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Résumé

L'ACE2 est une protéine clé dans la physiologie du COVID-19, permet au virus Sars-CoV-2
de pénétrer dans les cellules hotes ou la réplication du virus a lieu. L'inhibition de I'ACE2

peut empécher la fixation du virus et ainsi limiter I'infection virale.

Le but de notre étude est 1’évaluation in-silico de l'activité biologique de trois dérivés, a base
de sulfonamide contenant le motif pyridine-triazole (LO, L1, L2), en tant qu'inhibiteurs
potentiels de I'ACE2. Cette approche nous permet de développer in-silico de nouveaux
inhibiteurs potentiellement efficaces contre l'infection par le COVID-19. A cet effet, nous
utilisons le programme d’Autodock4.2 pour évaluer la meilleure position pour chaque ligand

dans le site catalytique de I'enzyme ACE2.

Les résultats préliminaires montrent que les trois dérivés sulfonamides LO, L1 et L2 sont bien
places dans le site actif de I'enzyme ACE2. Cependant, L2 présente des valeurs d'énergie
d’interaction (AG=-9,34 kcal/mol) et de constante d'inhibition (Ki=141 nM) plus faibles,
indiquant une affinité ligand-récepteur plus elevée. En consequence, le ligand L2 devrait étre
plus stable et nécessite une investigation plus approfondie. En bref, les inhibiteurs a base de

sulfonamide pourraient étre des agents thérapeutiques potentiels vis a vis le Sars-CoV-2

Mots clés : ACE2, Sars-CoV-2, Sulfonamide, Docking Moléeculaire.



Abstract

ACE?2 is a key protein in the physiology of COVID-19 and allows the Sars-CoV-2 to enter
host cells where virus replication takes place. ACE2 inhibition can prevent virus attachment

and thus limit viral infection.

The aim of our study is the in-silico evaluation of the biological activity of three
sulfonamide-based derivatives containing the pyridine-triazole motif (LO, L1, and L2) as
potential ACE2 inhibitors. This approach allows us to develop in-silico new inhibitors
potentially effective against COVID-19 infection. For this purpose, we use the Autodock4.2
program to evaluate the best position for each ligand in the catalytic site of the ACE2

enzyme.

The preliminary results show that the three sulfonamide derivatives LO, L1, and L2 are well
placed in the active site of the ACE2 enzyme. However, L2 exhibits lower values of
interaction energy (AG=-9.34 kcal/mol) and inhibition constant (Ki=141 nM), indicating
higher ligand-receptor affinity. Accordingly, the L2 ligand should be more stable and
requires further investigation. In short, sulfonamide-based inhibitors could be potential

therapeutic agents against Sars-CoV-2.

Key words: ACE2, Sqrs-CoV-2, Sulfonamide, Molecular Docking.
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Introduction générale

Le COVID-19 est causée par un virus appelé Sars-CoV-2. Il affecte principalement le
systeme respiratoire; Cependant, il peut également affecter différents systémes du corps [1].
Ce virus se sert d’un récepteur présent a la surface des cellules pour entrer dans celles-ci et les
infecter. Ce récepteur s’appelle ’enzyme de conversion de 1’angiotensine 11 (ACE2). Une fois
rendue a intérieur de la cellule cible, le Sars-CoV-2 interagit avec des enzymes cellulaires afin

de causer 'infection.

Or, PACE2 est impliqué dans la régulation de certaines fonctions cardiovasculaires,
pulmonaires et rénales. Il est notamment situé au cceur d’un mécanisme de régulation de la

pression artérielle, le systeme rénine/angiotensine/aldostérone (SRAA).

Récemment, des efforts considérables ont été faits (en utilisant le docking moléculaire)
pour développer de nouveaux inhibiteurs pouvant entraver la fixation du Sars-CoV-2 aux
récepteurs transmembranaires ACE2. Cela peut empécher la pénétration du virus et ainsi

limiter la réplication virale [2].

Les sulfonamides et leurs dérivés occupent une place importante en biologie et en
médecine. Le premier médicament antibactérien sur le marché était un composé a base de
sulfonamide appelé Prontosil [3]. Bien que les sulfonamides soient généralement utilisés dans
le traitement des infections bactériennes, ils ont été utilisés dans de nombreux domaines tels

que le cancer, la maladie d’alzheimer et la lutte contre le VIH [4,5].

Dans une étude récente, une série de molécules a base de sulfonamide contenant le
motif pyridine-triazole (LO, L1, L2) ont été utilisées comme inhibiteurs puissants de
I'anhydrase carbonique humaine (hCA) [6]. Il convient de noté que les deux enzymes, hCA et
ACE2, appartiennent a la méme famille de métalloenzymes qui possedent des sites
catalytiques similaires (Zn?*). Cette analogie donne une indication que ces dérivés

sulfonamides pourraient étre de puissants inhibiteurs contre I'ACE2.

A cette fin, nous nous intéressons & comprendre les mécanismes d'action des composés
sulfonamides dans le site actif de 'ACE2, en utilisant des méthodes de docking moléculaire.
Le docking moléculaire des complexes protéine-inhibiteurs joue un réle important dans la
compréhension du mécanisme d'inhibition ainsi que dans la découverte de nouveaux agents

thérapeutiques contre le Sars-CoV-2.



Notre travail se divise principalement en deux parties :

Partie bibliographie comprend les concepts généraux sur 1’ACE2, son association avec le
Sars-CoV-2, ses mécanismes d’inhibition, et I’activité biologique des sulfonamides. Nous
avons également vue les méthodes théoriques permettant 1’étude de docking moléculaire et les

interactions intermoléculaires inhibiteur—protéine

Partie computationnelle est dédiée a la description de la méthodologie de docking utilisée

ainsi que les résultats et discussions.
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CHAPITRE | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : L’enzyme de conversion de I’angiotensine 2 (ACE2)

1.1. Définition

L’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2, ou ACE2 (de l'anglais Angiotensin
Converting Enzyme 2), est une mono carboxypeptidase liée a la membrane plasmatique des
cellules humaines et exprimée principalement dans les cellules cardiaques, intestinales,

rénales et pulmonaires alvéolaires [1].

L'ACE2 est impliqué dans la régulation de certaines fonctions cardiovasculaires,
pulmonaires et rénales. Il est notamment situé au ceeur d’un mécanisme de régulation de la
pression artérielle, le systéeme rénine/angiotensine/aldostérone (SRAA). Il conduit a la
production de I’angiotensine 1-7, qui exerce des fonctions opposées a I’angiotensine II
(produite quant a elle par une autre enzyme, I’ACE) : la premiére favorise notamment la
dilatation des petits vaisseaux (vasodilatation) tandis que la seconde est plutot
vasoconstrictrice. Ces deux molécules interagissent au sein d’une « balance »
physiologiquement équilibrée, mais qui peut pencher d’un c6té ou de l'autre dans des
conditions pathologiques. Lorsque le virus interagit avec ce récepteur, la balance entre

vasoconstriction et vasodilatation serait modifiée (figure 1) [2].

angiotensine 1-7 angiotensine I

Figure 1: Balance entre vasoconstriction et vasodilatation. [3]

1.2. Répartition

En 2003-2004, des chercheurs ont essayé de comprendre comment un virus apparenté,
soit le SRAS-CoV (cause du syndrome respiratoire aigu sévere), réussissait a entrer dans les

cellules. lls ont trouvé que le SRAS-CoV se servait lui aussi de I’ACE2.



L’ACE2 se trouve a la surface de nombreuses sortes de cellules dans différentes parties
de I'organisme, y compris les parties suivantes que nous avons regroupées parce qu’elles
accomplissent des fonctions apparentées : bouche, nez, gorge et poumons ; estomac et tissus
intestinaux, y compris le cOlon ; moelle osseuse, ganglions lymphatiques, rate et thymus ;
foie ; cerveau ; cellules tapissant les parois des artéres, cceur ; testicules. Méme si I’ACE2 se
trouve & la surface de nombreuses cellules de 1’organisme, la recherche a permis de constater
des taux particuliecrement ¢élevés d’ACE2 sur les tissus des poumons, du systeme
cardiovasculaire, des intestins et des reins. En théorie, ces taux élevés d’ACE2 rendent ces

tissus plus vulnérables a I’infection et aux dommages causés par le Sars-CoV-2 [1].

1.3. Le réle

Le role normal de I’ACE2 consiste a convertir 1’hormone angiotensine II en
angiotensine. Cette conversion de I’angiotensine Il aide a réduire le resserrement des
vaisseaux sanguins et incite les reins a extraire du sodium du sang afin de réduire la tension
artériclle. L’ ACE2 joue donc un role protecteur pour le systéeme cardiovasculaire et les reins.
L’ACE2 posséde d’autres qualités protectrices aussi, notamment ses effets anti-
inflammatoires et, vraisesmblablement, la capacité de réduire le risque de caillots sanguins
excessifs. De plus, c'est une cible médicamenteuse importante pour le traitement des maladies
pulmonaires, de l'insuffisance cardiaque, de I'hypertension, des maladies rénales et du diabete
[4-5].

1.4. Structure

Le géne de I'enzyme de conversion de Il'angiotensine 2 (ACE2) est localisé sur le

chromosome X (p22.2) humain (Figure 2) [6].
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Figure 2: Vue génomique pour le géne ACE2 [7].




La structure secondaire de 'ACE2 contient 20 hélices o et 9 hélices 310 qui totalisent
environ 62 % de la structure. Elle contient également 6 feuillets B qui totalisent 3,5 %

supplémentaires.

La région extracellulaire de I'ACE2 révéle deux sous-domaines principaux, dans
lesquels une grande fente de site actif s'est formée entre eux avec des tailles de 40 A de
longueur, 15 A de largeur et 25 A de profondeur [8]. Le petit sous-domaine | comprend le
site catalytique contenant du zinc et I'extrémité N-terminale, y compris les résidus de 19 a
102, 290 a 397 et 417 a 430.

o Le plus grand sous-domaine Il contenant I'extrémité C-terminale et se compose des
acides aminés 103 a 289, 398 a 416 et 431 a 615.

o La région de liaison au zinc est située pres du fond et plus précisément sur le premier
sous-domaine et a proximité des acides aminés catalytiques de sous domaine Il. Le
cation de zinc (Zn?*), qui intervient comme cofacteur dans le site actif de I'enzyme, est
coordonné aux résidus His®"*, His®'8, Glu*®? et & une molécule d'eau H,O (a I'état natif).
Ces résidus forment la séquence HEXXH + E, ou H = histidine, E = glutamate et X =

acide aminé indéterminé ; ce motif est conservé dans les métallopeptidases a zinc (Figure

3) [8].

Figure 3: (Gauche) Structure de ’ACE2 humaine montrant les sous domaines | en rouge et Il en
bleu [8]. (Droite) Site actif de ’ACE2 humain, ou le zinc est coordonné a trois résidus His374,
His378, Glu402 et une molécule d’eau [9]




Le cOté extérieur de sous-domaine | permet aux principaux résidus d'hélice N-terminal
(Glutamine 24, Aspartate 30, Glutamate 35, Glutamate 37, Aspartate 38, Tyrosine 41,
Glutamine 42, Tyrosine 83, Glutamine 325, Glutamate 329, Asparagine 330, Lysine 353, and
Arginine 393) détre impliqués dans des interactions de type hydrogene/ionique avec le
domaine de liaison au récepteur (RBD : receptor-binding domain) de la glycoprotéine de
surface du Sars-CoV-2 (également appelée protéine S, Spike ou spicule) ( voir la figure 5

dans le paragraphe 1.6) .

1.5. ACE2, un récepteur du Sars-CoV-2

Le Sars-CoV-2 est un virus a ARN (simple brin, polarité positive), avec un génome protégé
par une enveloppe. Sur cette enveloppe, on retrouve plusieurs protéines de structure: les
protéines membranaires (M), d’enveloppe (E) et Spike (S) qui lui donnent I’aspect de
couronne (figure 4) [10,11].
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Figure 4: Structure du virion du SRAS-CoV [10].

Une fois que le Sars-CoV-2 a infecté une cellule, il réussit d’une maniére ou d’une
autre a inciter la cellule a réduire I’expression de I’ACE2 a sa surface. L'infection des cellules
du systéeme organique réduit I'expression de 'ACE2 et, par conséquent, les niveaux d'ACE2

ne seront pas suffisants pour protéger les cellules des dommages inflammatoires [11].



Concernant I’infection des tissus pulmonaires par le Sars-CoV-2, les chercheurs
estiment que la réduction subséquente de 1’expression de I’ACE2 pourrait accroitre le risque

de Iésions pulmonaires causées par I’infection par ce virus et/ou des bactéries.

1.6. Mécanisme de I'infection par Sars-CoV-2

Les virus Sars-CoV-1 et Sars-CoV-2 se lie au méme récepteur ACE2, localisé sur la
membrane des cellules hotes [12]. Cependant, I’affinité de liaison entre ACE2 et Sars-CoV-2
est prés de 10 a 20 fois plus forte qu’entre ACE2 et Sars-CoV-1 [13]. L’entrée du virus
débute avec la liaison de la glycoprotéine de surface S (Spike) du SARS-CoV-2 au récepteur
ACE?2 [14]. Cette protéine S est constituée de deux sous-unités (S1 et S2), qui ont chacune un
role bien précis dans I’entrée du virus. La sous-unité S1 contient le domaine de liaison au
récepteur, noté RBD (pour receptor-binding domain), susceptible de se lier directement aux

résidus d'hélice N-terminal du récepteur ACE2 de la cellule héte (figure 5).

Human ACE2

Figure 5: Représentation de l'interaction entre I'ACE2 humaine (représentée en
vert) et le motif de liaison au récepteur (RBM, en rouge) du domaine de liaison au
récepteur (RBD, couleur cyan) de la glycoprotéine S du SARS-CoV-2 [15]




Cette liaison provoque des changements conformationnels dans la sous-unité S2 qui
facilitent la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule hote. La
protéine TMPRSS2 (en anglais : Transmembrane Serine Protease 2) [14,16] est également
présente a la surface de la cellule hote. Elle est nécessaire pour cliver et activer la protéine
Spike (qui présente deux conformations : ouverte et fermée), permettant ainsi la fusion des

membranes de la cellule hote et du virus (figure 6) [17].
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Figure 6: Mécanisme d’entrée virale du Sars-CoV-2 dans la cellule hote [18].

1.7. Inhibition de PACE2

Les inhibiteurs de I'ACE2 sont des molécules capables de se lier au site actif du
récepteur ACE2, conduisant a la formation d'un complexe protéine-ligand qui empéche le

virus de se fixer ou/et de pénétrer la surface cellulaire.

En 2004, le groupe de recherche de Paul Towler [8] a développé un inhibiteur (MLN-
4760) puissant et sélectif de I'enzyme ACE2 (ICso < 1 nM), qui forme des interactions

orientées et fortes avec les atomes constituant le site actif du récepteur I’ACE2.

D’apres les données cristallographiques, lorsque l'inhibiteur MLN-4760 se lie au site

actif de I'ACE2, la grande fente se referme autour de I'inhibiteur, provoquant la contraction
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des deux sous-domaines | et Il vers lintérieur. Ainsi, les résidus polaires d'ACE2
responsables de la liaison avec le domaine de liaison au récepteur (RBD), de la glycoprotéine
(S) du Sars-CoV-2, subissent également une déviation spatiale relative de 6 A a4 9 A (figure
7). Ces changements conformationnels significatifs obstruent raisonnablement I'attachement

viral aux surfaces des cellules réceptrices.

Domaine |

FIRI -y
o L [
W‘Q‘}{; LU ;:
an § < N
‘z,ﬁ}‘ Pl
a
iz 18,
{‘ G

Figure 7: (A gauche) : Représentation filaire de I'alignement de I'ACE2 humain dans son état
sans inhibiteur (en bleu clair ; PDB : 1R42) sur |'état lié a I'inhibiteur MLN-4760 (en marron
clair ; PDB : 1R4L). Les ions catalytiques Zn?* sont représentés par des sphéres bleu-gris et
les ions Cl sont représentés par des sphéres vert citron. MLN-4760 est représenté sous
forme de tiges d'argent. (Droite) : Déplacement spatial des résidus, de I'ACE2 natif (en bleu
clair), responsable de la liaison au Sars-CoV-2, et ceux de I'ACE2 liés a l'inhibiteur (en;
marron). Les distances des déplacements sont représentées par des pointillés jaunes et
mesurées en A [19].

La position de Il'inhibiteur naturel MLN-4760 a l'intérieur de la cavité ACE2 nous
permet d'explorer les interactions établies entre cet inhibiteur et le site actif contenant du zinc.
Comme le montre la figure 8, les deux sous-domaines de I'ACE2 sont impliqués dans des
interactions avec l'inhibiteur MLN-4760. L'analyser de profil de liaison inhibiteur-protéine a
révélé que les acides aminés essentiels impliqués dans les interactions hydrogéne avec
I'inhibiteur MLN-4760 sont Arg?”3, His**, Pro3#, GIu3", His®® et Tyr®!5 ; ils sont essentiels

pour identifier le site actif en raison de leur role central dans les données expérimentales.

De plus, le groupe carboxyl-terminal (-COOH) de l'inhibiteur MLN-4760 est lié a

I'ion Zn?* de maniére bidentée par les atomes d'oxygénes du groupement carboxylique. Il
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convient de noter que les inhibiteurs les plus courants qui ciblent les métallo-enzymes
(dépendantes du zinc) comprennent les phosphonates (R-PO(OR?)(OR?)), les phosphates (-
OPO(OH).), I'nydroxamate (-CO-NH(OH)), les carboxylates (-COOH) et sulfonamide (-
SO2NH>) [20] Ces fonctions, appelées groupes de liaison au zinc (ZBG) (en anglais: zinc-
binding groups), sont connues pour leur capacité a se coordonner avec le zinc (site actif) via
un hétéroatome (O, N ou S) en remplacant la molécule d'eau attachée dans la protéine ACE2
libre [20].
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Figure 8: Représentation schématique des interactions de l'inhibiteur MLN-4760 au site
actif de I'ACE2. Le MLN-4760 est représenté en noir. Les résidus dérivés du sous-domaine |
sont en rouges et les résidus dérivés du sous-domaine Il sont en bleus. Les distances sont
mesurées en angstroms [8].

Les substituants d’inhibiteur MLN-4760 couvrent presque tout le domaine actif, donc
son meécanisme de reconnaissance devrait représenter un modéle canonique pour les autres
inhibiteurs-ACE2. Sur la base de ce mécanisme, plusieurs composés pharmacologiquement

actifs ont été criblés [21].

Le MLN-4760 a été testé sur des patients de colite ulcéreuse (qui est liée a la
surexpression de I'ACE2) dans un essai clinique entre 2009 et 2011, mais le développement
de ce médicament a été abandonné, en raison de préoccupations concernant la toxicité
(disponible sur https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01039597).
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Chapitre Il : Les composés sulfonamides

11.1. Activité pharmacologique et thérapeutique

Les études de relation structure-activité des composes soufrés ont permis de mettre en
¢vidence I’importance de la chimie de soufre qui est devenue un sujet trés étudié a I’heure
actuelle. Parmi les composés qui contiennent le motif sulfonyle, on trouve les sulfonamides
[22-25].

L’introduction de sulfonamides en médecine clinique dans les années trente a marqué
le début de la chimiothérapie. Ces composes représentent une classe considérable de
médicaments et présentent un large spectre d’activité biologique [26-28]. Ils sont
fréquemment employés en tant que :

o Agents diurétiques et hypoglycémiques [29],
o Inhibiteurs d’anhydres carbonique [30],

o Agents anti-bactériens [31],

o Anti-thyroides [32],

o Anti-tumoraux [33]

o Anti-cancéreux [34,35].

D’autres activités aux derivés sulfonamides sont également a signaler comme des agents

herbicides [36] et antifongiques pour leurs potentielles applications agricoles [37].

Selon leur mode d’action, ils sont regroupés en plusieurs classes de médicaments utilisés en
clinique. On peut citer (figure 9) :

o L’Acétazolamide AAZ (1) (antiglaucome systématique un inhibiteur d’AC) [38] ;

o Le Dorzolamide DZA (2) (anti-glaucome locale) [39] ;

o Le Célécoxib (3) (anti-inflammatoire) [40] ;

o Le Sildenafil (4) (anti-impotence) [41] ;

o Le Zonisamide (5) (antiépileptique) [42] ;

o L’Indisulma (6) (anti-cancéreux) [43] ;

o Le Bendrofluméthiazide (7) (pour traiter I’hypertension artérielle) [44] ;

o Le Tolbutamide (8) (antidiabétique) [45] ;

o Le Furosemide (9) [46] ;

o L’Amprenavir (10) (anti-VIH) [43] ;

o La méthazolamide (11) et la dichlorphénamide (12) (anti-tumeurs) [47,48].
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Figure 9: Structures des composés pharmaceutiques contenant le motif sulfonamide [49]

Le premier sulfonamide antibactérien disponible dans le commerce était sous le nom
commercial Prontosil (figure 10), qui est une prodrogue [50]. 1l a été découvert en 1932 par
une équipe de recherche des laboratoires Bayer du conglomeérat IG Farben en Allemagne. 1l a
un effet relativement large contre les cocci a gram positif, mais pas contre les entérobactéries.

La découverte et le développement de ce médicament sulfonamide ont ouvert une nouvelle
ere en médecine [51].

H-N
O N NH-
o3

Figure 10: La structure de Prontosil [50].
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I1.2. Mécanisme d’inhibition des métalloenzymes

Généralement, les sulfonamides aromatiques/hétérocycliques sont les types les plus
étudiés d'inhibiteurs organiques des métalloenzymes a zinc, tels que I'anhydrase carbonique.
Récemment, des études de cristallographie par rayons X ont permis de comprendre le mode
d’action des sulfonamides [52].

Comme le montre la figure 11, I’atome d’azote du groupement sulfonamide (-SO2NH3)
se lie de maniére tétraédrique a I’ion Zn?* de 1’enzyme et se substitue a ’ion OH™. Cette
liaison peut étre stabilisée par des liaisons hydrogéne avec les résidus Thri® et Glu!®® qui
permettent d’ancrer I’inhibiteur au cofacteur métallique. Les parties aromatiques ou
hétérocycliques des sulfonamides (R sur la figure 11) peuvent, selon leur nature, interagir par
des liaisons de Van Der Waals avec les zones hydrophiles ou hydrophobes de la poche
contenant le site actif. Les différents types d’interactions qu’une molécule est capable

d’effectuer sont en relation directe avec son affinité et son pouvoir inhibiteur [52].

Thrygg /
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Figure 11: Coordination de sulfonamide au zinc dans le site actif d’AC [53].

11.3. Composés sulfonamides contenant le motif pyridine-triazole

Gréace a leurs caractéristiques structurales et électroniques intéressantes, les groupes
pyridine-triazoles, qui sont formés au cours de la réaction de la chimie click, ont été

considérés comme des unités de coordination. Pour cela, des efforts cruciaux sont faits pour
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tirer avantage des propriétés intéressantes des hétérocycles [54]. La présence de deux atomes
d'azote hybridés en sp? (avec des paires d'électrons libres accessibles) au sein de l'unité 1,2,3-
triazole signifie qu'ils sont potentiellement capables de coordonner les ions métalliques des
metalloenzyme. Cette propriété a conduit & une croissance d'intérét vers les composés

sulfonamides contenant des motifs 1,2,3-triazoles.

Dans une étude récente, trois dérives 2-pyridyl-1,2,3-triazole contenant des
pharmacophores sulfonamides substitués (2a-c) ont été développés en tant qu'inhibiteurs
puissants de I'anhydrase carbonique humaine (hCA) [49]. La conception de ces molécules
consiste a réaliser la synthése en deux étapes simple et rapide, c’est la Chimie Click (figure
12). 11 s’agit de synthétiser respectivement : (i) des blocs azotures via substitution de dérivés
arylsulfonamides par I’azoture de sodium. (ii) on réalise la cycloaddition 1,3-dipolaire enter
les azotures et I’éthynylpyridine commercial. La réaction Click se fait dans les conditions
standards de la réaction CUAAC (cycloaddition alcyne-azide catalysée par le cuivre) mise au
point par Sharpless [55], c’est-a-dire dans un solvant acétonitrile, & température de 45 °C,
avec un catalyseur a base de cuivre préparé in situ par réduction du Cu(ll) en Cu(l) par

I’ascorbate de sodium.
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Figure 12: Synthéses des ligands hétérocycliques a motif pyridine-triazole [49]
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Les essais d'inhibition enzymatique ont révélé des effets positifs intéressants se
produisant pour tous les ligands contre I'anhydrase carbonique humain. Les résultats obtenus
par le docking moléculaire expliquent la forte affinité des ligands organique vis-a-vis
l'anhydrase carbonique par le réseau intense d'interactions supplémentaires fourni grace a

deux azotes libres de I’unité pyridine-triazole.

Il convient de noter que ’ACE2 et hCA appartiennent a la méme famille de
métalloenzymes, ou ils contiennent des sites catalytiques similaires. Cette analogie donne une
indication que ces dérivés sulfonamides (2a-c) pourraient étre de puissants inhibiteurs contre
I'ACE2.
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Chapitre 111 : Docking moléculaire

I11.1. Notions générales

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking moléculaire est devenu
un outil important dans la compréhension des réactions biologiques, ce qui facilite la
conception de médicaments. Le docking moléculaire est un processus de simulation qui
prédit de la structure et la conformation les plus favorables d’un complexe protein-ligand. Le
récepteur macromoléculaire étant généralement de nature protéique et le ligand est soit une
petite molécule soit une autre protéine. Au cours de processus de simulation, le systéeme de
docking moléculaire permet prédire la conformation et 1’orientation optimales d’un ligand au
niveau de site de fixation sur la protéine. La conformation préférée permet alors d'estimer
l'affinité de liaison entre ces deux molécules, ainsi que les interactions énergétiquement
possibles [56].

111.2. Les logiciels de Docking moléculaire

Plusieurs logiciels ont été utilisés pour étudier les différentes interactions et
conformations les plus favorables du ligand au sein de son récepteur. Actuellement, un grand
nombre de logiciels de docking moléculaire sont disponibles tels que: GOLD, AUTODOCK,
AUTODOCK VINA, FLEXX, SURFLEX, MOLEGRO VIRTUAL DOCKER, UCSF
CHIMERA (figure 13) [57,58].

L’AutoDock est I’'un de ces programmes utilisé pour évaluer I’affinité entre deux
partenaires protéine-ligand. L’AutoDock utilise I'approche semi-flexible, considérant la
protéine cible comme un corps rigide tandis que le ligand est flexible. En effet, il représente
l'approche la plus utilisée dans la plupart des logiciels ou programmes d'amarrage
moléculaire. Néanmoins, cela reste approximatif, car le récepteur ne doit pas étre considéré
comme un corps rigide (au moins la flexibilité du site d'interaction doit étre prise en
compte).ll est également intéressant de noter que les deux logiciels les plus cités, AutoDock
et GOLD, reposent sur une fonction objective basée sur un champ de force combiné avec un
algorithme évolutionnaire (génétique). Dans notre étude, nous choisirons un programme

d’amarrage moléculaire, AutoDock4.2, qui utilise un algorithme génétique (GA) [59].
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Figure 13: Le logiciel de docking le plus utilisé [60].

111.3. Principe de docking moléculaire

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations et des conformations
favorables pour une meilleure fixation d’un ligand a un récepteur. La simulation de docking
comprend essentiellement deux étapes : le docking proprement dit et le scoring (figure 14).

Ces deux étapes sont respectivement liées aux méthodes d'échantillonnage [56].

» Le Docking (la premiere étape) : est I’étape de sélection, consistant a placer le
ligand dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes

d’interactions les plus favorables.

* Le Scoring (la deuxiéme) : est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase
de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

Proposees.
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Figure 14: Principe général de docking moléculaire [56].

I11.4. Les outils de docking moléculaire

e Récepteur :

Cette étape préliminaire du docking moléculaire est consistée au télechargement des
structures chimiques (enzyme dans notre cas). Les structures 3D que nous utilisons
proviennent de la PDB (Protéine Data Bank, en anglais) (site web: http://www.rcsb.org/pdb/).
La PDB est la plus grande archive de données structurales de macromolécules biologiques,
comprend principalement des protéines et des acides nucléiques. Ces structures sont
essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X [61].

e Ligands:

Les structures de nos ligands ont été téléchargées depuis le site web PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) et enregistrées dans format SDF. Les fichiers ont été

convertis du format SDF au format PDB a l'aide du programme ChemOffice [62].

I11.5. Les Algorithmes Génétiques (AG)

Les algorithmes génétiques reprennent des mécanismes et la terminologie de la
génétique naturelle et de ’évolution biologique. L’organisation d’un ligand en complexe avec
un récepteur peut étre définie par un jeu de parametres décrivant la position, 1’orientation et
la conformation du ligand par rapport au récepteur. Ces parametres sont les « variables d’état
» et dans un AG, chaque variable d’état correspond a un geéne. La valeur de ces variables
correspond au génotype et les coordonnées atomiques associées correspondent au phénotype.

Chague état défini du ligand correspond a un individu [63].
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Pour I’implémentation de I’AG dans AUTODOCK, le chromosome est composé d'une chaine

de valeur-genes réelle qui décrit :

» L'emplacement ligand : trois coordonnées.

» L'orientation : trois coordonnées pour définir I’axe principal de la rotation, et une
valeur pour I’angle de rotation du ligand autour de I’axe principal. Ces 4 coordonnées
constituent le « quatérion » d’orientation.

» La conformation : une valeur pour chaque torsion.

111.6. Fonctions de scores

La procedure de docking permet de génerer une liste de complexes représentant les
modes d’association favorables entre le ligand et le récepteur. Les méthodes de “scoring”
permettent, par la suite, d’évaluer I’énergie de liaison du complexe formé et de donner un
score aux poses obtenues lors de la phase de docking, afin de trouver celui ou ceux les plus
susceptibles de reproduire un mode d’association réel. 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 1 [64].
R+LORL coeerreernnennenns (1)

A I'équilibre, cette réaction est déterminée par une constante d’équilibre Keq (équation

2) et aussi par I'énergie libre de liaison AG (équation 3).
Keq=[RL] / [R] X [L].....(2)
AG = - RT IN(Keg)eveeenenn 3)
Ou R est la constante des gaz parfaits et T est la température (en kelvin).

L’association entre protéines et ligands est gouvernée par plusieurs parametres

thermodynamiques [59] :

Les interactions hydrophobes.
Les interactions électrostatiques.
Les liaisons hydrogene.

Les interactions de VVan Der Waals.

YV V V V V

Les interactions entre systémes 7.
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Chapitre 1V : Les interactions intermoléculaires Protéine—
Inhibiteurs

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire

du ligand avec I’architecture protéique. Cette association est assurée grace a plusieurs types
de liaisons faibles.

> La liaison hydrogene : Cette liaison intervient lorsqu’un atome d’hydrogene lié a un
atome ¢lectronégatif (le donneur) est attiré par un autre atome €lectronégatif (1’accepteur) et
elle agit a trés courte distance (0,8 4 2,8 A). Les liaisons hydrogénes sont peu nombreuses et
s’adaptent trés bien a la flexibilité¢ (I’angle peut varier de 120° a 180°). Les liaisons
hydrogenes sont 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 ’angle D-H...A [65,66].

\ v
tl;'ll AN 'E'/ \9/ g \Q/‘\u/..-ﬁccepteur
i : i i «—LisisonH
H H H H H H
| | | | | | ~—Donneur
o o o N N N
I

Figure 15: Liaison hydrogene.

> Les interactions électrostatiques : Elles agissent a plus grande distance entre les dipdles
chargés [67].

H
/
Qi H — N
— —
Qi H— N
\
H
H i Q
—N + =
/ \ 7
H Hwum O

Figure 16: Interaction électrostatique.
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> Les interactions hydrophobes : Les molécules dépourvues de groupes chargés ou
d'atomes capables de former des liaisons hydrogeéne ne peuvent donc pas s’hydrater ; pour
cette raison on les nomme substances hydrophobes. L’effet hydrophobe est la tendance de ces

groupes a se rassembler par coalescence de fagon a minimiser les contacts avec I’eau [68].

Figure 17: Interaction hydrophobe.

> Interactions de Van Der Waals : Ce sont des interactions entre atomes, molécules, ou
entre une molécule et un cristal. Ces interactions Van Der Waals s’appliquent a trés courte
distance et ne concernent donc que les atomes de surface. Elles sont nombreuses et
contribuent essentiellement dans la recherche de la concordance stérique entre le ligand et la

proteine réceptrice [69].

O+ o- O+ o-

Figure 18: Interaction de ven-der-waals.

> Les interactions entre systémes 7 : C'est une interaction moléculaire faible. Une entité
aromatique peut interagir avec une autre entité aromatique. Cette réaction se compose de 3

formations, dont : le « sandwich » qui est la configuration la plus courante, et elle se compose
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également de deux cycles paralléles dits « paralléle-déplacé», ainsi que ceux qui présentent

deux cycles perpendiculaires entre eux et sont appelés une forme « T » [70].

Figure 19: Interaction nt-m, (1) : «sandwich»,
(2) : «forme T», (3) : «parallele-déplacé».

> Les interactions m-Sulfure : Les interactions n-sulfure se produisent plus frequemment
dans les structures cristallines des protéines que ce a quoi on pourrait sattendre d'une
association aléatoire de la structure. Les interactions n-sulfure sont répandues en biochimie et

jouent un role important dans le repliement et la stabilisation des protéines [71].

H
. "N
0N :
H H H .
: : P
T N Z N F ... g
(S
A B c H
Figure 20: Interaction mt- sulfure.

» La liaison de coordination : Des liaisons covalentes se forment lorsque deux atomes de
non-métaux partagent une paire d’électrons. Les liaisons covalentes de coordination sont une
classe spéciale de liaisons covalentes qui se forment lorsque la paire d’électrons impliquée
dans la liaison est donnée par un seul atome. Elles sont également connues sous le nhom
de liaisons covalentes datives. L’atome qui fait don de la paire d’électrons libres (ou doublet
non liant) est appelé I’atome donneur et est considéré comme une base de Lewis. L’atome qui
accepte la paire d’¢lectrons libres (ou doublet non liant) dans une orbitale vide est appelé

I’atome accepteur et est un acide de Lewis [72].
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Figure 21: Liaison de coordination.
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Chapitre V : Méthodes et matériels

V.1. Les programmes utilisés

L’ Autodock est un programme de simulation congu pour prédire les interactions mises
en jeu entre un ligand et son récepteur. Nous choisirons ici la derniére version du programme
Autodock 4.2 [1]. L’interface graphique ADT (Autodock Tools) version 1.5.7 [2] a été
utilisée pour visualiser I’emplacement exact de 1’espace qui sera fait calculer. Nous avons
également utilisé le programme ChemOffice [3] pour dessiner et minimiser I'énergie des
molécules avant les procédures docking moléculaire. Les résultats des calculs d'amarrage ont

été traités par le code de visualisation "Discovery Studio” [4].

V.2. Importance de la structure co-cristallisée

La structure 3-démentionnelle de la cible biologique peut étre utilisée pour effectuer
un criblage virtuel. Les methodes de prédiction, telles que les méthodes de docking
moléculaire, utilisent la structure 3D de la protéine cible en complexe avec son inhibiteur
pour découvrir de nouveaux composés actifs. Ces techniques nécessitent I'identification

préalable du site actif.

Pour cela, une solution est possible : obtenir une structure 3D de la protéine co-
cristallisée avec un ligand. En consultant la banque PDB (http://www.rcsb.org/), il est
possible de télécharger le fichier de récepteur-ligand, la protéine ACE2 dans notre cas, dans
le format pdb. Nous avons choisi le code 1R4L (ACE2-XXS5), car il s’agit d’une structure

correctement définie avec une résolution de 3.00A° [5].

V.3. Préparation des molécules pour le docking moléculaire

V.3.1. Le récepteur

Avant I’utilisation par d’ Autodock, le complexe 1R4L (protéine-ligand : ACE2-XX5)
est séparé de son ligand naturel (code pdb : XX5) pour obtenir un récepteur (ACE2) avec un
site actif libre (voir la figure 22). Le récepteur est ensuite préparé en définissant les charges
partielles de ses atomes par l'intermédiaire du sous-programme Autodock-Tools qui attribue

des charges de type "Kollman" calculées avec le champ de forces empirique Amber [6]. 1l est
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aussi nécessaire de rajouter a ce récepteur les hydrogenes dits polaires. Le fichier récepteur

préparé est converti au format pdbqt correspondant aux données des charges.

Figure 22: Identification du site actif d'ACE2. (A) Surface structurelle d'ACE2 en complexe
avec son inhibiteur MLN-4760 ; (B) Structure 3D de l'inhibiteur de MLN-4760 séparé ; (C)
Protéine ACE2 avec une cavité de couleur rouge qui représente un site d'interaction libre [7]

V.3.2. Les ligands

Le fichier d'entrée du ligand naturel MLN-4760 (forme pdb id : XX5) (voir la figure
23) a éteé préparé de la méme maniére que nous l'avons fait avec son récepteur. Ce fichier est
également converti par Autodock en format pdbqt correspondant aux nouvelles données

d’hydrogene et de charge.

OH

HO

Cl

Cl

Figure 23: structure de l'inhibiteur naturel.
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D’autre part, les structures initiales des molécules organiques contenant le
pharmacophore sulfonamide (LO, L1 et L2) [8], non disponible dans la base PDB, ont été
télechargées a partir de la base CCDC des données cristallographiques
(https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/) et visualisés a 1’aide du programme ChemOffice.
Les géométries initiales des ligands utilisés dans ce travail sont optimisées avec la méthode
Mécanique Moléculaire pour minimiser leur énergie (figure 24). Les molécules obtenues sont
enregistrées au format pdb. La préparation des ligands est réalisée par le sous-programme
AutoTors4. Le rble de ce programme est de contrbler les mouvements des ligands, en
définissant les atomes aromatiques, les liaisons flexibles et les angles de torsion. Les
molécules finales sont enregistrées dans le format pdbqt avant leur utilisation par AutoDock
4.2.

LO
N o N/ \
> _
N N
N\ 7
n N
LO; n=0
L1;n=1
L2; n=2
L2 L1

Figure 24: Structure moléculaire, 2D et 3D, des dérives de sulfonamide (LO, L1, L2).
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V.4. La réalisation du docking moléculaire

La simulation de docking moléculaire consiste essentiellement en deux étapes : docking et

scoring.

> Le processus de docking consiste a placer le ligand dans le site actif de la
protéine, ne gardons que les positions qui représentent les interactions les plus
bénefiques.

> Le scoring est I'étape de classement qui permettra de conserver la meilleure

pose parmi toutes celles proposées.
V.4.1. Calcul de la grille d’interaction (calcul AutoGraid4):

Pour augmenter la vitesse d’évaluation énergétique du systéme, le récepteur ACE2 est
integré dans une grille tridimensionnelle (3D) contenant principalement le site actif de la
protéine étudiée et permet au ligand de se tourner librement au sein de ce site. Le centre de
cette boite est définie par les coordonnées x=40.336 A, y=6.024 A et z=29.006 A avec les
dimensions 50*40*40 A3. L’espacement de la maille de la grille est fixé par défaut & 0.375 A.
La boite est centrée sur un ligand avec des dimensions proportionnelles a la taille de tous les

dérivés étudiés (voir la figure 25).

Figure 25: Position de la boite d’interaction dans le site actif de I’ACE2.
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Toutes ces instructions sont enregistrées dans un fichier texte de 1’extension GPF
(Grid Parameétres File). Ensuite, le programme AutoDock4 consiste a exécuter ces
instructions (fichier GPF) grace au sous-programme AutoGrid4. 11 s’agit de calculer I’affinité
entre les différents types d’atomes, de la protéine et I’inhibiteur, a I’intérieur de la boite. Les

résultats sont générés dans un autre fichier texte de I’extension GLG (Graid LoG file).
V.4.2. Recherche des solutions de docking (calcul AutoDock4)

Le sous-programme AutoDock4 a été utilisé pour effectuer I’étape de docking
moléculaire. Il Selon le Fichier de commande DPF (Docking Paramétres File). Dans notre
recherche, nous utilisons 1’algorithme AGL avec un nombre de cycles a exécuter est égal a

100, c'est-a-dire le nombre de solutions souhaitées.

Les résultats de docking ont été générés dans un fichier texte de I’extension DLG
(Docking Log File). Ce fichier fournit les coordonnées atomiques de 100 meilleures
positions, pour chaque ligand, dans le site actif de la protéine ACE2. Le fichier DLG fourni
également, pour chaque position, 1’énergie d’interaction (AG), la constante d’inhibition (Ki)

et RMSD entre le ligand naturel et celui re-amarré.
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Chapitre VI : Résultats et discussions

V1.1. Validation de la fiabilité du systeme de docking

Le but de cette partic est de déterminer le mode d’interaction qui représente la
position correcte du ligand dans le site actif du récepteur. La capacité d’un programme a
réussir ce travail est généralement jugée par 1'énergie d'interaction (AG) et la RMSD entre la

position calculée du ligand et celle de ligand de référence MLN-4760 (ligand id: XX5).
VI1.1.1. Ecart quadratique moyen (RMSD)

Les tests de fiabilité du programme AutoDock4.2 ont été réalisés a 1’aide du complexe
co-cristallisé protéine-ligand « ACE2 —XX5 » (pdb id: 1R4L), pris arbitrairement de la PDB.

Au cours du processus de docking moléculaire, 100 conformations ont été calculées.
Nous avons sélectionné les conformations préférées en regardant les clusters avec des
énergies de liaison les plus faibles. Nous utilisons également une RMSD scalaire, qui
représente la moyenne des difféerences dans les positions des atomes appartenant a deux
conformations différentes. La pose la plus favorable du ligand MLN-4760 re-amarré est
inférieure 2 A en RMSD (0,00 A). Cette valeur indique que la petite molécule MLN-4760 se
lie dans la méme zone qu'avant sans changer sa conformation pour s'adapter a la cavité [9].
Le test par RMSD nous permet de conclure, que le logiciel AutoDock peut étre utilisé pour

prédire les interactions protéine-inhibiteur.
V1.1.2. L’analyse visuelle

Comme indiqué sur la figure 26, les résultats de ’RMSD sont fortement appuyés par
I'analyse visuelle qui montre a chaque fois une superposition maximale de la conformation
optimale du ligand calculée par AutoDock4.2 avec la géométrie du méme ligand MLN-4760

donnée par diffraction des rayons-X
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CHAPITRE VI PARTIE COMPUTATIONNELLE

Figure 26: Superposition de la géométrie du ligand naturel MLN-4760 (couleur rouge) et de
celle calculée par 'amarrage moléculaire (couleur jaune) dans le site actif de I’ACE2.

VI1.1.2. Interactions entre le ligand naturel et le récepteur (MLN-4760-ACE2)

Pour comprendre comment nos dérivés de sulfonamides interagissent avec le site actif
de ’ACEZ2, il nous semble judicieux d’étudier d’abord le mécanisme d’interaction naturel mis
en jeu entre I’inhibiteur MLN-4760 et le site actif de ’ACEZ2, en utilisant toujours le méme
complexe (pdb id: 1R4L). Les interactions protéine-inhibiteur ont été évaluées a l'aide du
programme "AutoDock 4.2" puis visualisées par le code "Discovery Studio™. Ce dernier peut
détecter les différents contacts impliqués dans les interactions d'amarrage tels que les liaisons

Van-der-Waals, hydrogene, électrostatiques, hydrophobes, etc.

Daprés la figure 27, le groupe carboxylate terminal de l'inhibiteur réaméré MLN-
4760 se lie a I'ion zinc de maniére bidentée. Cette fonctionnalité (-COOH) est connue pour sa
capacité a se coordonner au niveau du site catalytique (ion Zn?*) via un hétéroatome (O, N ou
S) en remplagant la molécule d'eau attaché au zinc, dans le cas de la protéine ACE2 libre
[10].

L’analyse visuelle a indiqué que [I’inhibiteur MLN-4760 forme sept liaisons
hydrogéne avec les résidus de chaine latérale Arg?’3, His®*®, Pro*%, GIu®", His®%®, Tyr®!® (voir
le tableau 1).
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Tableau 1: Les résultats de docking moléculaire de 'ACE2 + ligands. (D) donneur, (A)
accepteur, et la distances (&) entre I'ion de zinc et les atomes intervenant en interactions.

Distance | Distance Les liaisons hydrogéne
Zn...N Zn...0 Residues Ligands Distg\nces
(A)
MLN-4760 | - 1.833 0W | Arg?%:H (D) -0 (A) 1.79
1.793 0@ | Arg?®:H (D) =0 (A) 2.09
His**:H (D) =0 (A) 1.85
His*®:H (D) =0 (A) 2.09
Tyr*®:H (D) -0 (A) 2.29
Glu®™: 0 (A) O:H (D) 2.01
Pro®¥®: 0 (A) N:H (D) 2.30
LO 2.013 - H.0: O (A) -SO;NH; : H1(D) | 2.17
(Nriazoly Tyr®:H(D) Triazol : N (A) 2.29
Ala®8: O (A) -SO2NH; : H2 (D) | 2.29
Glu®™®: 0 (A) Triazol : CH (D) 3.15
L1 3.355 2.041 His®*:H (D) Pyridine : N (A) 2.17
(SO2NHy) GIu*™: 0 (A) -SO2NH, : H1 (D) |1.85
Pro®*: O (A) -SO,NH, : H2 (D) |2.16
L2 3.339 2.094 His**: H (D) Pyridine : N (A) 1.74
(SO2NHy) GIu*™: 0 (A) -SO;NH, : H1(D) |1.80
Pro®%: O (A) -SO2NH. : H2(D) | 2.14

L’inhibiteur MLN-4760 est également stabilisé par plusieurs interactions faibles,

notamment (voir la figure 27) :

o une interaction =—o entre ’acide aminé Tyr°° et le radical méthyle du ligand ;

o des interactions =—x et n—AIKyl entre les trois résidus Phe?’*, His374, His** et groupe

3,5-dichlorobenzylimidazole du ligand ;

o des interactions Alkyles avec les acides aminés Pro34, Met*® et Tyr>1 ;

o une interaction m—cation entre le cycle imidazole et le résidu Arg?’® ;

o des interactions VDW avec les résidus Thr3’™t, Asp®®8, Arg®4 Thr3¥’, Phe®™ His®’8

G|u402

L’énergie de docking prédite par AutoDock était AG = -13.27 Kcal/mol

pour la

meilleure Conformation. Ce mode d'interaction est presque similaire a celui du complexe co-

cristallisé ACE2-MLN-4760 (voir la figure 28). On peut conclure, Le programme Autodock

reproduit correctement le mode de liaison naturel.
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Figure 27: Interactions de I'inhibiteur MLN-4760 re-amaré avec les résidus de chaine latérale
de site actif de I’ACE2. Projection 2D et 3D visualisé par « Discovery stydio ».
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Figure 28: les interactions de I'inhibiteur naturel MLN-4760 avec les
résidus du site actif de ’ACE2 [11].
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V1.2. Docking des dériveés sulfonamides

A la lumiére des résultats obtenus avec le ligand MLN-4760 re-amarré, nous pouvons
conclure que le programme Autodock4.2 est performant et qu’on peut l'utiliser sans trop de
risque d’erreurs pour générer (par docking moléculaire) d’autres inhibiteurs et de prédire leur
mode d’interaction. A cet effet, nous avons amarré nos dérivés sulfonamides (LO, L1 et L2)
dans la méme cavité occupée par le ligand naturel MLN-4760. En utilisant toujours la

protéine ACE2 (code pdb : 1R4L) avec les mémes conditions de calcul.
VI1.2.1. Alignement des dérivés

A travers les résultats obtenus, comme nous le montre la figure 29, les meilleures
conformations pour tous les dérivés sont bien placées dans le site actif de I’ACE2 ou ils sont

alignés avec I’inhibiteur naturel MLN-4760.

Figure 29: Alignements des dérivés sulfonamides dans le site actif de I’ACE2. Ligand naturel
MLN-4760 est coloré en rouge. LO en marron, L1 en jaune, L2 en vert (cas exceptionnelle
pour L2 en bleu).

V1.2.2. Interprétation des histogrammes

L’histogramme de la figure 30 montre que les trois composés sulfonamides sont
généralement impliqués dans plusieurs types d’interactions, avec les acides aminés du site
actif, notamment: les interactions hydrogenes, van-der-waals, hydrophobes, et
¢lectrostatiques. Une interaction spécifique de type m-sulfure, a été observée dans les deux
dérivés L1 et L2 (figure 30).
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Avec trés peu de données publiées dans ce contexte, il nous a semblé intéressant de
déterminer théoriquement, certains parametres décrivant [’activité inhibitrice, le Ki et

I’énergie d’interaction AG notamment.
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Figure 30: Histogramme des interactions des inhibiteurs avec les résidus de site actif de
I’ACE2.

Comme la montre I'histogramme de la figure 31, la prédiction des énergies
d'interactions (AG) entre les ligands sulfonamides et le site actif de 'ACE2 donne des scores
négatives variant entre -7,43 et -9,34 kcal/mol. Une valeur négative de I'énergie signifie que
le ligand s'est effectivement lié a la protéine [12]. Tandis qu'une valeur positive indique que
le complexe de liaison aux protéines ne s'est pas formé, cela signifie que le systeme protéine-
ligand n'a pas indiqué aucune interaction. Généralement, les valeurs d’énergie sont proches a
celle du ligand MLN-4760 ré-amarré (AG = -13,27 Kcal/mol).

Parmi les trois molécules sulfonamides, nous avons trouvé que le ligand L2 a une
énergie de liaison plus faible de -9,34 kcal/mol, ce qui indique une affinité ligand-récepteur
plus élevée [13]. En conséquence, le ligand L2 devrait étre plus stable et nécessite une

investigation plus approfondie.

La détermination théorique de la constante d'inhibition Ki donne des valeurs dans la

gamme nanomolaire supérieur (entre 0,19 et 3600 nM) (voir figure 31). Le dérivé L2
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présente une valeur Ki plus faible (141.74 nM), ce qui indique qu’une activité inhibitrice

relativement forte par rapport aux deux autres ligands amarrés LO et L1.

0 4000
2 3500
S 4 3000
£ 2500
= -6
] 2000
QO _8 .
X 1500
3 -10 1000
-12 500
RV 0 MLN
4760 LO L1 L2 4760 LO L1 L2
B AG (Kcal/mol)  -13.27 -7.43 -8.79 9.34 B Ki (nm) 0.19 3600 358.68 141.74

Figure 31: les valeurs prédites des énergies d’interactions et des constantes d’inhibition des ligands avec
I’ACE2.

L’histogramme de la figure 32 montrent que la plupart des acides amines, situe autour
de la poche catalytique de ACEZ2, intervient dans les contacts protéine-ligand avec tous les
dérivés sulfonamides ancrés, y compris le ligand naturel MLN-4760 re-amarre. Ces résidus
révelent plusieurs types d’interactions telles que : les liaisons hydrogénes, hydrophobes,
VDW, n-sulfure, électrostatiques, etc. (figure 32). Parmi tous les résidus du site actif, deux
acides aminés (His**® et Pro3%) ont été favorisés par le systéme d'amarrage pour étre
impliqués dans le plus grand nombre d'interactions. Les trois résidus Arg?’3, GIu®™ et Tyrd%
sont impliqués dans les différents contacts mais avec peu d'interactions par rapport aux
résidus His®*® et Pro3#®. Ces résidus sont essentiels pour identifier le site actif en raison de

leur réle central dans les données expérimentales (voir la figure 28).

Les liaisons hydrogeéne sont les plus importantes parmi les liaisons faibles, et elles ont
un effet plus puissant sur la valeur de I'énergie de liaison [14]. lIs jouent également un réle
important dans la stabilité biologique des complexes protéine-ligand, en raison de leur forte
influence sur la spécificité, I'adaptation et I'adsorption des inhibiteurs, ce qui ouvre la voie a

la conception de nouveaux médicaments.
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Figure 32: Résidus impliqués dans des contacts protéine-ligands dans le site actif de I’ACE2

V1.2.3. L’interaction Hétéroatome—2zZn?*

On peut voir sur le tableau 1, contrairement au ligand de référence, que les ligands
sulfonamides L1 et L2 sont coordonnés de maniere monodentée au site actif de I'ion zinc a
travers l'atome d'oxygéne porté par le groupement sulfonamide (-SO2NH2), tandis que le
ligand LO intervient par l'azote de motif triazolyle. Les hétéroatomes liés au zinc sont situés a
une distance favorable permettant de former une liaison de coordination entre la base de
Lewis (donneur d'électrons: O ou N) et un acide de Lewis (accepteur d'électrons: Zn?*). Une
fois les liaisons formées par ce biais, sa force et sa description n'est pas différente des autres
liaisons polaires. La distance de cette liaison varie de 2.01 A & 2.09 A, pour tous les ligands
sulfonamides. Cette de liaison courte refléte la forte affinité des hétéroatomes vis-a-vis I'ion
métallique (Zn?*) de I'ACE2.
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V1.2.3. Interaction LO—ACE?2

La figure 33 a montré que le complexe ACE2-L0 est essentiellement stabilisé par trois
liaisons hydrogéne. Deux liaisons-H ont été établies entre les deux hydrogenes de l'azote
portés par I'extrémité sulfonamide (-SO2NH) et une molécule d'eau et un résidu Ala3#
(NH®seeO-H,0; d=2.17A, NH®eeeO-Ala*%; d=2,29 A). La troisiéme liaison-H était entre
l'atome d'azote du motif triazole et le résidu Tyr®® (NeeeH-Tyr5%% d=2,29 A). Une autre
liaison-H plus faible a été établie entre la fonction CH-triazole et l'acide aminé Glu3*

(CHe++O-GIU®%; d=3.15A).

La projection 2D (voir figure 33) montre une liaison hydrophobe (rn-r) entre His®"* et
la pyridine, tandis que les acides aminés Glu*®? et GIu*® créent respectivement deux
interactions électrostatiques de type m-cation avec le cycle aromatique et la pyridine
(AreesGlu®?; d= 4,88 A, Pye+sGIu*¢; d= 4,80 A).

L'analyse visuelle montre également que le complexe ACE2-LO0 est stabilisé par de
nombreuses interactions de type van-der-waals avec résidus Arg?’3, Phe?™, His®*, Pro3,
Thr347 Trp349 Thr37l His378 Phe504 Tyr510 Arg518.

Figure 33: |'interaction entre le ligand (LO) et les acides aminés de I'’ACE2. Projection 2D et 3D
visualisés par « Discovery stydio ».
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VI1.2.4. Interaction L1—ACE?2

Gréce ala contribution du pharmacophore benzéne-sulfonamide, le ligand L1 a pu
établir deux liaisons hydrogéne avec les résidus Pro®*® et GIu®”, et quatre interactions
électrostatiques (de type m-cation et m-soufre) avec les acides aminés Cys®*, His®* et Pro34®

(voir la figure 34).

On peut observer plus d'interactions autour de la région triazole-pyridyle, ou l'atome
d'azote de la pyridine établit encore une liaison hydrogéne avec le résidu His** et une
interaction hydrophobe (m-amide) avec le résidu Cys®“, ainsi qu'une interaction

électrostatique (r-cation) entre le cycle triazole et His®*.

Le programme Autodock permet de prédire son énergie d'interaction avec ACE2 qui
est évaluée a -8.79 kcal/mol. Cette énergie d’interaction correspond a une constante

d’inhibition théorique (ki) de 358.68 nM.
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Figure 34: |'interaction entre le ligand (L1) et les acides aminés de I’ACE2. Projection 2D et
3D visualisé par « Discovery stydio ».

VI1.2.5. Interaction L2—ACE2

Le composé L2 est le dernier dérivé étudié dans cette classe d’inhibiteurs. La
visualisation des résultats du docking, mentionnée dans la figure 35, montre que le composé
organique L2 forme un profil d’interaction similaire a celui du ligand L1. Cependant, les

interactions fournis dans la figure 35 révelent que le ligand L2 a été stabilisé non seulement
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par des liaisons hydrogéne avec les résidus His3*®, Pro3# et Glu®" (His**>-HsesN-Pyridine;
d=1.74 A, -SO:NHWeeeO-GIu®"; d=1.80 A, -SO:NH@eee0-Pro®; d=2.14 A), mais aussi par
plusieurs interactions de électrostatique/hydrophobe entre la partie benzéne-sulfonamide et

les résidus latéraux His®*, Pro34¢, GIu3'®, His®’, Glu*%2 et Tyr°%,

Ce réseau d’interaction intense fourni par la molécule L2 refléte les valeurs AG et ki
théorique les plus petites. L’affinité importante du composeé L2 pour le site actif de la
protéine ACE2 (AG= -9.34 kcal/mol ; Ki= 141.74) par rapport aux autres dérives, peut
également s’expliquer par la contribution du bras carbonique (-CHa-). qui a un effet direct sur
l'orientation de la fraction sulfonamide vers le zinc et d'interagir efficacement avec les acides

aminés du site actif.
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Figure 35: l'interaction entre le ligand L2 et les acides aminés de I’ACE2. Projection 2D et
3D visualisés par « Discovery stydio ».

Cas exceptionnelle :

Le ligand L2 présente une autre conformation exceptionnelle (voir la figure 36), ou
I'atome d'azote du groupe sulfonamide est situé a proximité de I'atome de zinc avec une
distance plus courte (Zn-N; d=2,12 A), par rapport a I'atome d'oxygéne voisin qui favorise le
résidu Tyr°'® pour former une liaison hydrogéne. Cette distance permet la formation d'une
liaison de coordination covalente entre I'ion zinc et I'atome d’azote a la place de I'atome

d'oxygeéne.
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Le programme AutoDock nous a permis de prédire son énergie d’interaction avec

I'ACE2 qui s’évalue a -8.4 Kcal/mol. Cette énergie d’interaction correspond une constante

d’inhibition théorique (Ki) de I’ordre de 0.695 puM. Ces valeurs théoriques reflétent la

contribution importante de différentes interactions a la stabilité du systéme protéine-ligand.

Interactions

I: van der Waals
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[ Conventional Hydrogen Bond
[ Carbon Hydrogen Bond
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[7] PrDoner Hydrogen Bond

[ prsuifr
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Figure 36: |'interaction entre le ligand L2 et les acides aminés de I’ACE2-Lig2(2). Projection 2D et

3D visualisé par « Discovery stydio ».
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Conclusion genérale



Conclusion genérale

L'objectif primordial de ce travail est d'acquérir des compétences en simulation
informatique, en particulier le docking moléculaire a l'aide du programme AutoDock4.2, afin

d'étudier les interactions mises en jeu entre les récepteurs protéiques et leurs inhibiteurs.

Notre travail porte sur I'identification et l'inhibition in-silico (par AutoDock4.2) du
site actif de 1’enzyme de conversion de 1’angiotensine II (ACE2) qui agit en tant que
récepteur d’entrée du virus Sars-CoV-2 dans les cellules. Cela nous permet de comprendre le
mécanisme d'action des inhibiteurs et aussi de rechercher de nouveaux agents thérapeutiques
pouvant empécher I'attachement du virus a la surface cellulaire et ainsi limiter le cycle de vie

viral.

Lors de la simulation moléculaire, nous avons testé la performance du programme
AutoDock4.2, en déterminant I'énergie d'interaction (AG < 0) et la déviation (RMSD < 2A)
entre la position du ligand MLN-4760 calculée par AutoDock et celle déterminée
expérimentalement (PDB id : 1R4L). Ces tests nous apportent la preuve que le programme
AutoDock4.2 est hautement performant et peut étre utilisé en toute fiabilité pour simuler les

interactions d’autres inhibiteurs comme les sulfonamides, objet de notre présent travail.

Afin de développer de nouveaux inhibiteurs plus affins et plus sélectifs de I'ACE2,
nous avons réeutilisé trois dérivés a base de sulfonamide contenant le motif pyridine-triazole
(LO, L1, L2). Ces molécules ont déja été utilisées comme inhibiteurs puissants de I'anhydrase
carbonique humaine (hCA) qui posséde un site actif (Zn?*) similaire a celui de I'ACE2.

Les résultats préliminaires montrent que les trois dérivés sulfonamides LO, L1 et L2
sont bien placés dans le site actif de I'enzyme ACE2. De plus, l'oxygéne du groupe
sulfonamide était dans la distance favorable d'interaction avec I'ion zinc, pour les deux cas L1
et L2. Cependant, L2 présente des valeurs d'énergie d’interaction (AG=-9,34 kcal/mol) et de
constante d'inhibition (Ki=141 nM) plus faibles, indiquant une affinité ligand-récepteur plus
élevée. La forte affinité de ligand L2 peut s’expliquer par la contribution du bras carbonique
(-CH2CH3-) qui a un effet direct sur l'orientation du groupement sulfonamide en direction du
site actif de la protéine. En conséquence, le ligand L2 devrait étre plus stable et nécessite une

investigation plus approfondie.

En bref, les inhibiteurs a base de sulfonamide pourraient étre des agents

thérapeutiques potentiels vis a vis le Sars-CoV-2.
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