmaceutique, en toxicologie et surtout pour la

conception de médicaments [98,99].
1.2. Principe :

Les méthodes QSAR reposent sur le principe d’élaborer modele mathématique reliant de
manicre quantitative la structure moléculaire, codée par descripteurs moléculaires avec I’activité
biologique de ces derniers en utilisant des méthodes d’apprentissage statistiques pour le

développement des modeéles predictifs sous la forme suivante [100] :
Activité = f (descripteurs)
Pour éviter que cette équation ne soit non significative, il faut suivre les conditions suivantes :

e (Nombre de molécules) / (Nombre de descripteurs) > 5
e Les descripteurs ne doivent pas étre corrélés entre eux [122] et en pratique, ils seront alors

enlevés lors de I’analyse par la Régression linéaire multiple.
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1.3. Processus du model QSAR :

Pour prédire 1’activité biologique par la méthode QSAR on doit passer par un processus

qui est présenté par la Figure 10.

Nous devons Collecter et préparer les structures de chaque composé, pour que la valeur calculée

des chaque descripteurs soit optimal et ¢a se fait a I’aide des logiciels adaptés.

Les descripteurs sélectionnés seront utilisés pour la construction du model QSAR en utilisant

I’algorithme génétique (AG), puis évaluer ce modéle par ces parametres statistiques [101].
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Figure 10 : Processus de la construction d’un model QSAR.
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1.4. Les descripteurs :

Un descripteur moléculaire est un parameétre ayant une valeur numérique pour une
structure chimique donnée, il peut étre obtenu de maniere empirique ou non-empirique. Les
descripteurs préférés sont les descripteurs calculés, et non mesurés puisqu’ils permettent
d’effectuer des prédictions sans avoir a synthétiser les molécules pour arriver a la modélisation

moléculaire [102].
1.4.1. Types de descripteurs :

Il'y a plus de 6000 descripteurs moléculaires classifiés qui décrit une structure
moléculaire [103]. On peut les classer, en fonction de leur origine (constitutionnel, topologique,
géomeétrique, quantique, thermodynamique...), et en fonction de leur dimensionnalité (1D, 2D,
3D ou 4D) [104].

1.4.1.1. Les descripteurs 1-D :

Ces descripteurs représentent des propriétés générales telles que : les pourcentages
massiques des atomes, la masse molaire, le poids moléculaire ... Ils sont calculés a partir de la

formule brute de la molécule a 1’aide de la composition moléculaire et les atomes qui la

constituent [105-106].
1.4.1.2. Les descripteurs 2-D :

Les descripteurs 2D sont des descripteurs contiennent des informations sur la taille
globale du systeme, sa forme globale et ses ramifications sont obtenus & partir de la structure
plane de la molécule. On trouve dans cette catégorie les indices topologiques [107], les indices

constitutionnels. ..
1.4.1.3. Les descripteurs 3-D :

Le calcul de ces descripteurs nécessite la connaissance de la position relative des
molécules dans 1'espace. Ils sont souvent nécessaires a la modélisation d’activités biologiques
[108]. On cite quelque familles de descripteurs 3D, les descripteurs géométriques (volume
molaire, la surface accessible, ...), les descripteurs électroniques (HOMO, LUMO...)....
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1.5. Technique Relation Structure Activité Quantitative :

Le modéle QSAR est une équation relie la valeur de la réponse (variable a expliquer) en
fonction des descripteurs (variable explicative), son développement fait appel aux techniques
d’analyse de données, a fin de quantifier la relation entre I’activité et la Structure, certaines sont
linéaires telles que la régression linéaire multiple (MLR), d’autres sont non linéaires comme les

réseaux de neurone.

La régression linéaire multi variée (Multivariate Linear Regression - MLR) est situé parmi les
méthodes d'apprentissage statistique bien adaptée et la plus employée [109,111] pour le

développement de modeles prédictifs QSAR.
1.5.1. Régression linéaire multiple :

La régression linéaire multiple consiste a trouver une équation mathématique linéaire,

reliant la variable a expliquer (Y) et les variables explicatives (Xj).

Elle a été publiée par Hanch en reliant 1’activité biologique aux structures expérimentales

lipophiliques, électroniques et stériques pour des séries de composés [110].

La méthode MLR est basé sur 1‘hypothese que la variable a expliquer (Y) dépend linéairement

des différentes variables explicatives, selon la relation (équation 1) :
Yi=RB0+BXi, 1+ +BjXij+ei (eq 1)
Avec:

Yi est la i-eme observation de la variable dépendante (a expliquer ou a prédire) ; Xi,j est la i-
éme observation de la j-eme variable indépendantes (explicatives) ; ei est I'erreur du modele ; Ro
est I’ordonné a I’origine de 1’équation du modele ; Bj est le coefficient de descripteurs dans
1‘équation du mode¢le; ils indiquent le degré d'influence des descripteurs moléculaires

correspondants sur 1‘activité cible.
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1.6. Paramétres statistiques :
1.6.1. Coefficient de détermination :

Le coefficient de détermination noté R2 est compris entre 0 et 1 (0< R2< 1), sert a
déterminer & quel point I'équation de régression est adaptée pour décrire la distribution des points,

il représente la variabilité de y par la corrélation de y avec X.

Le R2 est calculé selon la formule (équation 2) :

Zn:()/i - )A/i)2
Rzzl—:g—_lE_:=1—i‘nl— (eq 2)

_v)2

iZzl)(y. y)

Ou ¥ est la valeur moyenne des valeurs observées pour I’ensemble du calibrage et § est la valeur
prédite.
La racine de I’écart quadratique moyen de calcul (RMSE) (équation 3) :

i(Yi - 9i )2

RMSE = (eq 3)

n

Ou n est le nombre total de composés.

2

1.6.2. Le Coefficient de détermination Ajuste noté Rg;, e

2
ajusté

En statistique, le coefficient de détermination, noté R est une mesure de la qualité de

la prédiction d'une régression linéaire. Plus le nombre des variables explicatives augmente plus
le nombre de coefficient de détermination augmente, et ¢a va nous créer un probleme, puisque

souvent, le nombre élevé des valeurs explicatives permet de produire des modeéles non robustes.

2
ajusté

Le coefficient R est calculé selon la formule suivante (équation 4) :

k(1-R? 1-R%)(n-1)
Ry, = R —Std =1 - (o0jecy (eq 4)

K : nombre de variables utilisées


https://fr.wikipedia.org/wiki/Statistique
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9gression_lin%C3%A9aire#Qualité_de_la_prédiction
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9gression_lin%C3%A9aire#Qualité_de_la_prédiction

Chapitre 11 : La méthodologie Relation Quantitative Structure- Activité (QSAR) [N

Un bon ajustement correspondra a un R? proche de 1’unité. (Proche de 1)
1.6.3. Le test de Fisher ou F :

L’indice de Fisher F est employ¢ afin de mesurer le niveau de signification statistique du
modele, c'est-a-dire la qualité du choix des descripteurs constituant le modéle. La statistique F
est lié au coefficient de détermination par la relation suivante (équation 5) :

R*(N-K-1)

F= (1-R2)+K

(eg. 5)
Plus la valeur de F est grande, plus la probabilité pour que la présence de corrélation entre

I’ensemble des descripteurs et I’activité biologique est grande.
1.7. Validation des modeles :

La validation des modeles est une étape sensible et indispensable pour éviter les erreurs.
Plusieurs méthodes de validation sont employées pour évaluer le modéle QSAR et pour
déterminer sa pertinence telle que la validation interne, la validation externe et le test de

randomisation [112].
1.7.1. Validation interne :

Dans les études QSAR la validation interne est souvent la technique la plus employée
pour déterminer la stabilit¢ du modéele et pour tester 1’influence de chaque composé de
I’ensemble d’apprentissage sur le mode¢le final [113]. Pour ce faire, on emploie la technique de
la validation croisée (cross validation ou CV). On note différentes méthodes de validation croisée
: Q%Loo (Leave- One-Out (LOO), Q% mo (Leave-Many-Out), (Bootstrap).

La validation croisée par « leave-one-out » (LOQO), consiste a calculer le modéle sur (n-1) objets,
et Iutiliser pour prédire la valeur (réponse) du composé éloigné. Cette procédure est répétée pour
les n composés de 1I’ensemble étudié [114] (voir Figure 11). La somme des carrés des erreurs de
prédiction désignée par I’acronyme PRESS pour (Predictive Residual Sum of Squares) est une

mesure de la dispersion des estimations.

Le PRESS est utilisé pour déterminer le coefficient de prédiction (Q%.00), et I’écart quadratique

moyen de prédiction (ou EQMP) (équation 6 ,7):
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1n N PRESS
EQMP(SDEP) = \/HZ(yI - Y(i))2 = \/ n (eq. 6)
Q2 = SCT - PRESS .
LOO SCT (eq.7)
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Figure 11 : principe de la validation croisée pour 5 plis

1.7.2 Validation externe :

La validation externe est une technique pour juger de maniére fiable le pouvoir prédictif
du modele QSAR pour chaque nouvel ensemble de composés issus d“un ensemble n‘ayant pas
participé a la validation interne, par la division des molécules en deux séries, une série
d’entrainement pour la construction du model, et une série pour le test [115,116]. La qualité de

prédiction est définie par Q’ext, et EQMPext
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qui sont définies par I’équation 8 et 9:

Next . >
iZ(Yi y(i)) PREsy
Qrext=1- L

next _1
N —T T SCT (eq 8)
S, y>/ "h,
i=1

ntr

Dy - %)
A (eq. 9)

next

EQMP,, (SDEP,, ) =

1.7.3. Test de randomisation :

Le test de randomisation permet de confirmer que les bonnes corrélations, entre les
descripteurs et 1’activité, présentées par le modele QSAR ne sont pas dues au hasard. Pour se
faire, les observations sont aléatoirement désorganisées, en changeant itérativement et
aléatoirement les valeurs des activités, mais les colonnes des descripteurs restent inchangées. Si
la randomisation des observations conduit a des modeles de prévisions éleveés cela signifie que
les capacités prédictives du modéle QSAR construit sont dues aux corrélations de chance
[117,118].

1.8. Domaine D’application (DA) :

Le domaine d’application est la région de I’espace chimique définie par les molécules de
I’ensemble d’entrainement du modeéle [119] lorsqu’une molécule se situe en dehors de cet espace

chimique, la prédiction qui est faite sur celle-ci n’est alors plus fiable.

L’espace chimique a été discuté a 1’aide du diagramme de Williams [120-121] représentant les
résidus de prédiction standardisés en fonction des valeurs des leviers hi (la distance entre les
valeurs des descripteurs et leur barycentre). L’équation (équation 10) définit le levier d’un

compos¢ dans 1’espace original des variables indépendantes (xi) :

hi = xXIX™X)"xf (i=1,..,n) (eq.10)
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Ou x;est la vectrice ligne des descripteurs du composé i et X (n*p) la matrice du modéle déduite
des valeurs des descripteurs de 1’ensemble de calibration ; I’indice T désigne le vecteur (ou la

matrice) transposé (e).

La valeur critique du levier (h*) est fixée a (3p+1) /n (p est le nombre des descripteurs dans le
model). Si hi <h*, seules les prédictions concernant des molécules dans ce domaine peuvent étre

considérées comme recevables.

Les composes avec hi >h* auront des valeurs prédites douteuses sans pour autant étre forcément

aberrantes, les résidus pouvant étre bas.
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1. Méthodologie :
1.1. Collecte des données :

Dans notre travail I’homogénéité des données est essentielle, I’activité doit étre mesurée par un
seul et méme protocole, avec les mémes conditions expérimentales. Un ensemble de données
de 87 composés a été choisi a partir de la littérature avec leurs activités. L'activité inhibitrice
envers ABCG2 a été déterminée en utilisant le test d'accumulation Hoechst 33342[123,124].
Une fois que le colorant est intégré dans un environnement lipophile comme une membrane
cellulaire ou lié & I'ADN, la fluorescence augmente fortement [125]. Etant un substrat
d'ABCG2, le colorant peut étre utilisé comme indicateur de I'accumulation intracellulaire, qui
dépend du degré d'inhibition de corrélé avec le pouvoir inhibiteur d'une substance vis-a-vis de
ABCG2. Un ensemble de données de 87 molécules a été prise a partir des articles [129,130],

les structures des composes sont présentées Figure 12 et Tableau 1.

/’

@ﬁ @* c&g @% %

Fam|II Famille B Famille C

Figure 12 : Structure de dérivés de quinazoline

Tableau 1 : L’activité inhibitrice envers ABCG2 de 87 dérivés de quinazoline

1 3-NO2 S A 300
2 4-NO2 S A 335
3 3-CN S A 178

4 3,4-Ome S A 202
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31 3-F D 8120
32 3-NHCOCH3 D 28900
33 H NH B 882
34 3-NO2 NH B 130
35 4-NO2 NH B 69.6
36 3-NO2-4-OH NH B 80

37 4-OH NH B 204
38 3-CN NH B 140
39 4-CN NH B 69.9
40 3-Ome NH B 1320
41 4-Ome NH B 1930
42 3,4-Ome NH B 152
43 3-Sme NH B 1190
44 3-F NH B 355
45 3-NHCOCH3 NH B 278

Suite Tableau 1
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108 1

2780

236
151
120
121
55.6
801
210
263
94.8
88.6
284
221
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16200
1770
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336
107
86.7
297
225
642
139
68
291
1190
359
1640
811
480
183
2140
418
82.5

44.2
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86 3,4-OCH3 3,5-NO2 610
87 3,4-OCH3 3-NO2,4-OH 305
88 3,4-OCH3 3-CN 136
89 3,4-OCH3 3-CF3,4-OCH3 795
90 3,4-OCH3 3-OCH3 365
92 3,4-OCH3 3-F 462
93 3,4-OCH3 3-SO2F 570

1.2. Calcul des descripteurs moléculaires :
1.2.1. Préparation de ’ensemble de données :

Les structures de différentes molécules utilisées dans notre travail ont été construites dans le

logiciel ChemDraw, utilisé pour dessiner et structurer les composés chimiques.

Tous les calculs d'optimisation géométrique des molécules ont été effectués en utilisant le
logiciel de modélisation moléculaire HyperChem, les structures moléculaires ont été pré-
optimisées par le champ de force de la mécanique moléculaire MM+, puis la géométrie finale
a été obtenue en utilisant la méthode semi empirique PM3. Les conformeéres les plus stables

sont introduites dans le programme DRAGON pour le calcul des descripteurs.
1.2.2. Développement et outils de validation du model :

Le modele QSAR a été obtenue par I'analyse de la régression linéaire multiple et la
sélection de sous-ensembles de variables par algorithme génétiqgue (AG) moyennant le

logiciel Qsarins.
1.2.3. Evaluation du modéle :

La validation du modele est indispensable pour évaluer le modele. La robustesse et la
stabilité du modéle développé a été évaluée a ’aide du coefficient de détermination (R?),
Coefficient de détermination ajusté (R2gj) ainsi que le test de Fisher (F), Le test F pour
permettre savoir si un modele est significatif ou non. Le rappel de quelques notions de

statistiques de base est préalablement nécessaire

Le modeéle a eté valideé par une validation interne, pour ce faire, on emploie la technique
de la validation croisée : Q% oo (Leave- One-Out (LOO) et aussi Quoot (BoOtstrap). La validation

interne est insuffisante pour valider la qualit¢ d’un modeéle donc une véritable évaluation ne
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peut étre approuvé que par une validation externe. La validation externe est réalisée a partir de

données du coefficient de corrélation externe (Q%xt) .

2. Résultats et discussion :

La construction du modele QSAR a été établie en basant sur cing descripteurs :
MATS2m, MATS7v, MATS5p, RDF010m, EEig12x. (Voir annexe) L’ensemble des données
a eté réparties en deux séries : une série de 70 composes appelée ‘entrainement set’ et ’autre
de 17 composés appelée ‘test set’ et I’algorithme génétique a conduit a un bon modele pour la

prédiction des ICxso.
2.1. La colinéarité :

La colinéarité crée des difficultés dans I’interprétation des résultats. Les descripteurs ne
doivent pas étre corréler entre eux. Si le coefficient de corrélation r est supérieur a 0.97, les
descripteurs seront considérés comme fortement corrélés [122] et en pratique, ils seront alors
enlevés dans le procédé de sélection. La matrice de corrélation entre les plCso et tous les

descripteurs est montrée par le Tableau 2.
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Tableau 2 : Matrice de corrélation entre PICsp et les descripteurs impliqués dans le modele
QSAR (valeurs de R).

MATSZ2m -0.123

MATS7v  0.252 0.479

MATSS5p  0.207 -0.423 -0.286

RDF010m 0.405 0.538 0.548 -0.284

EEigl2x  0.583 0.283 0.083 -0.209 0.356

Cette matrice montre 1’absence de la corrélation entre les descripteurs eux-mémes. La
multi-colinéarité est vérifié par la régle de quik Q sous l'influence de K, La réponse Y
(KXY predicteurs (KX) devrait toujours étre supérieure a celle mesurée que dans I'ensemble de
prédicteurs (KX) ¢’est-a-dire AK (KXY-KX) >0 [126-127].

D’apreés le tableau 3 A = kxy— kx=41.46 — 34.35=7.11 > 0 signifie I’absence de multi-colinearité

entre les cing descripteurs.
2.2. Analyse de la régression :

L’activité inhibitrice d’ABCG2 représenté par le cologarithme décimal d’ICso (pICso)
de 87 dérivés de quinazoline. Parmi les modéles sélectionnés par I’algorithme génétique nous

avons retenu le plus robuste a cing variables explicatives dont I’équation est :

pICsy = —6.13 — 6.38 MATS2m + 2.29 MATS7v + 3.33 MATS5p + 2.81 RDF010m +
0.73 EEIG12X (eq 1)

n=287 R?=75.89%, Q*=70.99 %, F = 40.2982, RMSE= 0.3529 et R%adj = 74.01%




Partie Il : Etude expérimentale_

Tableau 3 Statistiques du modéle sélectionné

.

75.89 70.99 67.91 74.37 74.01 0.37 70

0.348 0.337 34.35 41.46 40.2982  0.3529 9.5901 17

2.3. Qualité de I’ajustement :

Les valeurs des parametres statistiques (Tableau 3) prennent en considération la
corrélation entre les cinq descripteurs MATS2m, MATS7v, MATS5p, RDF010m, EEig12x et
les pICso des 87 dérivés de quinazoline.

2 2
La valeur élevée de F = 40.30 et les valeurs de (R =75.89%) et de (R . =74.01) montrent la

-7 P - . , . - 2 - -
bonne qualité de I’ajustement, et |a valeur du coefficient de détermination R signifie que

75.89% de la variabilité de plCso est expliquée par ces descripteurs.

Les données de I’activité expérimentale est leur prédiction donnée par I’équation (eq.1) pour le

entrainement et le test sont présentés dans le Tableau 4 et la Figure 13.

La Figure 13, reproduit les valeurs prédites de I’activité en fonction de celles mesurées. La
dispersion des points autour de droite montre que les valeurs prédites sont en adéquation avec

les valeurs expérimentales, caractéristique d’un bon ajustement.
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V Test

pICsPred

A Entrainement

-4 -3 -2

pIC; Experimentale

Figure 13 : La droite de régression des valeurs expérimentales et prédits de la notation pICso
pour le modele de QSAR.

Tableau 4 Les valeurs expérimentales prédit et calculé pour plCsg pour les 87 dérivés de

quinazoline.
1 1 Entrainement -2.48 -2.45 -2.45 0.02 0.03
2 2 Test -2.53 - -2.38 - 0.15
3 3 Entrainement -2.25 -2.34 -2.34 -0.09 -0.09

4 4 Entrainement -2.31 -2.47 -2.49 -0.17 -0.18
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85 90 Test -2.56 - -2.5 - 0.07

86 92 Entrainement -2.66 -2.69 2.7 -0.03 -0.03

87 93 Entrainement -2.76 -2.7 -2.69 0.06 0.06
2.4. Validation :

2.4.1 Validation interne :

Dans cette étude I’ensemble des données a été divisé en deux sous-ensemble : sous-
ensemble d’entrainement (80% =70 molécules) pour la construction du model et la validation

interne, et un sous-ensemble de Test (20% 17 molécules) pour la validation externe. Le

7 - - - - 7 \ 2
coefficient de corrélation de la validation croisée du modele Q 00=70.99%, sa valeur

temoigne de la bonne corrélation entre I'activité prédite et l'activité réelle, et refléte la

précision du modele.

La similarité entre EQMP et EQMC (voir Tableau 3) signifie que la capacité de prédiction

interne du modeéle n’est pas trop dissemblable de son pouvoir d’ajustement.
2.4.2 Validation externe :

La validation interne, pour les nouveaux composés ne suffit pas pour juger la capacité
prédictive du modeéle développé. La validation externe doit étre réalisée pour une bonne

prévision des composés n’ont pas été utilisé lors de 1‘élaboration du modele.

2
Les paramétres de la validation externe Q e =74.37 % et EQMPext =0.348, confirment la

bonne capacite prédictive du modéle pour les composés n’ayant pas participé aux calculs. Il est

a noter que le modele d’équation 1, est a accréditer des meilleures performances.
2.4.3 Test de randomisation :

Le test de randomisation (Y- randomise) permet de vérifie 1’existence de corrélations
imprévues [128]. Ce test consiste a construire un vecteur de la propriété dont les composantes
sont celles du vecteur de la propriété réelle, mais permutées au hasard dans leurs positions. Ce

nouveau vecteur d'activité est utilisé comme valeur expérimentale. Ce processus a effectué




Partie Il : Etude expérimentale [

1000 itérations, afin de tester le facteur de capacité du modéle a extraire relations
structure /activité effectives.

Les losanges en bleu représentent les activités mises au hasard, et le losange rouge correspond
aux activités réelles. Le test de randomisation aprées 1000 itérations, montre que notre modele

n’est pas dd au hasard ceci est justifié par la Figure 14.
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Figure 14 : Test de randomisation associé au modéle QSAR 1000 itérations.
2.5. Domaine chimique :

Le diagramme de williams (voir figure 15) désigne les composés qui se trouvent dans
le domaine d’application de I’équation 1. Les valeurs des résidus standardisés sont toutes

comprises dans I’intervalle +3 donc le modele ne présente aucun point aberrant.
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Figure 15 : Diagramme de williams des résidus standardisés
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Conclusion générale

La recherche d’une relation entre la structure moléculaire et I'activité biologique est I’un des enjeux
majeurs pour la conception des médicaments. Afin de développer de nouveaux composés anticancéreux. Un

modeéle QSAR a éte construit pour la prédiction de I’activité inhibitrice de la protéine ABCG2.

Pour se faire, le logiciel QSAINS a été utilisé et une analyse de régression linéaire multiple (MLR = Multiple
Linear Régression) a été mise en jeu sur 05 descripteurs sélectionnés et sur la base des valeurs d’ICso d’une
série de 87 dérivés de quinazoline pou rformer 1’équation de QSAR finale. Les principales techniques de

validation (validation interne et externe) ont été utilisées pour évaluer le modeéle QSAR obtenu.

Dans cette étude nous avons abouti a une corrélation entre pIC50 qui détermine I’activité inhibitrice
de la protéine ABCG2 et cing descripteurs ; MATS2m, MATS7v, MATS5p, RDF010m, EEig12x. .

Le modéle QSAR trouvé est trés robuste, possede des excellents paramétres prédictifs internes et externes. Ce

modele est capable de prédire 1’activité étudié de nouveaux composés.

Ce qui nous permet d’entrevoir des perspectives assez prometteuses dans ce domaine par I’utilisation d’autres

méthodes de sélection afin de poursuivre notre chemin de recherche.
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Annexes :

% L’incidence du cancer : est le nombre de nouveaux cas de cancer diagnostiqués au

cours d'une période donnee

Tableau 5 : Signification des descripteurs moléculaires.

Descripteurs | Signification

MATS7v Moran autocorrelation - lag 7 / weighted by atomic van der Waals volumes
MATS2m Moran autocorrelation - lag 2 / weighted by atomic masses
MATS5p Moran autocorrelation - lag 5 / weighted by atomic polarizabilities

RDF010M Radial Distribution Function 10 / weighted by atomic masses

EEigl2x Eigenvalue 12 from edge adj. matrix weighted by edge degrees

Tableau 6 : Les valeurs d’1Cxg et les cing descripteurs.

Code pICso | MATS2m MATS7v | MATS5p | RDF010m | EEigl12x
1 -2.47712 | -0.065 -0.167 0.211 0.496 2.118
2 -2.52504 | -0.065 -0.177 0.243 0.493 2.118
3 -2.25042 | -0.06 -0.13 0.174 0.561 2.118
4 -2.30535 | 0.04 0.08 0.157 0.639 1.926
5 -2.97909 | -0.052 -0.186 0.219 0.471 1.389
6 -2.5563 | 0.03 -0.105 0.103 0.671 2.118
7 -2.19312 | -0.056 -0.115 0.119 0.664 2.118
8 -3.40993 | 0.005 -0.163 0.135 0.677 1.746




9 -2.81425 | 0.053 0.058 0.106 0.743 1.926
10 -4.16137 | -0.05 -0.206 0.214 0.455 1.393
12 -3.58659 | 0 -0.107 0.138 0.421 1.394
13 -3.86153 | O -0.177 0.108 0.421 1.497
14 -2.9952 | 0.071 -0.152 0.237 0.418 2.375
15 -4.17026 | 0.09 -0.193 -0.039 0.422 2.375
16 -3.86923 | 0.069 -0.168 0.145 0.525 1.584
17 -3.30643 | 0.017 -0.081 0.075 0.528 2.441
18 -3.56455 | 0.017 -0.199 0.08 0.528 2.476
20 -3.59638 | 0.031 -0.137 0.056 0.506 1.922
21 -2.62737 | -0.056 -0.108 0.132 0.554 2.351
23 -1.7364 | -0.051 -0.092 0.085 0.594 2.5
24 -1.96895 | -0.051 -0.106 0.169 0.52 2.5
25 -4.02938 | -0.095 -0.149 0.166 0.422 0.532
26 -3.4624 | -0.057 -0.066 0.186 0.468 0.949
27 -3.41996 | -0.061 -0.125 0.18 0.478 0.616
28 -3.1038 | -0.087 -0.093 0.173 0.475 0.882
29 -2.80956 | -0.008 0.025 0.116 0.496 0.882
30 -3.13033 | -0.124 0.129 0.044 0.493 0.882
31 -3.90956 | -0.065 -0.127 0.168 0.386 0.82
32 -4.4609 | 0.044 -0.053 0 0.58 0.884
33 -2.94547 | -0.068 -0.172 0.191 0.55 1.393
34 -2.11394 | -0.063 -0.149 0.183 0.564 2.376
35 -1.84261 | -0.063 -0.159 0.214 0.516 2.384
36 -1.90309 | -0.042 -0.134 0.216 0.57 2.386
37 -2.30963 | -0.043 -0.158 0.206 0.6 1.497
38 -2.14613 | -0.062 -0.115 0.147 0.603 2.376
39 -1.84448 | -0.062 -0.161 0.186 0.604 2.383
40 -3.12057 | -0.005 -0.062 0.164 0.619 1.584
41 -3.28556 | 0.015 -0.155 0.155 0.669 1.746
42 -2.18184 | 0.042 0.06 0.126 0.682 1.926
43 -3.07555 | -0.1 -0.013 0.082 0.621 1.584
44 -2.55023 | -0.047 -0.166 0.192 0.515 1.394




45 -2.44404 | 0.015 -0.155 0.155 0.667 1.746
46 -2.03342 | -0.063 -0.176 0.147 0.527 2.377
47 -3.44404 | -0.02 -0.218 0.172 0.643 2

48 -2.37291 | -0.055 -0.152 0.141 0.491 2.599
49 -2.17898 | -0.038 -0.135 0.175 0.543 2.603
50 -2.07918 | -0.056 -0.119 0.106 0.582 2.598
o1 -2.08279 | 0.001 -0.06 0.128 0.594 2.378
52 -1.74507 | 0.049 0.067 0.097 0.654 2.392
53 -2.90363 | 0.016 -0.035 -0.056 0.562 2.389
54 -2.32222 | 0.07 -0.056 -0.008 0.751 2.397
55 -2.41996 | -0.037 -0.076 0.06 0.572 2.483
56 -1.97681 | -0.102 -0.012 0.054 0.589 2.378
57 -1.94743 | -0.102 -0.137 0.09 0.586 2.391
58 -2.45332 | -0.013 -0.149 0.141 0.689 2.378
59 -2.34439 | 0.067 0.022 0.105 0.681 2.38
60 -2.36173 | 0.068 -0.017 0.033 0.778 2.536
61 -2.1038 | 0.041 -0.1 0.044 0.697 2.599
63 -4.20952 | 0.103 -0.1 -0.008 0.56 2.584
64 -3.24797 | O -0.125 0.044 0.495 2.389
65 -2.22011 | -0.055 -0.125 0.217 0.489 2.5
66 -2.52634 | -0.056 -0.089 0.19 0.566 2.5
67 -2.02938 | 0.001 -0.04 0.192 0.593 2.401
68 -1.93802 | 0.049 0.083 0.149 0.659 2.416
69 -2.47276 | 0.023 -0.105 0.088 0.737 2.392
70 -2.35218 | 0.045 -0.068 0.024 0.78 2.591
71 -2.80754 | 0.001 -0.124 0.068 0.594 2.382
72 -2.14301 | 0.001 -0.045 0.169 0.594 2.379
73 -1.83251 | 0.001 -0.056 0.193 0.594 2.387
74 -2.46389 | 0.011 -0.02 0.131 0.552 2.613
75 -3.07555 | 0.019 -0.043 0.168 0.56 2.389
76 -2.55509 | 0.004 -0.012 0.145 0.687 2.379
77 -3.21484 | 0.014 -0.061 0.178 0.596 1.583
78 -2.90902 | 0.042 0.014 0.151 0.7 1.584




79 -2.68124 | 0.079 0.11 0.117 0.764 1.926
80 -2.26245 | 0.001 -0.153 0.153 0.594 241
82 -3.33041 | 0.042 -0.073 0.136 0.699 1.661
83 -2.62118 | 0.079 0.042 0.104 0.746 1.927
84 -1.91645 | 0.049 0.059 0.134 0.663 241
85 -1.64542 | 0.049 0.048 0.153 0.661 242
86 -2.78533 | 0.06 0.085 0.103 0.626 2.801
87 -2.4843 | 0.065 0.067 0.154 0.714 2.423
88 -2.13354 | 0.053 0.093 0.116 0.734 241
89 -2.90037 | 0.167 0.072 0.013 0.731 2.426
90 -2.56229 | 0.079 0.092 0.12 0.766 1.878
92 -2.66464 | 0.06 0.044 0.142 0.666 1.878
93 -2.75587 | 0.096 0.081 0.079 0.653 241
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