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Résumé

Dans le but de contribuer a lutte contre le COVID-19 qui représente jusqu’a ce jour une
polémique, nous avons étudié¢ I’inhibition de ce virus par quelques composeés naturels utilisant

le docking moléculaire.

Dans les systéemes récepteurs-ligands étudies, les deux récepteurs du SARS-CoV-2
utilisés comme cibles thérapeutiques sont la protéase M-pro (6LU7) et I'enzyme de conversion
de l'angiotensine 2 ACE2 (6LZG). Tandis que les ligands utilisés comme inhibiteurs sont une
série de flavonoides et des coumarines avec quelques médicaments, tels que la CQ et ’HCQ

utilisés comme références.

Les résultats de Docking montrent que le pouvoir inhibiteur des composés naturels étudiés
avec le M-pro est plus important qu’avec I’ACE2. Les filtres d’ADMET ont retenus la majorité
des ligands naturels étudiés avec des propriétés biologiques et pharmacologiques intéressantes,
leurs permettre ainsi d’avoir une meilleure biodisponibilité. Par conséquent, ces molécules

naturelles s'aveérent des candidats prometteurs dans I’inhibition de COVID-19.



Introduction générale

La maladie & coronavirus 2019 (COVID-19) est une maladie respiratoire causée par un
nouveau Sarbecovirus, le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS-CoV-2),
qui a émergé de Wuhan, en Chine, fin 2019. La propagation a été sans précédent en termes de
vitesse et d'impact, constituant une urgence de santé publique a portée internationale, et
contribuant a une perturbation socio-économique généralisée [1]. D’ou une alerte
épidémiologique a été placée par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et la pandémie
mondiale du coronavirus-19 (COVID-19) a était déclarer le 11 mars 2020. Il s'est propagé dans

tous les régions du monde, avec plus de 178 millions des cas et plus de 3.8 millions de déces

2]

Dans le cadre de cet urgence sanitaire et de 1’absence de solution de traitement proposable
pour les patients affectés par le COVID-19 et au vu des risques mortels pour une partie des
patients, les protocoles de recherches conventionnels s’avérent inadaptés. En effet, le processus
qui conduit a la validation d’'un médicament de synthése est trés long et, s’il peut s’avérer

pertinent en temps normal, il s’avere défaillant en période de pandémie et de crise généralisée.

Le métabolisme secondaire complexe des plantes a été la source d’innombrables
composés médicinaux et a permis la découverte de médicaments. Il n’est donc pas surprenant
que les produits naturels aient été utiliseés comme une premiére ligne de défense contre la
COVID-19 [3].

Dans la recherche des antivirals efficaces pour éviter et traiter I'infection du SARS-CoV-
2, comprendre le mécanisme de ce virus pourrait fournir plus d'informations sur la transmission

virale et révéler des cibles thérapeutiques.

Commencant par la porte d’entrée de virus, I’enzyme de conversion de I'angiotensine-2
(ACEZ2), un récepteur fonctionnel du SARS-CoV qui peut faciliter I'entrée du virus dans les
cellules de I’hote en se liant a la protéine de pointe (S) du virus. Par conséquent, bloquer cette
liaison, semble étre une piste prometteuse pour traiter une infection virale, comme le SARS-
CoV-2.

Les scientifiques ont aussi veérifié la possibilité d'empécher la protéase virale principale
(M-pro), et la protéase comme une papaine (PLpro), qui sont principaux a sa réplication.
Beaucoup de composés qui empéchent ces enzymes ont été décrits et avancent par la voie de

développement de médicament.
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Notre objectif a éeté la recherche de nouveaux composés d’origine naturelle efficace pour
la prévention et le traitement de la pneumonie a COVID-19, avec de meilleures propriétés
biologiques et pharmacologiques. Nous avons donc étudié I’inhibition du COVID-19 par une
série de molécules d’origine naturelle via le docking moléculaire. Et pour mieux comprendre
les mécanismes d’action de ces ligands, une filtration par détermination des paramétres ADME
/TOX, s’avérée nécessaire. Nous avons jugé cet utile de filtre qui est basée sur la régle de
Lipinski et les propriétés ADMET (Absorption, Distribution, Toxicité ...). Pour pouvoir
identifier le point d’intervention de ces options thérapeutiques, la stratégie suivie dans ce travail
consiste a inhiber les récepteurs du COVID se trouvant a I’entrée du virus (ACE2) et la protéase
(M-Pro) responsable de la réplication.

Le manuscrit est divisé en trois chapitres :
Le premier chapitre : est dédié a une recherche bibliographique sur le COVID-19.

Le second chapitre : est consacré a la description du docking moléculaire et les différents
concepts théoriques sur lesquels se base.

Le dernier chapitre : rassemble 1’essentiel de nos résultats et une discussion.

Références bibliographiques :

1. A. Prasansuklab, A. Theerasri, P. Rangsinth , Ch. Sillapachaiyaporn, S. Chuchawankul,
T. Tencomnao. Journal of Traditional and Complementary Medicine, 2021, p 144-157.

2. K. J. Senthil Kumar, M. G. Vani, C. S. Wang, C. C. Chen, Y. C. Chen, L.P. Lu, C. H.
Huang, C. S. Lai, S. Y. Wang. Plants, 2020.

3. N. Tighazza, I.Tifenjar, S. Chadli, Fz. Derbale, Boussebat, I. Ouddane, H. Bouguedra,
S. Sadeg C. Bekhtaoui, A. Amrani, S. Mansour, A. Tachma. F. Haouatti. Journal

d’informations en pharmacologie, 2020.



Chapitre | : COVID-19 et ses inhibiteurs

1. Les coronavirus :

1.1 Généralités :

Les Coronavirus (CoV) sont un groupe de virus a ARN qui contiennent les plus grands
génomes. Ces virus sont hautement développés que I’on trouve diversement chez I’homme et
la faune. Leur dénomination (coronavirus) en 1968 [1], est liée & la couronne que forment
certaines protéines a la surface de ces virus. Les coronavirus ont été signalés comme causes
d'infections respiratoires Iégéres et modérées depuis plus de 50 ans. Les premiers coronavirus
humains (HCoV), HCoV-229E et OC43, reconnus comme étant des pathogénes respiratoires
importants, ont été identifiés dans les années 1960 [2, 3]. Mé&me si ce groupe de virus a été isolé
a partir de nombreux animaux différents, les chauves-souris sont considérées comme réservoir
naturel majeur de coronavirus [4]. Cependant, la premiére maladie liée au coronavirus
enregistrée était a la péritonite infectieuse féline (PIF) en 1912 [5]. Par la suite, les coronavirus
détectés : le SARS-CoV (2002-2003), apparu en Chine a I’origine d’un syndrome respiratoire
aigu sévére (SARS), le MERS-CoV (2012-2013), coronavirus du syndrome respiratoire du
Moyen-Orient, il a été détecté pour la premiere fois en Arabie saoudite. La troisieme épidémie
mortelle est celle liée au coronavirus COVID-19 (anciennement appelé 2019-nCoV), apparu en
Chine en décembre 2019.Les premiers cas recensés sont des personnes s’étant rendues sur un

marché local, a Wuhan, dans la province de Hubei [6].
1.2 Classification et taxonomie :

Selon le Comité international de taxonomie des virus, les CoV sont classés dans I'ordre
des Nidovirales, une famille de Coronaviridae et une sous-famille de Coronavirinae [6- 8]. Sur
la base de preuves sérologiques antérieures et génomiques récentes, la famille des
Coronaviridae comprend deux sous-familles : la sous-famille Orthocoronavirinae et la sous-
famille Torovirinae (Figure 01) [3, 9]. La sous-famille des Orthocoronavirinae comprend
quatre genres : Alpha coronavirus, Beta coronavirus, Gamma coronavirus et Delta coronavirus

[3, 8]. Parmi les Nidovirales, seuls les coronavirus comprend des virus identifiés chez I’homme
[10].
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Figure 01 : Classification des coronavirus.
1.3 Types et origine :

Les CoV sont des virus zoonotique, ce qui signifie qu’il se transmet de I’animal a I’étre
humain, ils infectent plus de 500 espéeces de chiropteres, les oiseaux, le bétail, les civettes de

palmiers masquées, les souris, les chiens et les chats [11].

Les alphacoronavirus et les betacoronavirus infectent seulement les mammiféres. Les
gammacoronaviruses et deltacoronaviruses infectent les oiseaux, mais certains d’entre eux peuvent

également infecter mammiferes.

Les Alphacoronavirus et les betacoronavirus causent habituellement une maladie respiratoire
chez les humains et une entérite gastro-intestinale chez les animaux. Les deux virus hautement
pathogenes, le SARS-CoV et le MERS-CoV causent des problemes respiratoires graves le syndrome
chez les humains tandis que les coronaviruses (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0C43 et HKU1)
n’induisent que de 1égeres maladies des voies respiratoires supérieures hotes immunocompétents,
bien que certains d’entre eux peut causer des infections graves chez les nourrissons, les jeunes

enfants et les personnes agées [8].
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Figure 02 : Origines animales des coronavirus humains [8].
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Tableau 01 : Comparaison épidémiologique entre différents types de coronavirus :

Maladie a Syndrome Syndrome
: coronavirus 2019 respiratoire aigu respiratoire du
Maladie (COVID-19) sévére (SRAS) Moyen-Orient (MERS)
Virus causant la
maladie
SRAS-CoV-2 SRAS-CoV MERS-CoV
Taux de reproduction (R,) 2a57¢® 3 03a08
Taux de létalité Autour de 1 %" 96a11% 344 %
Temps d'incubation 2a14jours® 2a7jours 6 jours
Taux d'hospitalisation 6319 %° La plupart des cas La plupart des cas

Taux potentiel d'infection

communautaire 35280 %" 10260 % 4313%

2. COVID-19:
2.1 Historique :

La maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) est une urgence de santé publique de portée
internationale [12, 13]. Le 31 décembre 2019, plusieurs cas de pneumonie ont été signalés a
Wuhan I'épicentre de I'épidémie dans la province du Hubei en Chine. Le nouveau coronavirus
a été identifié comme étant aigu sévere coronavirus 2 du syndrome respiratoire (SARS-CoV-2)
qui en est la cause pandémie de coronavirus 2019 (COVID-19) a partir de cette date
d’émergence jusqu’au début de I’année 2021, le COVID-19 s’est donc un total de plus de 71
millions de cas confirmés avec plus de 1,6 million de déces ont été signalé par I’Organisation
mondiale de la Santé (OMS) [14]. Cette maladie est classée parmi la neuviéme pandémie
mondiale la plus meurtriére, est in trouble respiratoire aigu trés infectieux et grave causé par un
virus morbidique appelé SARS-CoV-2 qui sont transmis a I’homme par contact avec des

personnes infectées [15]. Le nouveau coronavirus a été officiellement nommé 19-nCoV, et par
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la suite, le 11 février 2020, cette maladie a été renommée COVID-19 par ’OMS, abréviation
de « Corona Virus Disease 2019 » [16, 17].

2.2 Virologie :
2.2.1 Structure :

Le séquencage complet du génome et l'analyse phylogénique ont indiqué que le
coronavirus responsable du COVID-19 est un bétacoronavirus de la méme sous-famille que le
virus du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS) (ainsi que plusieurs coronavirus de chauve-
souris). La structure de la région du géne de liaison au récepteur est tres similaire a celle du
coronavirus du SARS, et il a été¢ démontré que le virus utilise le méme récepteur, I’enzyme de
conversion de 1’angiotensine 2 (ACE2), pour I’entrée cellulaire. Le groupe d'étude sur les
coronavirus du Comité international de taxonomie des virus a proposé que ce virus soit designé
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) [18]. La membrane virale
contient la glycoprotéine de pointe (S) qui forme les peploméres a la surface du virion, donnant
au virus sa morphologie « corona » - ou en forme de couronne au microscope électronique. La
glycoprotéine membranaire (M) et la protéine d'enveloppe (E) fournissent la structure cyclique.
A Dintérieur du virion se trouve un nucléocapside hélicoidale composée de la protéine
nucléocapside (N) complexée avec un génome d’ ARN a brin positif unique d'environ 30 kb de

longueur [19 - 21].

Figure 03 : Protéines structurelles du coronavirus [22].
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2.2.2 Génome :

Les coronavirus (CoV) sont des virus enveloppés avec un grand génome d’ARN a brin
positif avec son génome d'ARN d'une taille de 27 a 32 kb, I’un des plus grands virus a ARN,
coiffé et polyadénylé et d'un diamétre de 80 a 160 nm.

Le génome du SARS-CoV-2 comprend environ 30 000 nucléotides organisés en génes
specifiques codant des protéines non structurales (Nsps), des protéines structurales, et protéines

accessoires [22].

A SARS-CoV-2 genome
| T | T T | |
0 kb Skb 10 kb 15kb 20 kb 25 kb 30 kb
ORFs Structural proteins
W o
Non-structural proteins Accessory factors

; Nspmpﬁsf T

‘Nsp1 Nsp3 |I 6 7a7b8 ngc 10
< I 1 | o

i Nsp2 )

Nsp4 |
Nsp6 Nsp
Nsp13 Nsp15

Nsp12 Nsp14 Nsp16
ppia :

ppiab

Figure 04 : Le génome du SARS-CoV-2. (A) L'organisation du génome du SARS-CoV-
2. (B) Les polyprotéines (ppla et pplab) sont clivées en 16 protéines non structurales (nspl-
16) [23].

La structure génomique des coronavirus contient au moins six cadres de lecture ouverts
(ORF). Les premiers ORF (ORF1la/ b), environ les deux tiers de la longueur totale du génome
codent pour une polyprotéinela, b (ppla, pplb). Ces polyprotéines sont transformées en 16
protéines non structurales (NSP) pour former un complexe de réplication-transcription (RTC)
qui est impliqué dans la transcription et la réplication du génome. Les Protéines non
structurelles (Nsps), qui sont générés en tant que produits de clivage des polyprotéines virales
a cadre de lecture ouvert lab (ORFlab), s'assemblent pour faciliter la réplication et la

transcription virales. D'autres ORF codent pour au moins quatre protéines structurales :
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* La glycoprotéine de surface (S), responsable de la reconnaissance des récepteurs des cellules

hotes.
* Les Protéines membranaires (M), responsables de la mise en forme des virions.
* Les protéines d'enveloppe (E), responsables de I'assemblage et de la libération des virions.

* Les protéines de la nucléocapside (N) sont impliquées dans I'empaquetage du génome de
I'’ARN et des virions et jouent un r6le dans la pathogénicité en tant qu'inhibiteur de I'interféron
(IFN).

En plus des quatre principales protéines structurelles, il existe des protéines structurelles et
accessoires spécifiques a I'espece, telles que la protéine HE, la protéine 3a/ b et la protéine 4a
/ b [24-26].

Membrane (M) protein
* Virus fusionand

assembly

an el
Sl ’ : ‘ ' ///,
»‘“u‘/¢ Hemagglutinin-esterase
HR1 . . N\ « o dimer (HE)

HR2 i
E ‘ Envelop (E) protein

, \* . | * Assemblyand
\\ > morphogenesis of virions

’&\* ? + Pathogenesis
’/’*Kl‘\*

Spike (S) protein (trimer) ‘
* Virusentry
* S1 subunit: binding to host cell

receptors
* S2 subunit: fusion of viral and feess Ny
cellular membranes 4 L Nucleocapsid (N) protein
* Replication and transcription

Viral RNA

Figure 05 : Représentation schématique du SARS-CoV-2 et de ses protéines structurales

[27].

2.2.3 Mode d’action :

a) Pénétration du virus dans la cellule hote : Attachement et reconnaissance :

Le SARS-CoV-2 infecte principalement les cellules épithéliales bronchiques ciliées et la
pneumocystose de type I, ou il se lie au récepteur de surface, I'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2 (ACE2), par l'intermédiaire de la glycoprotéine S située a sa surface. Lorsque
la glycoprotéine S se lie a I'ACEZ2, le clivage de la protéine trimére S est déclenché par la

protéase transmembranaire sérine 2 associée a la surface cellulaire (TMPRSS2) et la cathepsine.

9
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La glycoprotéine S comprend deux sous-unités, S1 et S2. La sous-unité S1 détermine la gamme
d'hotes et le tropisme cellulaire et facilite I'attachement viral aux cellules cibles. La sous-unité
S2 est une unité qui intervient dans la fusion des membranes virales et cellulaires, assurant
l'entrée virale par endocytose. L’ affinité entre les protéines de surface du virus et ses récepteurs
est une étape cruciale pour I’entrée virale. Comprendre le mécanisme du SARS-CoV-2 pourrait
fournir plus d'informations sur la transmission virale et révéler des cibles thérapeutiques. Une
étude récente a montré que l'affinité entre la glycoprotéine S du SARS-CoV-2 et I'efficacité de
liaison de I'ACE2 est 10 a 20 fois plus élevée que celle du SARS-CoV, ce qui pourrait expliquer
la capacité hautement infectieuse du SARS-CoV-2 [28].

b) Réplication :

Apreés la fusion et le largage de la nucléocapside dans le cytosol de la cellule héte et une
fois dans le cytoplasme, le génome viral doit étre répliqué et traduit afin de produire de
nouveaux virions. La premiére étape de la réplication est la traduction du gene de la réplicase
en deux polyprotéines (ppla et pplab) clivées en nombreuses protéines indispensables au cycle
viral (notamment deux protéases virales et une ARN-polymérase ARN-dépendant) (RARp)
s’assemblant en un large complexe de transcription et de réplication (RTC) [29, 30]. Ce
complexe permet la réplication et la transcription du génome viral : d’une part il reproduit
I’ARN viral et d’autre part, par le biais de la formation de petits brins d’ARN anti-sens (-)
intermédiaire appelés ARN sous-génomiques, il produit de protéines de structure des nouveaux
virions [31]. Finalement les brins d’ARN synthétisés sont combinés avec la protéine N pour
former la nucléocapside et 1’assemblage avec les glycoprotéines d’enveloppe permet le

bourgeonnement de nouvelles particules virales [30, 32].

3. Les Reécepteurs :
3.1 L°’ACE2 :
3.1.1 Définition :

La protéine S du SARS-CoV-2 utilise le récepteur cellulaire ACE2, une métalloprotéine
transmembranaire de type | composée de 805 acides aminés et possede deux domaines, a savoir
les domaines catalytiques amino et carboxy-terminaux. Le domaine catalytique contient un site
actif et le cation de zinc Zn*? [33]. Le domaine carboxypeptidase extracellulaire situé au niveau
de la membrane cellulaire se trouve dans une variété de cellules épithéliales [34, 35]. Exprimée
dans les poumons, le cceur, les reins et l'intestin, principalement associée a des maladies

cardiovasculaires [36]. L'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2) est un regulateur

10
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important du systéme rénine-angiotensine et a été tres récemment identifié comme un récepteur
fonctionnel du virus du SARS [37].

3.1.2 Mécanisme d’activité :

ACE?2 a également servi de cible moléculaire, facilitant I'entrée du SARS-CoV-2, ou les
pics de glycoprotéine présents sur l'enveloppe externe du virus se lient au récepteur
membranaire ACE2, avec les protéases TMPRSS2, qui assurent sa liaison au domaine

extracellulaire de ACE2, entrainant la pénétration du virus dans la cellule cible [38].
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Figure 06 : Les mécanismes d'entrée cellulaire et de réplication virale du SARS-CoV-2 et

médicaments potentiels ciblant différents stades du cycle de vie du virus [39].

3.1.3 Role:

Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS) semble jouer un r6le important dans

la pathogenése du COVID-19 [40]. L'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE ou ACE1)
catalyse la synthése de l'angiotensine-11 (Ang-11) a partir de I'Ang-l. Tandis que I’ACE2
catalyse la conversion de I'angiotensine Il en angiotensine 1-7 (DRVYIHP) et I'angiotensine |
en angiotensine 1 -9 (DRVYIHPFH). ACE2 transforme, a la fois augmentant la vasodilatation

et réduisant la pression artérielle [34].

11
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L'Ang-I1 se lie au récepteur AT1 entrainant la vasoconstriction, la fibrose, I'inflammation, la
thrombose, entre autres réponses, tandis que Ang-1-7 se lie au récepteur AT2 avec une
vasodilatation accrue et une réduction de la fibrose, de I'inflammation et de la thrombose [41 -

44).

ACEi and ARBs Can Reduce SARS-CoV-2 Viral Entry
through ACE2 Receptor

Viral entry mechanism

of SARS-CoV-2 '

‘ ’ B LT » | Angiotensinogen
SARS-CoV-2 l Renin
Spike ACE2

rotein i
& Receptor-binding Angiotensin 1-9 | +———— Angiotensin |

domain (RBD) of

spike protein binds l ACE p————— ACE Inhibitors
to ACE2 receptor
ACE2
\ Angiotensin 1-7 - Angiotensin Il

Angiotensin Il
Host cel Receptor

ARBs
Angiotensin-converting ~
enzyme (ACE) 2
receptors

Figure 07 : lllustration des deux bras clés du systeme rénine-angiotensine [44].

3.2 Les Protéases :
3.2.1 Définition :

Le SARS-CoV-2 possede deux protéases : la protéase de type papaine (PLpro pour
papain-like protease) et la protéase de type 3C (3CLpro pour 3C-like protease). Ces protéases
sont des cibles antivirales intéressantes car elles sont essentielles a la réplication des
coronavirus [45]. La protéase majeure du SARS-CoV-2, 3CLpro (3C-like proteinase), elle
appartient a la famille de la chymotrypsine. Sa séquence protéique est identique a 96 % a celle
des protéases 3CLpro des autres coronavirus, qui ont été trés étudiées. Elle coupe la poly-
protéine virale 11 fois au niveau de motifs Leu-GIn-(Ser/Ala/Gly). La deuxieme protéase du
SARS-CoV-2, PLpro (papain-like protease), a des propriétés différentes de celles de 3CLpro et

sa structure cristalline n’est pas encore connue [46, 47].

12
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3.2.2 Role:

Les protéases virales sont essentielles a la production de virions par la cellule infectée car
elles participent & une étape de maturation en coupant les poly-protéines virales synthétisées a
des sites bien précis. Elles sont spécifiques d’un virus donné et agissent sur les protéines virales,
ainsi que sur quelques protéines de la cellule héte, pour favoriser la réplication virale [48]. C’est
pour cela qu’elles suscitent un grand intérét pour stopper la propagation des épidémies virales
La PLpro est localisé dans la protéine non structurale 3 (NS3) du polypeptide viral. Elle permet
I’autoclivage de nsp3 et la libération des protéines nspl et nsp2. La PLpro a notamment une
activité deubiquitinase, et elle pourrait intervenir pour altérer la réponse immunitaire innée de
I’hote infecté. Le ciblage de la protéase de type papaine avec des médicaments antiviraux peut
avoir un avantage non seulement en inhibant la réplication virale, mais aussi en inhibant le
déréglement des cascades de signalisation dans les cellules infectées qui peuvent conduire a la
mort cellulaire dans les cellules environnantes non infectées. La protéase M-pro est responsable
de la libération des protéines de nsp4 a nsp16. Elle joue un role essentiel dans le cycle de vie
de virus et sa réplication [46, 47].

4. Les Inhibiteurs :
4.1 Inhibiteurs synthétiques (Médicaments) :

Depuis la déclaration du premier foyer de contagion du coronavirus COVID-2019 en
décembre, les scientifiques ont rapporté qu'il n'y avait pas d'agent antiviral prouvé qui puisse
contréler I'épidémie de COVID-19 et inactiver le SARS-CoV-2. Au 29 avril 2020, aucun
médicament capable de prévenir la COVID-19 n'a été approuvé par la FDA des Etats-Unis [49].
Actuellement, les stratégies de gestion des patients atteints de COVID-19 présentant des
symptdmes légers comprennent la prévention de l'infection par l'utilisation de 1’oseltamivir
(Tamiflu) associé aux soins de soutien, aux anti-biotiques (1’oseltamivir est un médicament
approuve pour le traitement de la grippe A et B), de plus, ils se sont comptés sur des mesures
de soutien clinique pour les patients graves comme l'oxygene et la ventilation mecanique
assistée. Etant donné le manque de thérapie antivirale efficace contre la COVID-19, les
traitements actuels se sont principalement concentrés sur le support symptomatique et
respiratoire selon le diagnostic et traitement de la pneumonie causee par COVID-19 [50].
Certains des médicaments et thérapies qui sont en cours d'étude pour contréler la COVID-19

sont : I'ivermectine, le nafamostat, le remdesivir, I’hydroxychloroquine et la chloroquine, et la
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thérapie par plasma de convalescent qui contient des anticorps extraits du plasma de personnes
guéries de COVID-19 [51].
4.1.1 Lachloroquine (CQ) et I’hydroxychloroquine (HCQ) :

La chloroquine (CQ) et I’hydroxychloroquine (HCQ) sont deux anti-malariques de la
classe des amino-4-quinoléines. Ils ont un grand volume de distribution et sont fortement liés
aux protéines plasmatiques. Leur métabolisme est hépatique et leur élimination principalement
rénale. La CQ est un substrat du CYP2C8 capable de conduire des interactions

médicamenteuses qui doivent étre prises en compte [52].

ﬁ%w \lAﬁ,%,DH

( hlor uquum [ Hydroxychloroquine ]

Figure 08 : Structures de la CQ et I’HCQ.

Jadis, utilisé contre le paludisme, la chloroquine ayant également des effets antiviraux a
large spectre. Elle joue un rdle dans l'activité antivirale contre le coronavirus HCoV-043 et les
orthomyxovirus. Outre l'activité antivirale, la chloroquine a une activit¢ de modulation
immunitaire, qui peut renforcer synergiquement son effet antiviral in vivo [53]. LaCQ et 'THCQ
sont des bases faibles connues pour élever le pH des organelles intracellulaires acides, telles
que les endosomes/lysosomes, essentiels a la fusion des membranes. La cavité interne des
endosomes et des lysosomes est maintenue a un pH de 4,5a 6,5. La CQ et 'HCQ pourraient
perturber le processus d'acidification en empéchant la maturation de I'endosome et en
empéchant le transport et la libération ultérieurs de virions. Ce mécanisme semble important
pour la pathogénie du SARS-CoV [52]. En effet, le professeur Didier Raoult, a Marseille, qui
fait partie de I'essai clinique européen Discovery, a empéché ces modifications de pH et enrayé

ainsi I’entrée du virus dans la cellule [54].
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4.1.2 LesAnti-HIV :

Dans I'urgence, les firmes du monde entier tentent d’identifier des agents antiviraux
efficaces pour lutter contre le COVID-19, et s’intéressent, entre autres, a plusieurs molécules
déja utilisées contre le HIV. Ces inhibiteurs de protéase du HIV, sont tous des
peptidomimétiques. Ils se fixent sur le site actif de la protéase virale, et I’empéchent de catalyser
le clivage des polypeptides du virus. La maturation protéique étant altérée, les virions formés
sont inactifs et non infectieux [55]. Parmi ces medicaments qui ont montré une efficacité contre
le coronavirus en inhibant la réplication du virus, I'association lopinavir / ritonavir, remdesivir,

favipiravir, umifenovir [56].
4.2 Inhibiteurs d’origine naturelle :

Dans une situation d’urgence comme celle de la pandémie actuelle de COVID-19, et en
I’absence de traitement conventionnel, la mise au point de médicaments de synthése efficients
ou d’éventuels vaccins est soumise a la temporalité propre aux protocoles de recherches et de
validation par des essais cliniques. Les médicaments a base de plantes et de produits naturels
facilement disponibles et dont I’innocuité a déja été prouvée peuvent faire gagner du temps en

tant que premiére ligne de défense [57].

De tous les ingrédients naturels, les flavonoides et les terpénes pour avoir les mécanismes
inhibiteurs les plus efficaces sur les molécules 3CLpro. La conclusion de ces ingrédients actifs

peut aider a préparer le terrain pour développer les agents anti-COVID-19 nouveaux.
4.2.1 Les flavonoides :

Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux
qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On
les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d’hétérosides ou comme constituants de
plastes particuliers, les chromoplastes [58]. Ils sont connus pour leur activité antivirale,
principalement contre le rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise
(SIDA), le virus d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la
grippe A [59]. Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques capables d’inhiber une large
gamme d’enzymes génératrices du O2° et d’autres espéces réactives de I’oxygénetelles que la
xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase, la lipooxygenase, la

monooxygenase microsomal, et la glutathion-S-transferase [60]. Des flavonoides tels que la
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quercétine, I’épigallocatéchine gallate, et la gallocatéchine gallate (GCG) ont montré de bonnes
capacités d’inhibition sur 1’enzyme 3CLpro qui est nécessaire a la réplication virale du

coronavirus associé au syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) [61].

OH

HO o)
5 OH

OH
OH

FigureQ9 : Structures des flavonoides.

4.2.2 Lesterpénes:

Les terpenes sont largement présents dans la nature. Il s'agit d'une classe importante et
variée d'hydrocarbures qui sont produits par une grande variété de plantes et par certains
animaux. On les trouve également en abondance dans les fruits, les légumes et les fleurs. Leur
concentration est genéralement élevée dans les structures de reproduction des plantes et le
feuillage pendant et immédiatement aprés la floraison. Les terpénes sont également un
composant majeur des résines végétales [62].

Le potentiel des phytochimiques tels que des terpénes comme des agents antiviraux ont
été récent évalués et ont suscité une importante quantité d'attention, considérant en particulier
que ces substances sont abordables, dominantes la nature, et en montrant un profil de toxicité

relativement inférieure.

Plusieurs chercheurs ont été évalué I'activité antivirale et le mode de I'action antivirale
d'une formulation de propriété industrielle de terpéne (le nom de code utilisé dans cette étude
était NT-VRL-1) contre HCoV-229E [63].

4.2.3 Les vitamines :

Avec la nouvelle épidémie de coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) qui se propage
maintenant a travers le monde, les gens cherchent des moyens de se protéger contre le virus ou
d'atténuer ses effets une fois attrapé. Parmi les moyens étudiés on trouve les vitamines C et D.
Plusieurs travaux ont montré que ces vitamines améliorent significativement 1’état de santé chez

les patients symptomatiques non graves infectés par COVID-19 [64].
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Tableau 02 : Propriétés de quelques composes naturels (Flavonoides et Terpénes) inhibiteurs

des coronavirus [61], [65-71].

Inhibiteur Source
Epinards,
Kaempferol Chou
Fenouil,
Quercetine Oignon,
Piment
Naringenin Agrumes
Catechin Thé vert
Epicatechin The vert
gallate
Pine,
Menthe,
Alpha pinene lavande, la
sauge et le
gingembre

Structure
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OH

OH

Effet

Inhibition de I’activité
enzymatique de la
protéase 3CL

Inhibition de I’activité
enzymatique de la
protéase 3CL

Inhibition de I’activité
enzymatique de la
protéase 3CL et de de
ACE?2 et la protéase
Spike

Inhibition de ’activité
enzymatique de la
protéase 3CL

Inhibition de I’activité
enzymatique de la
protéase 3CL

Inhibition de ACE2 et la
protéase Spike
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CH,

Inhibition de ACE2 et la

b-Caryophyllene  Poivre noire orotéase Spike

H,C

Feuilles Inhibition de ACE2 et la

Ocimene de basilic protéase Spike

5. Epidéemiologie :

Actuellement, les patients COVID-19 sont la principale source d'infection et les patients
séveres sont considérés comme plus contagieux que les patients bénins. Les personnes infectées
de maniére asymptomatique ou les patients en incubation qui ne présentent aucun signe ou
symptdme d'infection respiratoire dont la dissémination de virus infectieux est prouvée peuvent
également étre des sources potentielles d’infection. De plus, les échantillons prélevés sur des
patients récupérés du COVID-19 montrent en continu un test RT-PCR positif, ce qui n'a jamais
été vu dans I'histoire des maladies infectieuses humaines. En d'autres termes, les personnes
infectées de maniere asymptomatique et les patients en incubation ou récupérés du COVID-19

peuvent poser de sérieux défis pour la prévention et le controle de la maladie [36].
5.1 Au Monde :

A partir de 20-06-2021 il y a environ 178 millions de cas confirmés dans le monde et en
augmentation dans les pays américains, européens et d'Asie du Sud-Est (OMS 2021), avec plus

de 3.8 millions de décés ont été signalé par 1’Organisation mondiale de la Santé (OMS) [72].
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Figure 10 : Statistique du COVID-19 dans le monde [72].
5.2 En Algérie :

En mars 2020, le premier cas de maladie a coronavirus confirmée (COVID-19) a été
enregistré a I’institut Pasteur, le patient qui a présenté une pneumonie aigué était un cas importé
d'Europe. Depuis lors et jusqu’a maintenant, un total de 135 586 cas confirmés en laboratoire
d'infection par le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) ont été

signalés dans les différentes régions du pays dont 3 624 déeces [72].

19



Chapitre I : COVID-19 et ses inhibiteurs

oo

PREMIER MERI

B

[}
\

'ANIE H T &

Y > e

Figure 11 : Statistique du COVID-19 en Algérie.
6. Mode de Prevention :

Selon I'OMS, les moyens de prévention efficaces pour ne pas contracter le COVID-19,

mais aussi pour éviter sa propagation, sont : [73]

1. Se laver les mains régulierement avec un savon ou un désinfectant a base d'alcool ou

quotidiennement avec des savons.

2. Evitez de toucher fréquemment les yeux, le nez et la bouche car ils sont le site le plus
exposé pour attraper I'infection.

3. Maintenir une distance sociale d'environ 1 metre entre les personnes qui toussent ou

éternuent.

4. Maintenir I'nygiéene respiratoire comme se couvrir la bouche et le nez tout en éternuant et
en toussant.

5. Porter un masque médical

6. Nettoyage et désinfection de la maison et des lieux de travail.
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Chapitre 11 : Docking moléculaire

1. Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement et définir quels sont les résidus
mis en jeu, est donc primordial pour pouvoir expliquer les mécanismes qui influent sur I'affinité
entre deux molécules. De méme, la decouverte de nouvelles drogues activant ou inhibant
I'activité biologique d'une protéine ne peut se faire qu'en prédisant leur affinité respective. C'est
dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées sous le nom de
"amarrage" ou "Docking" moléculaire ont été développées.

Le Docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de
Docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, ou la plupart des
principes actifs sont de petites molécules appelés ligand qui interagissent avec une cible
biologique macromoléculaire d'intérét thérapeutique, généralement un acide nucléique ou une

protéique désigné par le terme récepteur.
2. Définition du Docking moléculaire :

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking moléculaire est une méthode
qui prédit la conformation (position et orientation relatives) la plus favorable de deux molécules
en interaction et formant un complexe stable [1]. La connaissance de cette conformation
préférentielle permet par la suite 1’estimation de la force d’association (affinité de liaison) entre
ces deux molécules.

L’utilisation de la technique de « Docking» apparait comme une alternative tres
intéressante quand on n’a pas une réelle connaissance sur le site actif. Le probleme le plus
important pour 1’étape de docking est de parcourir le mieux possible 1’espace conformationnel

¢’est-a-dire I’échantillonnage de 1’espace des configurations du complexe ligand-récepteur.
3. Principe genéral de Docking :

Le role principal de cette technique est étudié puis prédire les interactions probables entre
des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides aminés composant la structure de

récepteur (protéine). Le docking moléculaire se déroule en deux étapes distinctes :

- La premiere « Docking » est 1’étape de sélection, qui consiste a positionner le ligand

dans le site choisi (site actif) de la protéine et a échantillonner les conformations,
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positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant que celle qui représentent les
modes d’interactions les plus favorables.

- Laseconde dite « Scoring » est 1’étape de classement, cette méthode permet 1’évaluation
des interactions énergétiques potentielles (1’affinité) entre le ligand et la protéineet de
donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de
retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées. Ces deux étapes se different par

le du programme de docking utilisé [2].

4. Algorithmes de docking :

Chaque programme de docking différe par rapport aux autres par leurs algorithmes
d’échantillonnage, par leur maniére de manipuler la flexibilité du ligand et de la protéine et par
leurs fonctions d’évaluation des complexes. Les algorithmes de docking peuvent étre séparés
en deux grandes classes :

- Ceux qui ne tiennent pas compte de la flexibilité de la protéine, en traitant celle-ci comme
un corps rigide,
- Etceux qui sont capables de prendre en compte, partiellement la flexibilité du récepteur.
Des études ont montré que certains algorithmes de docking sont plus fiables que d’autres
pour reproduire le mode de fixation expérimentale des ligands [3].

Les algorithmes de recherche de la flexibilité du ligand peuvent étre classés en différents
groupes selon la méthodologie utilisée : les algorithmes de recherche systématique,
stochastique et les approches de simulation.
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4.1 Recherche systématique :

Le principe genéral est de couper le ligand en fragments rigides et flexibles (Figure 01).
Dans un premier lieu, un ou plusieurs fragments qui doivent étre rigides sont placés au sein
du site actif et donc mis en interaction avec la cible, puis le ligand est reconstruit en plagant
les fragments flexibles d’une maniére successive tout en exploitant les angles de torsion [4].
Des programmes comme FlexX, Surflex et Dock utilisent cette approche qui permet

notamment un criblage rapide de vastes chimiothéques de molécules [5].

i.
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Figure 01 : Construction incrémentale.

4.2 Recherche stochastique (génétique) :

L’ approche stochastique est plus précise, a partir d’une position initiale aléatoire, a
I’extérieur du site actif, le ligand considéré dans son entier explore le site actif étudié par la
répétition successive de mouvements et d’évaluations de ’interaction ligand-récepteur. Ces
techniques sont plus lentes que la méthode systématique mais prennent mieux en considération
la flexibilité du ligand et permettent I’exploration des régions plus vastes. Dans cette catégorie,

nous pouvons citer GOLD et Auto Dock [6].
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4.3 Approches de Simulation :

Les méthodes de simulation sont basées sur la résolution des équations du mouvement de
Newton. Elles comprennent notamment les techniques de dynamique moléculaire et des
algorithmes de minimisation. Les premiéeres ne sont jamais utilisées pour générer de la
flexibilité sur le ligand car elles demandent un temps de calcul non compatible avec la gestion
de bases de molécules. Les secondes en revanche sont parfois utilisées dans les programmes de
docking, en complément d’un autre algorithme de recherche, afin d’atteindre une conformation

de basse énergie [7].
5. Fonctions de score :

Les fonctions de score sont des méthodes mathématiques et des fonctions discriminant
les poses de docking correctes de celles incorrectes. Le score permettra non seulement de retenir
la meilleure pose parmi toutes celles proposées, mais également de classer la meilleure pose de

différents ligands pour identifier les meilleurs d’entre eux.

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant du
passage de la forme libre de la protéine et du ligand a ’association sous forme de complexe.
L’¢évaluation de ces complexes permet de trouver celui ou ceux les plus susceptibles de
reproduire au mieux le mode d’association réel. L’association entre protéines et ligands est
gouvernée par plusieurs paramétres thermodynamiques : les interactions hydrophobes, les
interactions électrostatiques, les liaisons hydrogéne, les effets de solvatation et les effets
d’entropie.

Le principe thermodynamique est le suivant [8]:

AG = AGcomp]exe - AGligancl - AGprotéine (1)

Un score ne prédit donc en rien une activité mais bien une affinité.

L'association non covalente et réversible d'un récepteur (R) et d'un ligand (L) pour former
un complexe récepteur-ligand (RL), dans un milieu aqueux contenant des électrolytes peut étre

décrite par I'équation 2 :

R+L & RL 2)
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A 1'équilibre, cette réaction est déterminée par un constant d’équilibre K (équation 3) et

aussi par I'énergie libre de liaison AG® (équation 4).

K=r—— 3)

AG’ = —RTInK (4)

Ou R est la constante des gaz parfaits et T est la température (en kelvin) [9,10].

Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de
complexation est négative (AG<0).En pratique, 1’évaluation de I’énergie libre des complexes
est une tache souvent couteuse. De ce fait, des méthodes approximatives ont été développées
pour distinguer (évaluer et classer) les meilleurs complexes parmi ceux générés par une

procédure de docking.
Dans les programmes de docking, on trouve différents types de fonction de score :
5.1 Les fonctions de score basées sur un champ de force :

Les champs de force dans leur forme standard évaluent la somme de deux énergies issues
de la mécanique moléculaire : I’énergie entre atomes liés au sein d’une molécule donnée et
I’énergie entre atomes non liés. Ce deuxiéme terme correspond au terme principal de 1’énergie

d’interaction protéine-ligand dans le cas d’une application a un probléme de Docking.

L’affinité d’un ligand donné pour le site actif, mesuré en tant qu’énergie d’interaction,
correspond a la somme des énergies d’interaction de van der Waals et électrostatiques : le terme
de type van der Waals, en général par un potentiel de Lennard-Jones, et le terme électrostatique
coulombien assorti d’une fonction diélectrique dépendante de la distance qui permet d’atténuer
les contributions des interactions charge-charge. On peut ajouter a la fonction de score un terme
d’énergie interne du ligand. Seule la contribution enthalpique de I’énergie libre d’interaction

est ainsi prise en compte [11].

Les fonctions de score qui se basent sur les champs de force les plus rigoureux comme
AMBER [12, 13], CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) [14, 15],
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation System) [16] et OPLS (Optimized Potentials
for Liquids Simulation) [17].
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5.2 Les fonctions de score empiriques :

Ce type de fonction de score approxime 1’énergie libre de liaison en sommant de fagon
pondérée différents termes d’interaction dérivés de paramétres structuraux. Les différents poids
de la fonction de score sont ajustés pour reproduire en priorité des données expérimentales,
telles que les constantes de liaison tirées d’un jeu d’entrainement de complexes protéine-ligand.
La plupart des programmes de docking implémentent ce type de fonction de score témoignant
de leur efficacité (en termes de rapport précision/rapidité). Cependant, le principal inconvénient
de ces fonctions empiriques est leur forte dépendance aux données utilisées pour les calibrer
qui, en cas de mauvaise paramétrisation, peut limiter leur transférabilité sur des systémes
différents [11]. Elles sont utilisées dans la plupart des algorithmes d’amarrage notamment
FlexX [18], Chemscore et LUDI [19, 20].

5.3 Fonctions de score basées sur la connaissance « knowledge-based » :

Ces fonctions proviennent de 1’analyse des structures tridimensionnelles de complexes
ligand-protéine déterminés expérimentalement afin de reproduire ces données expérimentales
obtenues a partir des structures, sans tenir compte de 1’énergie des liaisons. Des régles
définissant la géométrie préférentielle des interactions sont déduites de ces structures grace a

des moyens statistiques [21, 22].

Ces fonctions statistiques, dépendent de leurs groupes d’apprentissage (expérience), elles
ne peuvent modéliser que les interactions qui existent dans leurs bases de données
expérimentales. Par conséquent, ce type de fonctions permet d’établir une corrélation entre
1’état thermodynamique du complexe protéine-ligand qui forme un systéme et la probabilité de
trouver ce complexe dans un état microscopique donné [23]. Ainsi les fréquences sont
converties en enthalpie libre (énergie) grace a une distribution de Boltzmann, les potentiels sont

donc nommeés potentiels de force moyenne (Potential of Mean Force : PMF).
5.4 Fonctions de score consensus :

L’idée principale de ces fonctions hybrides est de combinée les informations obtenues a
partir des différents scores obtenus afin de compenser les erreurs des fonctions de score
individuelles [24]. Plusieurs études ont montré que les énergies libres des complexes sont
performées par ces fonctions, ainsi les interactions protéine-ligand sont mieux que les fonctions
individuelles [25, 26]. Un exemple de fonction de score consensus est X-CSCORE [27] qui
combine un PMF [28, 29], et ChemScore [30].
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6. Les outils de Docking :

6.1 Preparation des récepteurs :

De nombreuses informations associées a chaque structure sont accessibles a I’ensemble

de la communauté scientifique via la PDB par un serveur internet (https://www.rcsb.org/). Le

fichier pdb contient diverses informations sur la macromolécule telle que le nom du récepteur,
I’équipe qui a résolu la structure, la méthode expérimentale, etc. On y retrouve aussi des
informations sur la structure primaire, les hétéroatomes, la structure secondaire et les
coordonnées atomiques X, Y et Z qui determinent la position exacte de chaque atome dans une
conformation donnée. Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore
disponibles dans cette banque de donnée et si cette derniére contient une protéine avec des
séquences similaires, il devient alors possible de construire la structure 3D de la cible souhaitée,

en utilisant la modélisation par homologie [31, 32].
6.2 Preparation des ligands :

En docking moléculaire, le choix du ligand est une étape tres importante. Ce choix doit
étre pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des
molécules [33]. A présent, il existe deux moyens pour obtenir la structure chimique d’un ligand

donné :

- Le premier souvent d’aspect commercial, est constituée de bases de données de
structures chimiques appelées chimiotheques [34].

- Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature
qu’on peut dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol,
etc.).

6.3 Les logiciels :

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de Docking moléculaires (commerciaux ou
non) sont disponibles. Les plus fréquemment cités sont : AutoDock, AutoDock Vina, GOLD,
FlexX, DOCK et Molegro Virtuel Docker (MVD).

AutoDock Vina :

AutoDock Vina est un programme de Docking dérivé d’AutoDock comme son nom
I’indique, qui a également été développé par le groupe de Arthur J. Olson au “Scripps Research

Institute” (http ://autodock.scripps.edu/) [35]. AutoDock Vina utilise une méthode de gradient

d’optimisation sophistiquée dans sa procédure d’optimisation locale.
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L’algorithme de positionnement des ligands dans AutoDock Vina est une application
globale d’une recherche de type itérative locale “Iterated Local Search global optimizer”
[36,37]. Ce type d’algorithme est utilisé pour sortir des minimas locaux qui ne permettent plus
d’améliorer la conformation. Pour ce faire, 1’algorithme est relancé a partir d’une structure

géométrique légérement différente.
7. Les interactions protéine-ligand :

Les interactions entre une protéine et un ligand sont en général de nature non covalente
et générent une énergie appelée énergie libre de Gibbs. Les molécules organiques sont capables
de s’auto-associer les unes aux autres grace a plusieurs types de liaisons faibles, dont les forces
électrostatiques, les forces de van der Waals, les liaisons hydrogene et les interactions
hydrophobes. Les associations sont dues aux propriétés chimiques, électroniques, et
géométriques des molécules. A I’inverse des liaisons covalentes, les liaisons faibles permettent
une grande flexibilité et plasticité des macromolécules (protéine, enzymes, complexes protéine-
ligand ou protéine- protéine). Les interactions qui stabilisent les structures tridimensionnelles

des macromolécules sont [38].
7.1 Les forces de Van Der Waals :

Ces interactions ont été étudiées par J.D. van der Waals, physicien hollandais, prix Nobel
de physique 1910. Elles reposent sur les interactions entre les dip6les constitués par les
molécules non permanentes de faible rayon d’action (Figure 02).

Pour des atomes distants de 3-4 A, 1’énergie de liaison est seulement comprise entre 0.4
et 4 kJ/mol. Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche de la
concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice [39-41].

On distingue trois types de ces interactions :

- Interaction dip6le permanent — dipdle permanent ou effet d’orientation de Keesom : Ce
type d’interaction se développe entre deux molécules polaires.

- Interaction dipdle permanent — dipdle instantané ou effet d’induction de Debye : Ce type
d’interaction se développe entre une molécule polaire et une molécule quelconque
(polaire ou apolaire).

- Interaction dip6le instantané—dip6le instantané ou dispersion de London : Ce type
d‘interaction se développe entre deux molécules quelconques (polaires ou apolaires).
Ces interactions sont trés faibles mais dans le cas des macromolécules, leur nombre

élevé va produire au totale une force importante [42].
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Figure 02 : Les interactions de Van der Waals.

7.2 Les Liaison hydrogene :

Cette liaison, intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne lié par covalence a un atome
¢lectronégatif (le donneur D) est attiré par un autre atome électronégatif (I’accepteur A).
Le nuage électronique de 1'hydrogéne est attiré par 1’atome donneur qui est relativement plus
¢lectronégatif que 1’atome d’hydrogeéne créant ainsi une charge partielle positive sur
I'hydrogene. Cette charge positive est attirée par la charge partielle négative portée par I’atome
accepteur donnant ainsi naissance a une interaction désignée par pont hydrogéne, avec une force
de I’ordre de 2 a 4 Kcal/mol agissent dans les systémes biologiques, a treés courte distance (0.8
a 2.8 A). IIs sont peu nombreux et s’adaptent trés bien a la flexibilité (1’angle peut varier de
120° a 180°). Elle est définie par la distance entre les deux atomes qui forment la liaison

covalente D-H de type 9, la longueur de I’interaction H...A et I’angle D-H...A, Figure 03.
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5* o

3* o

H LR B BB B B J

64-
Figure 03 : Exemples d’une liaison hydrogene.

7.3 Les interactions hydrophobes :

Les molécules dépourvues de groupes chargés ou d’atomes capables de former des
liaisons hydrogéne ne peuvent donc pas s’hydrater, on les nomme pour cette raison substances
hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par
coalescence de facon a minimiser les contacts avec 1’eau [42]. La force des liaisons
hydrophobes est de 1’ordre de 20 a 30 kJ/mol [39, 40].

7.4 Les Interactions électrostatiques :

Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dipbles chargés. La
distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3.7 2 4.5 A, et sa force est de ’ordre de 8
Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la polarité et de la

petite taille de la molécule d’eau [43].
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Chapitre III : Résultats et Discussion

1. Introduction :

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules naturelles efficaces contre le COVID-
19, et afin de trouver de nouveaux inhibiteurs de ce virus, nous avons étudié par docking
moléculaire 1’inhibition d’une série de molécules d’origine naturelle et quelques médicaments
avec deux recepteurs du COVID-19 : ACE2 et M-Pro. Les recherches dans ce domaine ont montré

que ces deux récepteurs sont des cibles antivirales intéressantes.

L'enzyme de conversion de I'angiotensine-2 (ACE2) est un récepteur fonctionnel du SARS-
CoV-2 qui peut faciliter 1'entrée du virus dans les cellules de I’hote en se liant a la protéine de

pointe (S) du virus.
La protéase virale principale (M-pro) est essentielle a la réplication des coronavirus.

Les ligands utilisés dans notre étude appartenant a la famille des flavonoides, des
furanocoumarines et des vitamines, on les trouve dans plusieurs sources naturelles telles que : les
agrumes (citron, orange pamplemousse), le poivron, le mais, les épinards ainsi que plusieurs fruits

et [égumes.

2. Methodologie du travail:

Dans ce travail nous avons suivi les étapes suivantes :

2.1 Préparation des récepteurs :

Cette etape préliminaire du docking moléculaire, consiste au téléchargement des structures
chimiques. La plupart des structures sont disponibles via la « Protein Data Bank » et téléchargées
sous forme PDB (http://www.pdb.org). C’est une banque de données concernant les structures
protéiques ou nucléiques (ou les deux) obtenues par cristallographie aux rayons X ou par
spectroscopie RMN.

Parmi plusieurs protéines proposées par la PDB, nous avons choisi les codes 6LU7 et 6LZG

définit comme suit :

» 6LU7 : Ce code représente la structure 3D de M-pro constituée d’une seule chaine (A),
dans laquelle se trouve un seul ligand, avec une résolution de 2.16 A.
» OLZG : ce code représentant la structure 3D d’ACE2 constituée de deux chaines (A et B)

le ligand naturel se trouve dans la chaine (B) avec une résolution de 2.5 A.
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Il s’agit des structures correctement définies avec une bonne résolution. Avant I’utilisation
par AutoDock Vina [1], chaque complexe est séparé de son ligand afin d’obtenir un récepteur avec
un site actif libre et par suite on élimine les molécules d’eau et on ajoute les hydrogenes. La

protéine préparée est convertie au format pdbqt.

2.2 Préparations des inhibiteurs :

Les ligands étudiés ont été téléchargés via la chimiotheque PUBCHEM

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). C’est une banque de données américaine de molécules

chimiques gérée par le National Center for Biotechnologie Information (NCBI), branche de la
Bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis, sous l'autorité de la National Institutes of
Health (NCI). Dans ce travail nous avons étudié dix inhibiteurs d’origine naturelle trois
flavonoides, cing furanocoumarines et deux vitamines, ainsi que quatre inhibiteurs médicamenteux
deux anti-HIV (Inhibiteurs de la protéase du SIDA) et deux anti-malariques utilisés comme

références, les structures 2D sont récapitulées dans les tableaux 01 et 02.

Puis nous avons utilisés le logiciel GUASSIAN 09W [2], pour I’optimisation des ligands par
la méthode semi empirique AM1 afin de trouver les conformations les plus stables. Les molécules
ainsi obtenues sont enregistrées en format pdb, par I’utilisation du logiciel Discovery [3].

La phase finale de préparation du ligand a été réalisée par le sous-programme vina. Ce dernier a
pour réle de contrdler les mouvements du ligand, en définissant les atomes aromatiques, les
liaisons flexibles et les angles de torsion. La molécule finale est enregistrée en format pdbqt avant

son utilisation par AutoDock.
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Tableau 01 : Structures des inhibiteurs.

Ligand 2D
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Tableau 02 : Structures des médicaments.

Ligand 2D
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HydroxyChloroquine

2.3 Préparation de la grille :

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de I’énergie du systéme, les récepteurs 6LU7 et 6LZG
sont plongés dans une grille tridimensionnelle englobant largement le site actif de la protéine
étudié et permettant la libre rotation du ligand dans ce site. La boite est alors centrée sur le ligand

et ses dimensions sont proportionnelles a la taille de tous les ligands étudiés.

Tableau 03 : La boite GRID BOX des protéines.

Récepteurs X Y z Dimension A% Resolution
6LU7 -9.732 11.403 68.925 60x60x60 2.16
6LZG -32.201 28.937 6.225 54x54x54 2.5

3. Résultats et discussion :
3.1 Interactions M-pro :
3.1.1 Présentation du récepteur : Site actif :

Le site actif de I'enzyme est formé par His41, Met 49, Phel140, Lueldl, Asnl42, Gly143,
His163, His164, Metl65, Glul66, Leul67, Pro168, Hisl72, GIn189, Thr190 et Alal9l. Les
résidus d'acides amines His41 et Cys145 représentent une dyade catalytique dans le site actif, situé
entre le domaine | et 1l [4], His164 est essentiel pour I'activité enzymatique. D’aprés yang et al.
His163, His172 et Glul66 fournissent la porte d'ouverture pour le substrat a I'état actif [5].
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Inhibiteur

hespéridine

naringine

remdesivir

bergamottine

a-tocophérol vitamine
E

impératorine

nelfinavir

naringénine

hydroxychloroquine

psoraléne

acide ascorbique

chloroquine

angélicine

bergaptene

Tableau 04 : Résultats du docking 6LU7-Ligand.

Affinité
(kcal/mol)

-10.1

-9.9

-8.0

-8.0

-6.4

Liaison hydrogéne

GLU166, GLN189

THR26, CYS145

SER144, LEU141
GLY143

THR199, ASP289

HIS164, HIS163
CYS145, GLU166
ASN142

CYS145

ARG131

GLU166

GLU166

CYS145, GLI143

GLN189, CYS145

THR111, GLN110

CYS145, SER144

LEU141

GLY 143

SER158, THR111
GLN110

i
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Liaison hydrophobe

i

LEU287

i

PRO168

LEU286, TYR237

MET49, CYS145

HI1S41, CYS145
LEU27

MET49

HIS41, HIS163
HIS172, LEU27

VAL104

I

CYS 145

VAL104

MET165, HI1S41

Liaison

électrostatique

i

M

i

i

HIS41

HI1S41, GLU166

i

HIS163

i

i

i

I

i
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3.1.2 Etude des interactions du M-Pro (6LU7) :

Les résultats obtenus montrent que les deux ligands 1’impératorine et le nelfinavir
interagissent avec la dyade catalytique HIS41 et CYS145, avec un score de docking -8.0kcal/mol
et -7.5 kcal/mol respectivement. Dans laquelle, 1’impératorine forme une interaction
électrostatique avec HIS41 et une interaction hydrophobe avec le résidu CYS145. En outre,
I’analyse d’interaction a révélé que le composé forme une interaction hydrogene avec GLU166 et
une interaction hydrophobe avec le résidu MET49 (Figure 01). D’autre part le nelfinavir forme
trois interactions hydrophobes avec les résidus HIS41, CYS145 et LEU27 et deux interactions
électrostatiques avec les résidus HIS41 et GLU166 (Figure 02).

Le ligand hespéridine a montré sept interactions d'hydrogeéne avec les résidus CYS145,
GLU166, GLN189, THR26, SER144, LEU141 et GLY143, avec un score de docking -10.1
kcal/mol. Ce composé ne forme aucune interaction hydrophobe lors de son interaction avec le site
actif de la 6LU7 (Figure 03).

De nombreuses interactions hydrogéne avec les résidus HIS164, HIS163, CYS145, GLU166
et ASN142 (Figure 04) assurent la stabilité du ligand remdesivir, avec un score de docking -9.2

kcal/mol.

Le ligand bergamottine est stabilisé par une interaction hydrogéne formée avec le résidu

CYS145, et une interaction hydrophobe PRO168, avec un score de docking égale a -8.0 kcal/mol.

Le ligand naringénine est stabilisé par trois interactions : deux interactions hydrogenes avec
les résidus CYS145 et GLI1143 et une interaction hydrophobe avec le résidu MET49, avec un score

de docking égale a -7.1 kcal/mol.

Le ligand acide ascorbique est stabilisé par trois interactions hydrogenes formées avec les
résidus CYS145, SER144 et LEU141, avec un score de docking égale a -6.3 kcal/mol.

Le ligand bergaptene est stabilisé graces aux interactions hydrophobiques formées avec les
résidus MET165 et HIS41 ce dernier le HIS41 est I’un des résidus de dyade catalytique, avec un

score de docking -6.0 kcal/mol.

Les cing ligands (hespéridine, remdesivir, bergamottine, acide ascorbique et naringénine)

ont établi des interactions avec le CYS145 qui est un des résidus de dyade catalytique.
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On remarque que pour les trois ligands I’impératorine, le nelfinavir et ’HCQ, les deux résidus du
dyade catalytiqgue CYS145 et HIS41sont impliquées dans les différentes interactions (liaisons

hydrophobes et électrostatiques ainsi qu’une liaison H).

HIS
Aal

GLu”
AL6E

Interactions

- Conven tional Hydrogen Bond :l Alleyl
[ Pication [ Pi-Alky
[ Fisuifur

Figure 01 : Mode d’interaction 6LU7-imperatorine 2D, 3D.

HIS163

CYS145
LEU27
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I Unfavorable Donor-Donor [ Pi-sulfur
- Unfavorable Acceptor-Acceptor |:| Pi-Pi Stacked
|:| Pi-Cation |:| Alkyl

Figure 02 : Mode d’interaction 6LU7-nelfinavir 2D, 3D.
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Figure 03 : Mode d’interaction 6LU7-hespéridine 2D, 3D.
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Figure 05 : Mode d’interaction 6LU7-chloroquine 2D, 3D.
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Figure 06 : Mode d’interaction 6LU7-hydroxychloroquine 2D, 3D.

D’apres ces résultats, on remarque que :

- La majorité des ligands naturels étudiés ont présenté une affinité (un meilleur score) avec

M-pro plus importante que celle de la CQ et de I’HCQ sauf 1’angélicine et le Bergaptene.

L’acide ascorbique a une énergie d’interaction voisine de celle de la CQ.

- Laplus faible énergie d’interaction a été trouvée entre 1’hespéridine et I'enzyme M-Pro par

rapport a aux autres ligands.
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- L’hespéridine (naturel) et le remdesivir (Anti-HIV) possedent les meilleures affinités vis-
a-vis au récepteur M-Pro avec 1’établissement d’un nombre important de liaisons H (5 & 7)
par rapport aux autres inhibiteurs et en absence d’autres types d’interactions.

- Les autres ligands ont présenté en majorité de un a trois liaisons H et certaines interactions
de type hydrophobe ou électrostatique (de 1 a 3 au maximum).

- Malgré les valeurs importantes de 1’affinité de la naringénine et du a-tocopheérol, ces
composés ont établies des liaisons avec des résidus qui n’appartiennent pas au site actif
Donc on constate que :

- Nous pouvons classer 1’hespéridine comme le bon inhibiteur de lI'enzyme M-Pro par
rapport a I'ensemble des ligands étudiés.

- La stabilité de ces complexes inhibiteurs M-Pro est assurée par les liaisons H.

- La CQ et HCQ utilisées comme références nous a permis de prédire les bons inhibiteurs
naturels du récepteur M-Pro, en effet parmi les dix ligands naturels étudiés six ont présenté
une meilleure inhibition par rapport a celle de la CQ et ’HCQ.

Le pouvoir inhibiteur des autres ligands a été tres proche a celui de ces médicaments. Par
consequent ces composes sont des inhibiteurs promoteurs du COVID-19.
3.2 Interactions ACE2 :

3.2.1 Présentation du récepteur : Interface S-RBD :

Afin de mieux comprendre I'interaction entre HACE2 et SARS-CoV-2 S-RBD, Nous avons
d'abord analysé I'interface du complexe S-RBD et H-ACE2. Les résultats ont montré que l'interface
globale est arbitrée essentiellement par plusieurs interactions. Dans I'ensemble, 14 résidus de S-
RBD (Phe486, Asn487, Alad75, Glu484, Tyrd89, Leud55, GIn493, Tyrd53, Serd94, Tyrd49,
GIn498, Gly496, Gly446 et Asn501) ont été identifiés.

Le domaine RBD se lie a la protéine du récepteur ACE2 via ces résidus importants de
I’interface : Gly502, Gly496, Thr500, GIn498, Tyr449, Ala475, Asn487, lys417, Tyr489, Phe486,
Glu484, GIn493, Ser494, Leu455 et Phe486, dont la majorite appartiennent au domaine S-RBD.

Parmi ces résidus, Lys417, Tyr489 et Leu455 sont importants dans la liaison avec le récepteur
ACE2 [6].

50



Chapitre III : Résultats et Discussion
Tableau 05 : Résultats du docking 6LZG-Ligand.
. Affinite o Liaison Liaison
Inhibiteur Liaison hydrogéne ] _
(kcal/mol) hydrophobe électrostatique
10 TYR453, GLU406 LYS417 I
inqi GLU340, ASN450
naringine ; ’
g 9.4 ARG346 ALA348 i
hespéridine 9.1 ASP442, LEU441  LYS444, PRO499 I
bergamottine 7.2 ARG355 PROA426, PHE464 I
nelfinavir
GLN498, GLN493
-7.1 ASN501. GLY496 TYR505, TYR449 i
a-tocophérols
Vitamine E 7.1 GLY496 TYR505 1
Y 6.6 SER494 TYR449 i
naringenine
-6.5 i TYR505 i
Hydroxy-
chloroquine -6.5 GLY496 TYRA453 i
acide ascorbique _ ASP467, LYS458
q 6.4 GLU471 ARGA454 1 i
chloroquine
-6.3 I TYR505 i
g 6.3 ARGA54 LYS458, ARG457 GLUA471, ARG454
p 6.3 ARGA54 LYS458, ARG457 GLUA4T71, ASP467
bergaptene -5.9 SER399 ALA344, ALA348 i
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3.2.2 Etude des interactions de ’ACE2 (6LZG) :

Les modes d’interaction qui réagissent la formation de complexe 6L.ZG-Remdesivir (Figure
07) présentent cing liaisons : quatre liaisons hydrogenes avec les résidus GLY496, SER494,
TYR453, GLU406 et une liaison hydrophobe avec le résidu LYS417, avec une énergie

d’interaction égale a -10.0 kcal/mol.

L'analyse visuelle du complexe 6LZG-Nelfinavir (Figure 08) indique la présence des quatre
liaisons hydrogénes GLN498, GLN493, ASN501, GLY496 et deux liaisons hydrophobes
TYR505, TYR449, avec une énergie d’interaction égale a -7.1 kcal/mol.

L'analyse visuelle du complexe 6LZG- a-Tocophérol (Figure 09) indique la présence d’une
liaison hydrogéne avec GLY496 qui est un important résidu d’interaction et une liaison

hydrophobe avec le résidu TYR505, son énergie d’interaction est égale a -7.1 kcal/mol.

Le complexe 6LZG-Impératorine (Figure 10) est stabilisé par trois liaisons hydrogénes
GLN498, GLN496, SER494 et une liaison hydrophobe formé avec le résidu TYR449, avec une

énergie d’interaction égale a -6.6 kcal/mol.

Les quatre ligands (remdesivir, nelfinavir, a-tocophérol, impératorine) sont liés aux résidus

importants de S-RBD et de I’interface.

GLU
B:406

LyYs417

TYR
B453
L o TYR4S3

b4 B 4
~ H}J /

GLY -~

— L - e SER494 ) ‘
= \ \ i

U406

Interactions

:' van der Waals |:| Conven tional Hydrogen Bond
:' Attractive Charge |:| Alleyl

Figure 07 : Mode d’interaction 6LZG-remdesivir 2D, 3D.
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GLN493

Interactions
D van der Waals I: Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Unfavorable Donor-Donor |:] Pi-Alkyl
Figure 08 : Mode d’interaction 6LZG-nelfinavir 2D, 3D.
el
r\‘</‘\/, /‘ \O/ i I
§ o TYRECS
B:505
Interactions

|:] Pi-Donor Hydrogen Bond - Pi-Sigma

Figure 09 : Mode d’interaction 6LZG- a- tocophérol 2D, 3D.
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TYR SER434
ARG B:505
B:403
GLY
B:496 GLN
B.498
0'%’ -
TYR
B:449
SER
B:494
Interactions
[ venderwaas [_] P-oonor Hydrogen Bond - - GLMN49E
[ carbon Hydrogen Bond [ pioalkot e

Figure 10 : Mode d’interaction 6LZG-imperatorine 2D, 3D.

TYRS05

Interactions
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Figure 11 : Mode d’interaction 6LZG-chloroquine 2D, 3D.
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TYR

B:453 TYR453

GLY
B:496

Interactions

I:I Conventional Hydrogen Bond - Unfavarable Donar-Donor

D Carbon Hydrogen Bond D Fi-Alkyl

Figure 12 : Mode d’interaction 6L.ZG-hydroxychloroquine 2D, 3D.

D’apres les résultats de docking des inhibiteurs avec I’ACE2, on remarque que :

- Les inhibiteurs d’origine naturelle présentent des interactions de type hydrogéne ou
hydrophobe avec des résidus non impliqués a I’interface S-RBD a I’exception de
I’impératorine et le tocophérol. Contrairement aux médicaments, les Anti-HIV remdesivir
et nelfinavir ont établi des liaisons avec les acides aminés de 1’interface.

- Le meilleur score a été observe avec le médicament remdesivir.

- De point de vue énergétique, les ligands naturels ont présenté des valeurs supérieures ou
égales a celles de la CQ et ’'HCQ.

Donc, on peut constater que :

- L’anti- HIV remdesivir présente le meilleur pouvoir inhibiteur du récepteur ACE2 par
rapport aux autres ligands étudies.

- Malgré les valeurs de I’énergie trouvée avec les inhibiteurs naturels, les interactions mis

en jeu avec le récepteur ont été moins importantes.
Par comparaison des résultats de docking de la méme série des inhibiteurs d’origine naturelle et

quelques medicaments utilisés comme référence avec le M-pro et I’ACE2 (S-RBD), on constate
que :
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La meilleure affinité (-10 kcal/mol) a été obtenue avec le M-pro et un composé d’origine
naturel (hespéridine) tandis que I’ACE2 avec un medicament (remdesivir).

Ces deux inhibiteurs de différente nature présentent avec les deux récepteurs les plus
faibles énergies d’interaction.

Les inhibiteurs d’origine naturelle présentent une bonne affinité vis-a-vis a M-pro par

rapport celle avec I’ACE2.

Donc, on peut conclure que :

Le pouvoir inhibiteur de ces composés naturels étudiés avec le M-pro est plus important
qu’avec I’ACE2.

De point de vue énergétique la stabilité des complexes avec M-Pro est attribuée aux liaisons
hydrogénes. Tandis que les interactions hydrophobiques contribuent aussi a la stabilité des

complexes avec I’ACE2.

Cette série des molécules naturelles s’avérent des candidats prometteurs dans I’inhibition du

COVID-19.

4. Filtration par la regle de Lipinski et les propriétés ADMET :

4.1 Laregle de Lipinski :

Chaque médicament potentiel doit se conformer a plusieurs criteres de base, tel son faible

co(t de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des barémes associés a ses

propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, métabolisme, d’excrétion et de toxicité

(filtre ADME/Tox) [7] qui est basée sur la régle de 5 formulée par Lipinski et al [8]. Cette regle

décrit un ensemble de critéres, permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé par voie

orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D) [9].

Les conditions essentielles de la regle de 5 :

- PM : Le poids moléculaire du composeé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da).

- LogP : Le coefficient de partition doit étre < 5.

-nOH, NH : Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre < 5.

-nO, N : Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre < 10.
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Tableau 06 : Critéres de la regle de Lipinski pour les différents inhibiteurs.

Masse
Composé A
moléculaire
hespéridine 624
naringine 580
remdesivir 602
bergamottine 338
a-tocophérols
416
impératorine 270
nelfinavir 567
naringénine 272
hydroxychloroquine 335.50
psoralene 186
acide ascorbique
176
chloroquine
319.50
angélicine 186
bergaptene
P 216

Log p

-0.853601
-1.165200
2.312181
5.436500

8.531844

3.709998

4.747620

2.509899
3.011079
2.365000

-1.407400

4.038679
2.365000

2.373600

Donneur d’H  Accepteur d’H

(OH et NH) (O et N)
7 15
8 14
5 13
0 4
1 2
0 4
4 7
3 5
2 4
0 3
4 6
1 3
0 3
0 4

nviolation

N W W

o O o

On peut avoir a travers le (Tableau 06) que tous les ligands ont des nombres accepteurs

d'hydrogéne inferieurs a 10 et nombres donneurs d'hydrogene inferieurs a 5 a I'exception les

ligands hespéridine et naringine ont des nombres donneurs d'hydrogéne supérieurs a 5 et des

nombres accepteurs d'hydrogene supérieurs a 10. En plus du remdesivir qui possede un nombre

accepteur de H égale a 13(> a 10).

Le poids moléculaire de tous les ligands sont inférieurs a 500 Da, ainsi ils peuvent facilement

passer a travers la membrane cellulaire, sauf les ligands (hespéridine, naringine, remdesivir et

nelfinavir) est supérieur a 500 Da. Le poids de I’hespéridine et le remdesivir dépasse le 600 Da.
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Tous les ligands ayant les valeurs de la Mi logP inférieure a 5 (Tableau 06). Donc ils ont
une bonne solubilité dans I'eau, une meilleure tolérance gastrique et une élimination efficace par
les reins et une bonne perméabilité a travers la membrane cellulaire, & I'exception le ligand a-
tocophérol la valeur de la Mi logP est supérieure a 5 tandis que la valeur de la lipophile de la
bergamonttine dépasse légerement 5 (5.43).

Ensuite, quand la valeur de nombre de violations est égale n=1 ou n<0 signifie les ligands
facilement lier au récepteur.

Les résultats de calcul qui se représente dans le (Tableau 06) montrent que la plupart des
composés (les coumarines et les vitamines) sauf les deux flavonoides (hespéridine et naringine)
sont en accord avec la régle de Lipinski, ce qui suggére que ces composés théoriqguement n'auraient
pas des problémes avec la biodisponibilité orale.

4.2 Prédiction ADMET (absorption, distribution, métabolisme, I'excrétion, et de
toxicité) :

Les propriétes d ADME/Tox (absorption, Distribution, métabolisme, excrétion/toxicologie)
des composés principaux ont été calculées utilisant le serveur en ligne PreADMET
(https://preadmet.omdrc.kr/). Ce serveur calcule les propriétés pharmacocinétiques comme :
Humain Absorption intestinale (HIA), perméabilité a cellules, Caco-2 in vitro (PCaC02),
perméabilité a cellules de Maden Darby rein rénal (PMDCK)), perméabilité (PSkin), attache de
protéine de plasma (PPB) et la pénétration de I'hnématoméningé [10] ont été résumees dans le

tableau suivant :
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Tableau 07 : Résultats des propriétés d’absorption, Distribution des ligands.

ligands

hespéridine
naringine
remdesivir
bergamottine

a-tocophérol

impératorine

nelfinavir

naringenine

hydroxychloroquine
psoraléne
acide ascorbique

chloroquine

angélicine

bergaptene

HIA (%)

9.882858
11.746560
53.505979

97.399831

97.832442

97.728639

92.670060

87.318069

94.660945
98.428940

33.157259

98.056241

98.428940

98.168303

Absorption

Caco-2 cell

(nm sec-1)

5.92162

7.89381

3.26479

49.822

29.1191

56.1038

40.1713

10.5211

46.0839

37.7452

2.48366

56.6153

37.7453

43.4713

59

MDCK

0.0815451

0.0517257

0.0467603

0.128808

38.9051*

228.711

0.0434229

44.6354

45.1085

67.4677

0.881902

0.297955

58.147

52.9196

Distribution
Perméabilité
BBB
de la peau
-4.62024 0.0300337
-4.54485 0.0303767
-2.67127* 0.0456445
-2.4985 0.362074
-0.515999* 19.9021*
-3.16911 2.70543
-2.58996 1.63507
-4.18021 0.59697
-3.08546 2.28794
-3.51965 2.37135
-5.14959 0.11727
-2.53546 7.73354
-3.5272 2.37135
-3.70772 2.07653
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Pour prévoir les paramétres d'absorption et de distribution. Le parametre des cellules Caco-
2 employé pour déterminer la permeabilité du composeé, des parametres des cellules Caco-2 ont
été étendus 4-70 nm/sec comprenant perméabilité moyenne, I'absorption intestinale humaine
(HIA) peut prévoir les pour cent d'absorption l'intestin humain (% de HIA) et I'attache de protéine
de plasma (%PPB) est employé pour déterminer la valeur d'une drogue est disponible lié pour la
diffusion ou le transport a travers les cellules de membrane et % de valeur de PPB moins de 90%
y compris le produit chimique faiblement lié [10].

A travers ces informations et valeurs de (Tableau 07) donc tous les ligands ont des meilleurs
scores d'absorption intestinale humaine (HIA) a I’exception de la naringine et hespéridine. Une
plus grande valeur de HIA indique le composeé pourrait étre mieux absorbé de la région intestinale
sur I'administration par voie orale, ensuite les valeurs Caco-2 s'accordé avec les valeurs obtenues
(valeur entre 4 et 70 nm/sec). Ainsi, il est a noté que tous les ligands ont montré une moyenne
perméabilité sauf I’hespéridine et le remdesivir.

Pour les valeurs de BBB (CBrain/CBlood), les composés qui ont des valeurs plus grandes
que 1 (CBrain/CBlood> 1) sont considérés actifs dans le CNS peut causer des effets collatéraux et
des composés ayant des valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1) sont classifiés comme inactifs
dans le CNS.

Par conséquent les ligands, impératorine, nelfinavir, psoralene, HCQ, CQ, angélicine et
bergaptene ont présenté plus hautes valeurs que 1 (CBrain/CBlood>1), étant considerés actifs et
peuvent causer des effets collatéraux, la valeur la plus élevée a été observée chez le a-tocophérol.
Les ligands hespéridine, naringine, remdesivir, acide ascorbique et naringénine ayant des

valeurs moins de 1 (CBrain/CBlood<1) étant considérés inactifs dans le CNS.
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Tableau 08 : Résultats des propriétés de métabolisme des ligands.

Métabolisme
Cyp-
ligands 2C10. Cyp-2C9- Cyp-2D6- Cyp-2D6- Cyp-3A4- Cyp-3A4-
i hibition inhibition  inhibition  substrat inhibition substrat
hespéridine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
naringine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
remdesivir Non Non Non Non Inhibiteur Faiblement
bergamottine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Substrat
a-tocophérol Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Substrat
impératorine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
nelfinavir Non Inhibiteur Inhibiteur  Non Inhibiteur Substrat
naringenine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Non
hydroxychloroquine Non Non Inhibiteur = Substrat Non Substrat
psoralene Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Non
acide ascorbique  Non Inhibiteur Non Non Inhibiteur Faiblement
chloroquine Non Non Inhibiteur  Substrat Non Substrat
angélicine Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Non
bergaptene Inhibiteur  Inhibiteur Non Non Inhibiteur Non

Les résultats ont montré que tous les composés n'étaient pas des inhibiteurs du CYP2D6 et
non substrats pour tous les paramétres cinétiques sauf le nelfinavir (inhibiteur), la CQ et PHCQ
(Inhibiteurs et substrats) (Tableau 08).

Cependant, il a également été noté que tous les ligands inhibaient I'enzyme CYP3A4
(Tableau 08). Tandis que la CQ et PHCQ étaient non-inhibiteurs aux CYP3A4. Les dérivés
nelfinavir, bergamonttine et a-tocophérol ainsi que la CQ et ’'HCQ étaient des substrats au
CYP3A4. Cela s'explique par le fait qu'en raison de la complexité des interactions modulatrices
avec le cytochrome Psso 3A4 qui les faire fonctionner comme des combinaisons de substrat et
d'inhibiteur.
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Tableau 09 : Résultats des propriétés de Toxicité des ligands.

Toxiciteé
_ Mutagenicité Cancerogenicite HERG
Ligands .
(Ames test) Mouse Rat inhibition
hespéridine Non-mutagéne Négative Négative Risque élevé
naringine Non-mutagéne Négative Négative Risque éelevé
remdesivir Non-mutagéne Positive Négative ambigu
bergamottine Mutagéne Positive Négative Risque moyen
a-tocophérol . o o ) _
Non-mutagéne Négative Négative Faible risque
impératorine Mutagéne Négative Négative Risque moyen
nelfinavir Non-mutagéne Négative Négative ambigu
. . o Positive )
naringénine mutagene Négative Risque moyen
hydroxychloroquine mutagéne Négative Négative Risque moyen
psoralene mutagéne Négative Positive Risque moyen
acide ascorbique mutagéne Négative Négative Faible risque
chloroquine . o Positive )
mutagene Négative Risque moyen
angélicine mutagene Négative Positive Risque moyen
bergaptene mutagene Négative Positive Risque moyen

62



Chapitre III : Résultats et Discussion

Le test de toxicité AMES est employé pour savoir si un composé est mutagene, la majorité
des ligands de test affichés sont mutagene sauf I’hespéridine, naringine, remdesivir, o-
preuves d'activité cancérogene tandis que le positif signifie que le composé examiné ne montre
pas cancérogene activité. De plus, I'inhibition du HERG pour les ligands (a-tocophérol et acide
ascorbique) présente un faible risque -(low-risque).

D’aprés les résultats d’ADMET, on constate que les propriétés biologiques et
pharmacologiques des ligands appartenant en majorité a la famille des furanocoumarines en plus
de la naringénine qui est un flavonoide et les vitamines E et C sont meilleures que celles des deux

autres flavonoides I’hespéridine et le naringine.

On peut conclure que les propriétés biologiques et pharmacologiques des ligands naturels
sont plausibles, leurs permettre d’avoir une biodisponibilité acceptable et par conséquent d’étre

des candidats prometteurs dans la lutte contre le COVID-19.
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Chapitre III : Résultats et Discussion
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Conclusion générale

Afin de lutter contre le COVID-19, les chercheurs ont réalisé de nombreuses expériences,
notamment en essayant d’inhiber I’enzyme de conversion de l'angiotensine-2 (ACE2), un
récepteur qui facilite 1'entrée du virus dans les cellules de 1’hote, ainsi que I’inhibition des

protéases essentielles au cycle de vie du virus, par des médicaments et des composes naturels.

Dans ce travail, nous avons donc étudié par docking moléculaire I’inhibition de COVID-19
par quelques composés naturels, dont le principal objectif est la recherche de nouvelles

molécules susceptibles d’inhiber ce virus.

Afin d’atteindre ce but, nous avons réalisé le docking de deux récepteurs du SARS-CoV, la
protéase M-pro (6LU7) et I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 ACE2 (6LZG) avec une
série de flavonoides et des coumarines en comparaison avec quelques médicaments en
I’occurrence la CQ et ’HCQ.

L’étude de leurs interactions avec ces enzymes (ACE2 et M-Pro), suivie par une filtration en

utilisant la régle de Lipinski et les propriétés ADMET s’avérée incontournable.

Le docking moléculaire a été réalisée par Auto Dock Vina, un logiciel d’amarrage
moléculaire tres répondu et connu par sa fiabilité et sa performance. Le logiciel Discovery
Studio nous a permis la visualisation de ces interactions. Les ligands ont été classés sur la base
de leurs affinités.

Les résultats de Docking ont montré que le pouvoir inhibiteur des composés naturels étudiés

avec le M-pro est plus important qu’avec I’ACE2.

De point de vue énergétique la stabilité des complexes avec M-pro est attribuée aux liaisons
hydrogénes. Tandis que les interactions hydrophobiques contribuent aussi a la stabilité des

complexes avec I’ACE2.

D’apres les résultats d”ADMET, on peut conclure que la majorité des ligands naturels étudiés
possédent des propriétés biologiques et pharmacologiques intéressantes, leurs permettre

d’avoir une meilleure biodisponibilité.

Par conséquent, ces molécules naturelles s'averent des candidats prometteurs dans
I’inhibition de COVID-19.
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