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Résumé

Le virus SARS-CoV-2 est l'agent causal du COVID-19 et constitue toujours une
grande menace pour I'humanité. La découverte d'un régime médicamenteux efficace
contre cette infection est encore en développement. Dans le but de contribuer a la lutte
contre le COVID-19 qui représente jusqu’a ce jour une polémique, nous avons éetudié
I’inhibition du SARS-CoV-2 par des approches théoriques du criblage virtuel.

Une série de composés naturels et de médicaments ont été criblé utilisant le Docking
moléculaire. Dans les systemes récepteurs-ligands étudiés, les deux récepteurs du SARS-
CoV-2 utilisés comme cibles thérapeutiques sont la protéase M (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 I’HCQ utilisés comme références.

Les résultats de Docking montrent que le pouvoir inhibiteur des composés naturels
étudiés avec le MP™ est plus important qu’avec I’ACE2. La majorité des ligands naturels
ont une meilleure affinité pour MP™, par rapport aux médicaments utilisés contre le
SARS-CoV-2. Les propriétés biologiques et pharmacologiques des ligands déterminées
par les tests ADMET sont en accord avec les résultats du Docking et de dynamique
moléculaire.

L’approche QSAR (Relation Quantitative Structure-Activité) nous a permis d’avoir
un modele fiable qui explique et prédit I’activité antivirale exprimée par la concentration
d’inhibition médiane (IC50) d’une série de dérivés de 2-amino quinazolin-4(3H)-one
inhibiteurs du SARS-CoV-2, afin de prédire I’activité biologique de nouveaux
inhibiteurs de ce virus.

Mot clés : COVID-19, SARS-CoV-2, Docking moléculaire, QSAR, ADMET,
dynamique moléculaire .




Abstract

The SARS-CoV-2 virus is the causative agent of COVID-19 and still poses a great
threat to humanity. The discovery of an effective drug regimen against this infection
is still in development. In order to contribute to the fight against COVID-19, which to
date represents a controversy; we studied the inhibition of SARS-CoV-2 by theoretical
approaches of virtual screening.

A series of natural compounds and drugs have been screened using molecular
Docking. In the receptor-ligand systems studied, the two SARS-CoV-2 receptors used
as therapeutic targets are the MP™ protease (6LU7) and the angiotensin 2 converting
enzyme ACE2 (6LZG). While the ligands used as inhibitors are a series of flavonoids
and coumarins with some drugs, such as CQ and HCQ used as references.

Docking's results show that the inhibitory power of the natural compounds studied
with MPro is greater than with ACE2. The majority of natural ligands have a better
affinity for MPro, compared to drugs used against SARS-CoV-2. The biological and
pharmacological properties of the ligands determined by the ADMET tests are in
agreement with the results of Docking and molecular dynamics.

The QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) approach has allowed us

to have a reliable model that explains and predicts the antiviral activity expressed by

the median inhibition concentration (IC50) of a series of 2-amino quinazolin

derivatives -4(3H)-one inhibitors of SARS-CoV-2, in order to predict the biological
activity of new inhibitors of this virus.

Key words: COVID-19 , SARS-CoV-2, Docking molecular, QSAR, ADMET,
molecular dynamics.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Depuis sa premiere apparition en Chine en décembre 2019, la pandémie de coronavirus
COVID-19 s’est propagée a travers le monde a une vitesse ahurissante. La propagation a été
sans precédent en termes de vitesse et d'impact, constituant une urgence de santé publique a
portée internationale, et contribuant a une perturbation socio-économique généralisée. * Cette
maladie infectieuse a conduit de nombreux pays a travers le monde & adopter diverses mesures:

« distanciation physique, le confinement, couvre-feu...etc. ».

L’agent causal étant un nouveau Beta coronavirus, similaire au coronavirus du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV-1), et celui du syndrome respiratoire du Moyen Orient
(MERS-CoV). Le génome du SRAS-CoV-2 a été rapidement séquencé afin de permettre le
diagnostic, le suivi épidémiologique et le développement de thérapeutique préventive ou

curative.

Comprendre le mécanisme de ce virus pourrait fournir plus d'informations sur la
transmission virale et révéler des cibles thérapeutiques. Commengant par la porte d’entrée de
virus, I’enzyme de conversion de l'angiotensine-2 (ACE2), un récepteur fonctionnel du SARS-
CoV-2 qui peut faciliter I'entrée du virus dans les cellules de I’hdte 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. Une autre possibilité d’inhiber ce
virus est d’empécher la protéase virale principale (M"™) responsable de sa réplication.
Beaucoup de composés qui empéchent ces enzymes ont été décrits et avancent par la voie de

développement de médicament.

Cependant, la découverte des nouveaux médicaments est un processus extrémement long et
fastidieux qui dure en moyenne une dizaine, voire une quinzaine d’années en dépensant pres
d’un milliard de dollar. La méthode pour concevoir un nouveau médicament basé sur le
développement de nouvelles approches telles que le criblage virtuel par Docking moléculaire

était nécessaire?.

Afin de contribuer a la recherche des nouveaux inhibiteurs antiviraux efficaces pour prévenir
et traiter I'infection du SARS-CoV-2, nous avons fait appel aux approches par criblage virtuel
in silico. Ces méthodes consistent a prédire 1’affinité d’un ensemble de molécules pour le site
actif ciblé, ce qui peut accélérer le processus de découverte de médicaments et réduire le cout

et les ressources nécessaires. Par conséquent, ils ont devenu un outil précieux dans la recherche
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de produits biologiquement actifs. En effet, les industries pharmaceutiques consacrent
aujourd’hui pres de 10% de leur budget a la recherche de médicaments assistée par ordinateur.
Pour cette raison, plusieurs programmes de criblage virtuel ont été développés tels que : Gold?,
Glide*, FlexX>8 et AutoDock Vina'.

Le criblage virtuel a été largement utilisé dans la recherche des médicaments pour la maladie
COVID-19. 1l est utilisé pour identifier des molécules potentielles qui peuvent inhiber la
réplication du SARS-CoV-2 et pour évaluer leur potentiel d'effets secondaires.

Dans cet optique, la premiere partie de notre travail est une contribution a la recherche des
nouveaux inhibiteurs du SARS-CoV-2 par criblage virtuel. Nous avons donc étudié I’inhibition
du SARS-CoV-2 par une série des molécules d’origine naturelles et des médicaments via le
Docking moléculaire au moyen du logiciel AutoDock Vina. Dont I’objectif est, dans un premier
temps, d’identifier le point d’intervention de ces options thérapeutiques, la stratégie suivie
consiste a inhiber les récepteurs du SARS-CoV-2 se trouvant a I’entrée du virus (ACE2) et la
protéase (MP™) responsable de la réplication. Ensuite, étudier les interactions mis en jeu dans
I’inhibition du SARS-CoV-2 par diverses molécules tout en évaluant leur énergie d’interaction.
Ce nous permettra de déterminer I’inhibiteur le plus puissant envers du SARS-CoV-2. Enfin,
I’application de la régle de Lipinski et des paramétres ADME/TOX, nous permettra de nous
renseigner sur les propriétés pharmacocinétiques des composés proposés. Dans un deuxiéme
temps, nous avons jugé utile de réaliser une simulation de dynamique moléculaire (DM) afin

d’évaluer les micro- interactions entre la structure du ligand et celle de la proteine.

Dans la deuxiéme partie, nous avons fait appel a la méthode QSAR (Quantitative structure
Activity Relationship), qui permettent d’établir des relations entre les structures des composés
et leurs activités utilisant des méthodes d'analyses multidimensionnelles par apprentissage
statistique afin de modéliser I’activité biologique 8. Notre objectif vise a utiliser la méthodologie
QSAR afin d’¢laborer un modele robuste et fiable qui explique et prédit I’activité antivirale
exprimée par la concentration d’inhibition médiane (IC50) d’une série de dérivés de 2-Amino

quinazolin-4(3H)-one inhibiteurs du SARS-CoV-2.

L'approche QSAR la plus populaire est basée sur la régression linéaire multiple (MLR),
permettant de prédire I’activité biologique des nouveaux composes chimiques qui entrent dans

le domaine d'applicabilité du modele développé.
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Notre thése est présentée sous forme de deux parties. Une revue bibliographique sera
rapportée dans deux chapitres. Nous abordons dans le premier chapitre le principe du criblage
virtuel et ses différentes méthodes basées sur le ligand ou sur la structure, tout en détaillant les
deux méthodes utilisées dans la réalisation de ce travail, le Docking moléculaire et la Relation
Quantitative Structure- Activité dite QSAR. Dans le deuxieéme chapitre, nous présenterons des

rappels généraux sur le SARS-CoV-2 et ses inhibiteurs.

Dans la partie pratique, nous décrirons le matériel utilisé pour I’obtention des structures des
cibles étudiées et celles des ligands nécessaires au processus du Docking moléculaire effectué
par le logiciel Auto Dock Vinatout en détaillant le protocole de Docking ainsi que la description
des différentes étapes de I’approche QSAR réalisée par plusieurs programmes en 1’occurrence
le Molegro Data Molleder (MDM). Les résultats obtenus de chaque méthode ont été présenté

et discutés.

Enfin une conclusion générale résume I’ensemble du travail réalisé et présente les

perspectives d’études que nous envisageons pour ’avenir.
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CHAPITRE 01 CRIBLAGE VIRTUEL IN SILICO

1. Géneéralités sur le criblage virtuel

Le terme criblage regroupe un ensemble de techniques computationnelles ayant pour objectif
I’exploration des bases de composés a la recherche des molécules d’intérét thérapeutique ce qui
est d’une importance croissante dans la conception des médicaments, principalement basée sur
les progrés en informatique et en bio-informatique *. Le criblage virtuel peut étre assimilé de
maniére schématique a un entonnoir dans lequel un grand nombre (généralement entre cent
mille et dix millions) des composés sont versés, constituant la chimiotheque a cribler, afin
d’obtenir, au moyen d'un algorithme de criblage, un nombre plus faible (quelques dizaines a

quelques milliers) des composés qui seront ensuite testés expérimentalement 2,

Ce processus vise a réduire considérablement la chimiothéque de départ a une liste limitée
de composés jugeés les plus prometteurs. Par conséquent, le temps aussi bien que les colts
peuvent étre réduits de facon significative. Les protocoles établis permettent d’éliminer les
composés considérés inactifs ou indésirables en raison de leurs propriétés pharmacologiques et
sélectionneront les composés présumés actifs en leur attribuant des scores d’affinité élevés a la
cible 3. Initié au début des années 1980, le criblage virtuel s’est développé pour devenir, de nos

jours, un outil incontournable dans la recherche de produits biologiqguement actifs.

Structure 3D
dela
protéine
| 7 4
Méthodes Méthodes
« Ligand- « Structure-

& based» hased »

Design de
nove

Pharmaco-
phore

Recherche e Phamaco-
i) S
u de similarite h Q3R phore

Figure 1.1: Classification des méthodes de criblage virtuel
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2. Chimiothéques

2.1. Différentes chimiotheques

Pour procéder aux criblages, il faut d’abord sélectionner une chimiothéque de composés. Le
succes des différents types de criblages dépend du choix de la chimiothéque utilisée, sa taille,

composition, diversité, les caractéristiques des molécules qu’elle regroupe *.

Les chimiotheques utilisées pour les criblages virtuels sont principalement commerciales.
(Tableau 1-1).

Tableau 1-1: Bases de données des petites molécules les plus connues et les plus

importantes.
Chimiothéque License Type Publisher
NCI Open database Publicly available National Cancer Institute
MDDR Commercial Accelrys Inc
Binding DB Publicly available University of Maryland USA
Relibase Commercial Cambridge cristalographic data center
Chem spider Publicly available Royal society of chemistry ,UK
DrugBank Publicly available University of alberia CANADA
. . National center for biotechnology
PubChem Publicly available information
Therapeutic Traget . . . L . .
Database Publicly available National University of Singapore, Singapore
ZINC Publicly available University of California san Francisco, USA
ChEMBL Publicly available European bioinformatics Institute, KU
World Drug Index Commercial Thomson Reuters

Il existe plusieurs types de chimiotheques tels que les chimiothéques focalisées dédiees a la
mise en ceuvre de criblages sur une famille de cibles spécifique. Plusieurs chimiotheéques
commerciales sont disponibles: « ChemBridge, (ChemBridge screening libraries 2016),
Asinex, (ASINEX screening libraries 2016), Life Chemicals, (Life Chemicals screening
libraries 2016), Timtec, (TimTec screening libraries 2016), Maybridge (Maybridge screening
libraries.2016) ».
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Ainsi, il existe des chimiothéques de produits naturels, ces produits ont généralement une
sélectivité significative par rapport a leurs cibles, présentent de bonnes caractéristiques ADME-

Tox 2€t6,

Aprés avoir sélectionné une chimiothéque et avant le criblage, les molécules doivent étre
préparées dans le format approprié aux méthodes utilisées, a partir des données brutes
informatiques. Différents types de filtres peuvent également étre utilisés pour réduire la taille

de la chimiothéque et d’optimiser les résultats.
2.2. Filtrage ADME-Tox

Dans les années 90, les échecs dans la conception de médicaments étaient principalement liés
aux mauvaises performances pharmacocinétiques. L’utilisation d’un filtrage précédant des
chimiotheques a permis de résoudre ce probléeme et réduisant ainsi les taux d’échec dans les

phases de développement .

Les filtres de type ADME-Tox @bsorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et
Toxicité) sont rapidement devenus populaires et largement utilisés. lls se basent sur plusieurs
criteres déterminant les propriétés pharmacocinétiques potentielles des molécules. Avant tout
processus de criblage et pour réduire le nombre de composés d’une chimiothéque, les plus
appropriés pour devenir des candidats médicaments seront sélectionnées. L’utilisation de ces
filtres a donné des trés bons réduisant de taux d’échec imputable a une cause pharmacocinétique

de 40% a moins de 10% en 10 ans ’.

Désormais, la toxicité et le manque d’efficacité des candidats médicaments sont les deux plus

grandes causes d’échecs dans le développement d’un médicament 7.

2.3. Regles de Lipinski

Ainsi, Lipinski et al. ont défini dés 1997 des régles simples permettant d’identifier rapidement

et a grande echelle des molécules a caractéere « drug-like », plus susceptibles d’avoir les

caractéristiques de biodisponibilité nécessaires a 1’élaboration d’un candidat médicament 8.

Ces regles, communément appelées « regles de Lipinski » ou « la régle de 5 », comportent

quatre critéres physico-chimiques qui décrivent la molécule : poids moléculaire <500 Da, logP <

5, nombre d’accepteurs de liaisons hydrogénes < 10 et nombre de donneurs de liaisons hydrogenes

<5 (En ci-dessous le Tableau 1.2). Particulierement, la mesure du logP caractérise la polarité du

)
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compos¢ (estimée par le coefficient de partition octanol/eau), ce qui permet d’estimer la
distribution du composé dans 1’organisme. Les molécules hydrophobes (valeurs du logP élevées)
sont principalement réparties dans les régions hydrophobes, comme la bicouche lipidique des
cellules. En revanche, les molécules hydrophiles se trouvent principalement dans des régions
aqueuses, telles que le sérum sanguin. La 5°™ regle de Lipinski indique que les adjuvants et les

produits assimilés font exception aux quatre autres régles.

Selon ces regles, les composes ne validant pas aimoins deux criteres suivants qui sont trés
susceptibles d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité intestinale & Une mauvaise

biodisponibilité orale serait également détectée en cas de violation de 1’une de ces regles.
2.4. Autres criteres de sélection ADME-Tox

Par la suite, d’autres criteres ont été mis en place pour compléter et ajuster les regles de
Lipinski dans la sélection de composés « drug-like ». Ainsi, Veber et al. choisissent d’utiliser
les quatre criteres suivants : nombre de liaisons rotatives, aire de la surface polaire et nombre de
donneurset d’accepteurs de liaisons hydrogénes (Tableau 1.2) °. D’autres approches ont été
envisagees pour la sélection ADME-Tox,notamment basées sur les types d’atomes et de

liaisons, ainsi que sur le comptage de points pharmacophoriques spécifiques °.

Les méthodes d’apprentissage ont également été explorées pour identifier de composés «
drug-like », notamment les machines a vecteurs desupport 1 ¢'%2, (Support Vector Machines ou
SVM) et les réseaux de neurones, ! €13 avec des résultats comparables aux méthodes de
Lipinski et Veber.
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Tableau 1-2: Valeurs utilisées dans les différents filtres permettant la sélection de molécules

ou fragments aux propriétés pharmacocinétiques « drug-like » ou « lead-like ». (*) Pour les

critéres de Veber (**) Dans I’utilisation de la « regle de 3 »

« Drug-likeness » « Lead-likeness »
Propriétés physico- Regles de Hann & « Régle de 3
chimiques Lipinski Veber etal. Oprea »
Poids moléculaire (en Da) <500 - <460 <300
Lipophilie (logP) <5 - [-4,4.2] <3
Nombre de donneurs de
liaisons < < <
hydrogénes (DLH) 5 LA+ 5 ’
Nombre d'accepteurs de AL
liaisons hydrogénes (ALH) <10 =127 <9 <3
Aire de la surface polaire - <140 Az * - <60 Az **
Nombre de liaisons rotatives - <10 <10 <3k
Nombre de cycles aromatiques - - <4 -
Solubilité dans I'eau (logSw) - - >-5 -

2.5. Toxicologie :

En plus des caractéristiques ADME, il est également possible de filtrer les chimiothéques en

fonction de la toxicité potentielle des composés. Parmi les caractéristiques de toxicité les plus

importantes, la carcino-génicité, muta-génicité, cardio-toxicité et hépato-toxicité doivent étre

étudiées 4. L’émergence des méthodes de toxicologie computationnelle a permis de prédire de

telles caractéristiques, en s’appuyant principalement sur deux techniques : 1’établissement de

modéles QSAR et les méthodes de Docking 1°€t16,

L’application de ces techniques est rendue possible grace a la disponibilité de données

toxicologiques preévenant de diverses sources :

industrie pharmaceutique et recherche

académique, mais aussi industrie cosmétique, alimentaire et des produits de consommation

courants.



CHAPITRE 01 CRIBLAGE VIRTUEL IN SILICO

3. Méthodes de criblage

Les méthodes de criblage permettent d'éliminer les composés présumés inactifs ou les
molécules indésirables tout en privilégiant les composés les plus susceptibles d'étre actifs, ce
qui est plus facile a mettre en ceuvre pour un coit bien moindre que les criblages expérimentaux
Les méthodes de criblage sont séparées en deux grandes familles : « ligand-based » et «

structure-based », et le choix de leur utilisation est base sur la disponibilité des données.

3.1. Criblage virtuel « ligand-based »

Les méthodes de criblage « ligand-based » basées sur la connaissance préalable de ligands avec
une activité sur la cible thérapeutique. Il sera ainsi possible d’utiliser ces ligands comme une
premiére base de « hits » afin d’identifier d’autres composés similaires, ayant des

caractéristiques d’activité communes aux ligands connus de la cible. 17 €18

Differents types de descripteurs moléculaires peuvent étre calculés afin de quantifier la
similitude entre composés. Selon le nombre de ligands connus de la cible thérapeutique,
plusieurs méthodes peuvent étre utilisées : la recherche de similarité, le criblage de
pharmacophores, ou les approches QSAR. *°

3.1.1. Recherche de similarité

La recherche de similarité est utilisée lorsqu’un ligand connu de la cible thérapeutique est
identifié. Des métriques de similarité permettront ensuite de comparer les ligands de référence
aux molécules criblées, a 1’aide de descripteurs moléculaires appropriés, afin de prédire leurs

profils d’activité.
3.1.2. Modéles pharmacophoriques « ligand-based »

Le terme « pharmacophore » utilisé pour la premiere fois par Lemont.Kier en 1971, publié
plus tard en 1978 2°. Le pharmacophore est défini comme étant 1’agencement tridimensionnel
des caractéristiques permettant a une molécule d’avoir une activité biologique spécifique. Il

représente I’ensemble des propriétés moléculaires stériques et électrostatiques dites pointes
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pharmacophoriques (les donneurs et accepteurs de liaisons hydrogenes, les interactions
électrostatiques, les groupes aromatiques et hydrophobes) nécessaires a établir des interactions
supramoléculaires optimales avec une cible biologique spécifique pour déclencher ou bloquer
sa réponse biologique. Un pharmacophore peut donc étre utilisé comme référence pour le

criblage de chimiothéques, en recherchant les molécules qui s’inscrivent dans celui-Ci.

Un pharmacophore est appelé « ligand-based » lorsqu’il est déterminé a partir de composés
actifs utilisés comme référence sans tenir compte de la structure de leur récepteur. Inversement,
un pharmacophore est appelé « structure-based » lorsqu’il est construit a partir de la structure

du site de liaison de la cible étudiée.

La majorité des méthodes de construction de pharmacophore fonctionnent sur le méme

principe (Figure 1. 2)

Recherche conformationnelle

Détermination et représentation des points

pharmacophoriques de chaque ligand

Détermination de modeles de pharmacophore

Attribution de scores aux différents modeles
et choix du ou des meilleurs pharmacophores

Figure 1.2 : Principales étapes de 1’¢lucidation d’un pharmacophore.
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3.1.3. Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) « ligand-

based »

Les méthodes QSAR « ligand-based » ont pour objectif d’établir des relations entre les
propriétés physico-chimiques de ligands de référence avec leurs propriétés biologiques (activité
expérimentale, toxicité, solubilité, etc.) au moyen de modeéles statistiques (les régressions
linéaires multiples (Multiple Linear Regression ou MLR) ou de moindres carrés (Partial Least
Squares ou PLS), I’analyse en composantes principales (Principal Component Analysis ou

PCA).

A. Principe :

Le principe des méthodes QSAR est comme leur nom I’indique, de mettre en place une relation
mathématique reliant de maniére quantitative la structure moléculaire, codée par des propriétés
moléculaires appelées descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes d’analyse de données,
I’objectif de ces méthodes est d’analyser les données structurales afin de déterminer les facteurs
influengant I’activité mesurée.

La forme générale d’un tel modele est la suivante :

Activité = f (D1, D2,.. Dn,)

e Dy : sont des descripteurs des structures moléculaires

B. Stratégie globale :

Pour développer un modele, il faut débuter par la recherche du maximum possible des
données expérimentales fiables. Ensuite, le développement d‘une série de descripteurs qui
caractérisent les structures moléculaires des composés de la base de données en vue de les relier

a l‘activité expérimentale étudiée.
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Figure 1.3 : Illustration du processus de conception de modéles QSAR 21,

C. Bases de données :

Une base de données QSAR, doit contenir des résultats fiables et homogenes, d’un ensemble
de composes chimiques testés expérimentalement. Cette base est répartie approximativement,
en deux ensembles : un lot d’essai ou d’entrainement (training set), contenant % de 1’ensemble

de molécules et un lot de test (test set), contenant ¥ des molécules restantes >

Parmi les données biologiques ou biochimiques des composés étudiés la concentration
inhibitrice médiane IC50 et la constante d’affinité K; sont généralement exprimées sur une
échelle logarithmique (pIC50, pK)).

D. Descripteurs :

Un descripteur moléculaire est un parametre (une valeur numérique) propre a une structure
chimique donnée. Ces valeurs peuvent étre obtenues expérimentalement ou calculées a partir
de la structure de la molécule. Les descripteurs calculés, permettent d‘effectuer des prédictions
sans avoir a synthétiser les molécules, ce qui est 1‘un des objectifs de la modélisation

moléculaire.

Les descripteurs moléculaires jouent un réle fondamental dans les études de la relation
quantitative structure activité/propriété. Ils sont utilisés en tant que variables indépendantes

pour prédire une variable dépendante (activité ou propriété).
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I1 est possible d’établir des relations entre ceux-ci et une activité (ou propriété) a I’aide des

outils de la modélisation .22

De nombreux logiciels ont été développés pour calculer les différents descripteurs
moléculaires tels que : OASIS 22, ADAPT 2* DRAGON 2° et MOPAC 26 etc.

Dans ce travail de thése nous avons utilisé le logiciel DRAGON, qui est capable de générer

plus de 5000 descripteurs moléculaires.

Tableau 1-3: Classification des méthodes QSAR selon la dimension des descripteurs utilisés.

20,27

Structure
Dimension ] Méthode de prédiction
durécepteur
Correle I’activité a des descripteurs moléculaires 1D
constitutionnels(poids moléculaire, pKa, logP, nombres
1D-QSAR Ignorée absolus et relatifs d’atomes, d’hétéroatomes, de liaisons, de
cycles et de groupes fonctionnels d’un
type donné, etc.)
Corréle I’activité a des descripteurs topologiques sans
2D-QSAR Ignorée prendre encompte la géométrie (indices de connectivité, de
complexité, de ramification, quantiques, etc.)
Corréle I’activité a I’arrangement spatial des champs
3D-QSAR Optionnelle d’interactionsnon-liées
) QSAR-3D avec inclusion de plusieurs conformations des
4D-QSAR Optionnelle _
ligands
) QSAR-4D avec representation de différents modeles «
5D-QSAR Ignorée ) ) ) ) )
induced-fit » adaptation structurale de la cible au ligand
) QSAR-5D avec inclusion de différents modeles de
6D-QSAR Ignoree )
solvatation
) ) QSAR-6D avec prise en compte explicite de la structure du
7D-QSAR Necessaire )
récepteur
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Lors d’une étude QSAR (Figurel.3), tous les descripteurs moléculaires possibles doivent
étre calculer a partir de la structure moléculaire de plusieurs actifs. Aprés élimination des
descripteurs dont la valeur ne varie pas ou peu sur I’ensemble des molécules, une analyse
multivariée suivie d’une évaluation statistique sont menées pour obtenir le modele QSAR. Une

derniére étape de validation du modele est nécessaire pour s’assurer de sa fiabilité.

E. Méthodes statistiques :

Les techniques statistiques ou chimio-métriques constituent la base mathématique de la
construction d'un modele QSAR. La méthode la plus facile a interpréter est 1’analyse de
régression linéaire parmi diverses méthodes statistiques pour QSAR. Ces régressions
représentent la corrélation directe des variables indépendantes (x) avec une variable dépendante
(y). Ce modele peut étre considéré pour la prédiction de y a partir des données de variables X.
Cela peut appartenir a un ensemble de systémes qualitatifs ou quantitatifs.

a) Régression linéaire multiple (MLR)

Cette méthode est I'extension de SLR a plus d'une dimension. Dans cette méthode, des
calculs de régression multi variables standard sont effectués. L'identification d'une propriété de
médicament est effectuée sur tous les descripteurs sous enquéte.

La possibilité de corrélation est vérifiée par la valeur du coefficient de corrélation multiple (r),
valeur t & I'aide de la méthode « leave-one-out ». La corrélation est vérifiée par des valeurs R%ou
Q? qui sont généralement connues sous le nom de coefficient de corrélation croisé. La relation

est exprimée en équation linéaire unique a plusieurs termes comme suit 28:

}: h“+ le]+b1X1+b3K3+...+h.-ﬂl‘{m+ﬁ. (1)

b) Partiel des moindres carrés (PLS)

Le PLS donne une solution statistiguement robuste méme lorsque les variables
indépendantes sont fortement interreliées entre elles, ou lorsque les variables indépendantes
dépassent le nombre d'observations. PLS est une méthode de régression itérative qui produit
ses solutions basées sur la transformation linéaire d'un grand nombre de descripteurs originaux
en un petit nombre de nouveaux termes orthogonaux appelés variables latentes. Ainsi, cette

méthode est comptée comme statistique standard. 2°
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c) Analyse en composantes principales (ACP)

Cette méthode est connue pour créer un nouvel ensemble de descripteurs orthogonaux

appelés composants principaux (PC) qui décrivent la plupart des informations contenues dans

les variables indépendantes dans l'ordre de la variance décroissante. Dans cette méthode, le

modele QSAR n'est pas générée mais il témoigne encore de la relation entre des variables

différentes. PCA réduit la dimensionnalité de I'ensemble de données des descripteurs a la

quantité réelle de données. Pour générer une équation linéaire a plusieurs termes, la PCR

applique les scores de la decomposition de I'ACP en tant que régresseurs dans le modéle QSAR

30

F. Parameétres statistiques de la validation

Avec :

yi et

dépendante.

Coefficient de corrélation (R)

C’est le coefficient de corrélation de Bravais Pearson entre ¥ et y, c’est a dire
entre valeurs observées et prédites par le modéle de régression, il est noté R, sa
valeur varie entre 0 et1.3!

_ [, _=oi—307
R_Jl >C> — 97

yi sont respectivement les valeurs observées et calculées de la variable

i

- };:),rah5= —

L

= Yecal

n

Coefficient de détermination (R2)

Le coefficient de détermination noté R est la mesure de degré de liaison entre
la variante dépendante (activité biologique) et la variante indépendante
(Descripteur moléculaire), compris entre 0 et 1 (0< R?>< 1). En effet, une valeur
de R? proche de 1, indique un bon ajustement du modéle de régression. 32

Il sert a déterminer a quel point I'équation de régression est adaptée pour
décrire la distribution des points. Il représente la variabilité de y par la
corrélation de y avec x.

Le R2 est calculé selon la formule : Le coefficient R?, est calculé selon

I’équation suivante :
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R2 ESS TSS — RSS . RSS
T TSS TSS TSS

A noter que :

TSS = ¥(y; — 7)° : Somme des carrées totaux
ESS = Z(¥ — ¥)? : Somme des carrées exprimés par le modéle de régression

RSS = ¥ (y; — #)? : Somme des carrés résiduels

Ainsi: TSS = ESS + RSS

Test Fischer (F)

Le test Fischer, permet de justifier la liaison entre 1’activité biologique et le
descripteur moléculaire, en mesurant le rapport entre la variance de 1’activité
biologique expliquée et non expliquée par le modéle de régression.
En effet, le test de Fischer permet de tester I’hypothéese nulle, lorsque la somme
des carrés expliquée par la régression est grande. En d'autres termes, si la valeur
de F observée depasse le seuil (F > Fseuit) I'hypothése sera rejetée, et dans le cas

contraire (F < Fseuil) ’hypothése sera conservée. 32

F peut s’écrire comme suit :
g ESS n—p-—1
T p RSS

ESS = L(# — ¥)%: Somme des carrées exprimés par le modéle de régression
RSS = F(y, — 3)%: Somme des carrés résiduels

Ou : ESS est associé avec p degrés de liberté et RSS associé avec n-p-1 degrés
de liberté.

Test de Student

Pour voir la contribution de chaque parametre dans I’explication de la variable
dépendante Y. On utilise la statistique « t » definie auparavant en régression
simple.

On calcule t-test pour chaque parametre en utilisant la formule ci-dessous
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i

t Observé = a v

s(dy)

Avec §(@;) est I'erreur sur le paramétre d;

En pratique si on choisit le risque 0=5% et si n est grand (n>30) pour approcher
la loi de Student par la loi normale la valeur critique de t-test oscille le plus
souvent autour de 2 (1,96). 3

Ecart type (s)
L'écart type (S) est un autre paramétre habituellement rapporté ; il indique dans
quelle mesure la fonction de régression prédit les données observées, ce parametre

est donné par * :

RSS
n-p-1

Ou:

RSS = X(y; — 9)°

P : est le nombre de variables indépendants (descripteurs moléculaires).
R? ajusté

Si I'on continue a augmenter le nombre de descripteurs dans un modéle pour un
fixe nombre d'observations, les valeurs R? augmenteront toujours, mais cela
conduira a une diminution du degré de liberté et a une faible fiabilité statistique.
Ainsi, une valeur élevée de R? n'est pas nécessairement une indication d'un bon
modéle statistique qui convient bien les données disponibles. Pour mieux refléter
la variance expliquée (la fraction de la variance des donnees expliquee par le

modele), R 2 ajusté a été défini de la maniére suivante :

RZ = (R*)(n-1)-p

ajust — n—p-1

p: nombre de variables utilisées
Le R 2 ajusté quantifie la part du modéle expliquée par les variables explicatives
en tenant compte du nombre de variables utilisées, privilégiant les modéles

contenant peu de variables. On choisit le modéle dont le R? ajusté est le plus
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élevé. Ce critére est beaucoup plus judicieux que le R? classique qui lui

privilégiera toujours le modele contenant toutes les variables .3
e Coefficient de prédiction (Q2)

Le coefficient de prédiction g, est une mesure de la justesse de la prédiction,
puisqu’il mesure la capacité prédictive d’un modéle de régression *'.

Ce parameétre est exprimé comme suit :

2
21 (Yoredite = Yeelle )
Z?;l (YFFEE”E - ?)2

Q% =1

Ou: ¥: Y Prédite, réelle sont les valeurs prédites, réelles et moyennes de

’activité biologique (pIC50) de la molécule i, respectivement
G. Techniques de validation

Apres I'obtention de I'équation du modele, outre la stabilité et la qualité de I'ajustement du
modele, il est également important d'estimer la puissance et la validité du modele avant de
I'utiliser pour prédire l'activité biologique. La validité consiste a établir la fiabilité et la
signification de la méthode pour un usage particulier. Par conséquent, la validation d'un modele
QSAR doit étre effectuée. 3

Il existe deux types de validation : validation interne / validation externe.
» Validation interne

La validation interne utilise I'ensemble de données a partir duquel le modéle est construit et
vérifie la stabilité interne. La technique de validation croisée (CV) est largement utilisée comme
méthode de validation interne des modeles statistiques. Habituellement, un composé de
I'ensemble est extrait a chaque fois, puis le modéle est recalculé en utilisant comme ensemble
d'entrainement le n-1 (ou n est le nombre de composés) des composés restants, de sorte que la
valeur d'activiteé biologique pour le compose extrait est prédite une fois pour tous les composeés.
Ce processus est répété n fois pour tous les composés de I'ensemble initial, obtenant ainsi une
prédiction pour chaque objet 3. Ce processus fait référence a la méthode LOO (leave-one-

out).
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» Validation externe

Un modéle QSAR avec une excellente qualité d'ajustement et des prédictions acceptables
peut étre déficient dans la relation réelle entre les descripteurs structurels et I'activité biologique.
La validité parfaite du modele est examinée par validation externe, qui évalue la généralisation
du modeéle. L’ensemble des données originales est divisé en deux sous-groupes, lI'ensemble
d'apprentissage et I'ensemble d'essai. L'ensemble d'apprentissage ou d'étalonnage est utilisé
pour deriver un modéle d'étalonnage qui sera utilisé plus tard pour prédire les activités des
composeés d'essai ou de validation. D'autre part, un ensemble de test externe qui n'a été inclus

dans aucune étape de la construction du modéle peut étre utilisé comme ensemble de test 4°
3.2. Criblage virtuel « structure-based »

Comme leur nom I’indique, ces méthodes utilisent la structure de la cible afin de découvrir
des nouveaux composés actifs. Lorsque la structure 3D de la cible biologique d’intérét est
disponible, des méthodes dites basées sur la structure peuvent étre utilisées pour le criblage
virtuel. Il existe deux types de méthodes expérimentales pour obtenir la structure 3D d’une
cible: la cristallographie aux rayons X et la résonnance magnétique nucléaire (RMN). #
Lorsque la structure 3D expérimentale n’a pas encore été résolue, il est également possible de

recourir a la modélisation par homologie. (Figurel.4)

Apres avoir obtenu une structure de la cible thérapeutique, plusieurs approches « structure-
based » peuvent étre employées pour 1’identification de composés actifs : la construction de
modeles pharmacophoriques, la conception de ligands de novo, ou les méthodes RD-QSAR les
méthodes de Docking qui sont les plus populaires. Chacune de ces méthodes nécessite

I’identification préalable d’un site de liaison sur la cible thérapeutique.

@
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Expérimentale
Expression et purification ' Séquence 1 [ Données
de la protéine | de la protéine | | expérimentales
Cristall hi |
ristallographie
[ aux rayons X ] [ RMN ] |
| l J
Résolution [ Prédiction d'un modéle
de la structure ’ 3D de la structure

Figure 1. 4: Méthodes pour obtenir la structure 3D d'une cible biologique d'intérét

3.2.1. Modéles pharmacophoriques « structure-based »

Comme décrit précédemment, les modeles pharmacophoriques « ligand-based » permettent

d’identifier de nouveaux composés actifs a partir de la connaissance de ligands de la cible étudiée.

Cependant, lorsque la structure de la cible a été résolue, 1’utilisation des informations de forme, de

volume ou physico-chimiques du récepteur peut rendre les méthodes pharmacophoriques plus

puissantes. 4243 Les modeles pharmacophoriques « structure-based » peuvent étre construits soit a

partir de la structure du récepteur, soit & partir d’un complexe récepteur-ligand. 4243

3.2.2. Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) « structure-
based » RD-QSAR (Receptor Dependent-Quantitative Structure-
Activity Relationship)

Les méthodes QSAR « ligand-based » ont initialement été proposées et développées a une
période pendant laquelle un faible nombre de structure de protéines étaient disponibles. Le
logiciel COMSIA237 a éte propose en 1999 alors que la PDB disposait d’environ 9000
structures cristallographiques. Par la suite, les méthodes QSAR ont été améliorées par
utilisation des données structurales de la cible pour déduire les modes possibles de liaison des
ligands et affiner leurs modeéles, ce qui permet de mieux prédire les propriétés biologiques des
composés. Les méthodes QSAR « structure-based », également dites RD QSAR, sont
généralement classées selon trois catégories : 3D, 4D ou 7D-QSAR. Ce dernier (7D-QSAR
désigne I’utilisation de méthodes RD 4D-QSAR tenant compte spécifiquement 1’adaptation du

@
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récepteur lors de ’accommodation d’un ligand (« induced-fit ») et différents modéles de

solvatation des complexes récepteur-ligand simulés.
3.2.3. Approches de Novo

La conception de Novo est une approche qui consiste a obtenir des composes bioactifs par
une construction incrémentale ou combinatoire de ligands dans le site actif d’un récepteur (ou
d’un enzyme). ** Les méthodes de novo ont été développées afin de réaliser des assemblages
d’atomes uniques ou de fragments moléculaires (approches « fragment-based »). La premiére
¢tape est donc d’extraire toutes les informations concernant la structure du site actif de la cible
étudiée et les interactions ligand-récepteur de type liaisons hydrogéne, électro-statistique et
hydrophobe pour déterminer les sites d’interaction au placement des divers blocs dans le site

de liaison ligand-récepteur. Ces blocs peuvent étre soit des atomes uniques, soit des fragments.

La majorité de ces méthodes sont basées sur I’utilisation de chimiothéques de fragments et
d’algorithmes stochastiques permettant une optimisation locale a chaque étape de la

construction des molécules dans le site de liaison de la cible. 44

Une solution de conception de novo doit étre efficace en trois points principaux :
Q) L’assemblage des différents fragments moléculaires,
L’¢échantillonnage de 1’espace chimique accessible

(i)  L’évaluation de la qualité des assemblages.
3.2.4. Docking moléculaire

Le Docking in silico (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire), est une technique
informatique qui vise a prédire la structure d’un complexe formé par deux molécules (cible et
ligand) figure 5 ou plusieurs molécules. La formation de ces complexes dépend de la
reconnaissance de la structure tridimensionnelle d’un ligand par un site récepteur et contrdle de
I’activité de nombreuses molécules. Le plus souvent, le récepteur est une protéine qui a un ou
plusieurs sites actifs spécifiques, plus ou moins accessibles selon les cas. Le ligand, est

généralement une molécule flexible étrangére de petite taille. 4> (voir figure 5)

E
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Complexe

Cible protéique Ligand Protéique-ligand

Figure 1.5: Représentation schématique du Docking moléculaire

L’utilisation des méthodes de Docking pour la conception de médicaments a commenceé il y
a plus de 30 ans. Ces méthodes ont deux objectifs principaux : (i) I’identification de ligands de
la cible étudiée a partir de larges chimiothéques, grace a la prédiction de scores d’affinité ou de
valeurs d’affinité réelles (Ki, IC50, etc.) et (i1) déterminer les modes de liaison adoptées par les

ligands dans le récepteur.
A. Principe générale de Docking moléculaire

Le Docking se divise en deux étapes distinctes. La premiére section est constituée
d’algorithmes de recherche, ces algorithmes sont capables de générer un grand nombre de
structures possibles et de déterminer le mode de liaison. La deuxiéme section et consacrée au
scoring, qui sont des méthodes mathématiques, utilisées pour estimer la puissance d’interaction
et I’affinité de liaison entre deux molécules apres la phase de Docking. Le meilleur résultat pour

le Docking est le complexe protéine-ligand ayant la plus basse énergie. 46

B. Types du Docking moléculaire

Il existe trois types de Docking moléculaire

a) Docking rigide

Le mécanisme de liaison d’un ligand a son récepteur a été considéré comme un
processus statique dans lequel le ligand constituait une clé de forme
complémentaire a celle de la serrure qu’il était capable « d’ouvrir », le récepteur
(modéle « clé-serrure » ou « lock-and-key » model). Dans le cas des méthodes de
Docking rigide, la recherche de la pose optimale se limite au positionnement par
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I’énumération de toutes les rotations et translations possibles pour un ligand a
I’intérieur du site de liaison. L’intérét des méthodes de Docking rigide réside dans
leur rapidité d’exécution qui permet de réaliser un premier filtrage de trés larges
chimiothéques avant de procéder, par exemple, a la mise en ceuvre de méthodes de

Docking flexible. 4/

b) Docking flexible

Le systéeme biologique ligand-récepteur a €été présenté comme un systeme
dynamique, dont la liaison du ligand a un site d’interaction se fait par un processus
de sélection de conformation suivie par une étape d’adaptation du ligand et du
récepteur I’un a autre.

Il est donc important pour les méthodes de Docking de considérer cette flexibilité
du ligand et du récepteur. Lorsque les méthodes de Docking prennent en compte la
flexibilité du ligand, deux étapes sont effectuées successivement pendant toute la

durée du Docking.

11 existe plusieurs types d’algorithmes pour le traitement de la flexibilité¢ du ligand
les méthodes systématiques (fragmentation/reconstruction), les méthodes

aléatoires, et les méthodes de simulation (dynamique moléculaire) .*8

c) Docking semi-flexible

Lorsque I’espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de
libert¢ de I’espace de recherche peut étre significatif pour les molécules tres
flexibles. Par conséquent, I’utilisation de méthodes de recherche exhaustives
semble souvent inappropriée car elles nécessitent des simplifications importantes
au niveau de I’échantillonnage. Les algorithmes de fragmentation sont donc
employés pour construire de facon incrémentielle le ligand au sein du site actif de
la protéine. L espace des conformations du ligand est alors limité au voisinage d’un
ensemble initial d’états simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction est

adoptée par les programmes DOCK, FLExX, et Hammerhead. 4’

C. Algorithmes de recherche
Il existe différentes Algorithme qui permettent de prendre en compte la flexibilité du ligand

notamment des Algorithme systématiques et des Algorithme aléatoires ou stochastiques. +°
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a) Algorithme systématique

Les algorithmes de recherche systématique ont pour objectif d’explorer tous les
degrés de liberté des ligands par rotation de 0 & 360° de toutes les liaisons rotatives
a I’aide d’un pas incrémental choisi. Il en résulte que le nombre de conformations
ainsi générées peut-étre tres élevé, ¢’est ce qu’on appelle 1’explosion combinatoire.
Pour pallier a ce probléme, les méthodes de recherche systématique utilisent donc
souvent un algorithme de fragmentation de reconstruction. Le principe général est
de couper le ligand en fragments rigides et flexibles. Une ou plusieurs ancres
peuvent étre définies entre les points ou des rotations sont possibles. Tout d’abord,
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 manicre successive tout en exploitant les angles de
torsion. Cette méthode a été intégrée dans plusieurs programmes tels que Dock,
FlexX et Surflex. °

b) Algorithme stochastique

L’approche stochastique consiste a effectuer des changements aléatoires dans la
structure tri-dimensionnelle du ligand. L’algorithme génétique constitue 1’un des
algorithmes stochastiques les plus importants. Cette méthode a été implémentée
dans plusieurs programmes y compris AutoDock et GOLD. Concernant la
recherche stochastique, on peut citer : La méthode Monté Carlo (MC), algorithme

génétique. °*

Dans la méthode Monté Carlo, le ligand est placé au sein du site d’interaction d’une
manicre aléatoire, ou I’interaction sera évaluée par une fonction objective (fonction
de score), et ainsi cette conformation est dite scorée. Une nouvelle conformation est
générée selon des changements aléatoires au niveau des liaisons rotatables du ligand
et sa position spatiale (translation et rotation). Aprés chaque changement, le ligand
est minimisé et son énergie est calculée (scoré). Alors, si la nouvelle configuration
est meilleure que la précédente selon une fonction de probabilité dérivée de

Boltzmann, appelée critére de Metropolis, elle sera immédiatement acceptée. °2

@
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D. Le processus de scoring
a) Principe
Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand se complexe a un récepteur. Il s’agit généralement d’une approximation de
I’énergie libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a

I’association sous forme de complexe. Le principe thermodynamique est le suivant
54 -

AG= AG complexe — AG ligand — AG protéine (2)

L’utilisation des fonctions de scoring pour estimer mathématiquement I’affinité de
liaison entre un récepteur et chacune des poses générées pendant le Docking est
double. Tout d’abord, elles permettent de déterminer la meilleure conformation du
ligand concerné. Cette conformation est appelée « premiére pose ». L’autre
utilisation des scores est de pouvoir classer les premiéres poses de chaque ligand

afin d’établir un classement final des molécules les plus prometteuses.

b) Familles de fonctions de score.

Les fonctions de scoring peuvent étre classées dans plusieurs catégories: fonctions
de score basées sur les champs de force et fonctions de scoring empiriques et
fonctions de type knowledge-based (encore appelées « knowledge-based »). Ces
classes de fonctions sont basées sur un ensemble de complexes ligand-protéine .>*
Ellesont donc la faiblesse de ne pouvoir prédire que des interactions qui ne dévient

pas trop de celles ayant été répertoriées dans les complexes étudiés. >

» Fonctions de score basées sur les champs de force :

Dans ce type de fonctions, le score est la somme de 1’énergie d’interaction ligand-
récepteur, de 1’énergie interne du ligand et de 1’énergie interne de la protéine,
I’énergie interne de la protéine étant négligeable lorsque la conformation de celle-
ci ne varie pas. Les énergies sont calculées a partir d’un terme de type Van Der
Waals souvent (représentée par un potentiel de Lennard-Jones) et d'un terme
électrostatique (potenticl de Coulomb) assorti d’une fonction diélectrique
dépendante de la distance qui permet d’atténuer les contributions des interactions
charge-charge. De nombreux logiciels de Docking utilisent des fonctions de score

basées sur les champs de force. Cependant, les valeurs des champs de force ne sont
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pas toujours les mémes. Ainsi, les fonctions G-Score ( (basée sur le champ de force
de Tripos (et celle implémentée dans AutoDock ( (basée sur le champ de force
AMBER ) sont des exemples de ce type de fonction de score.

> [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 terme 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 systemes différents. Parmi les principales fonctions de score empiriques, on
peut citer : ChemScore, PLP, et LigScore. ¢

> Fonctions de type knowledge-based :

Ces fonctions proviennent de 1’analyse des structures tridimensionnelles de
complexes ligand- protéine déterminés de maniére expérimentale. Des regles
définissant la géométrie préférentielle des interactions sont déduites de ces
structures grace a des moyens statistiques.

- Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant aux
interactions présentes au sein du complexe. Leurs expressions sont moins
strictes que dans le cas des fonctions empiriques. La fonction PMF fait partie

de cette classe de fonction.

@
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CHAPITRE 02 CoVID-19 ET SES INHIBITEURS

1. Historique du Covid.

Les coronavirus (CoV) sont des virus qui infectent ’homme et de nombreuses especes
animales (mammiferes et oiseaux). Les premiers CoV ont été décrits chez les animaux depuis
les années 1937. Tandis que, chez I’homme les ler CoV ont été isolés en culture cellulaire dans

les années 1960, a partir des sécrétions respiratoires d’individus présentant une infection aiguée.

Ces CoV n’ont d’abord pas regu ’appellation « coronavirus », apparue plus tardivement

dans le ler rapport du Comité International de Taxonomie Virale (ICTV) en 1971.

En 1968, le terme « coronavirus » fait officiellement son apparition dans la revue Nature. Ce

nouveau groupe de virus se definit alors, a partir de criteres essentiellement morphologiques.

Les CoV sont des virus enveloppés grossierement sphériques, avec un diameétre allant de 80
a 200 nm. Leur enveloppe porte a la surface de hautes projections formees de la protéine de

surface S (spike) et disposées en couronne, d’ou le préfixe « corona ».

L’intérét accru porté au genre coronavirus a été exacerbé en 2003 avec la découverte du
coronavirus humain impliqué dans le syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) qui a
brutalement émergé. L’homme se fait contaminer par la civette qui est un hote intermédiaire.

Par contre la chauve-souris semble étre le réservoir naturel. 1

Le 20 Septembre 2012, le premier cas de syndrome respiratoire sévere lié a un nouveau
coronavirus a été rapporté 2 Il s’agissait du Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient lié au
coronavirus (MERS-CoV) et une étude rétrospective faite sur des échantillons a révélé que ce
nouveau coronavirus était responsable de maladie respiratoire grave impliquant des patients et

des professionnels de santé en Jordanie. 3

Ce nouveau sous-type de coronavirus, contrairement celui responsable du syndrome
respiratoire aigu sévere qui touchait ’homme par I’intermédiaire de la civette, utilise les

camélidés comme vecteur.?

Le 9 janvier 2020 le SARS-CoV-2 a étéidentifié. D'abord nommé « coronavirus de
Wuhan ou 2019-nCoV », I’appellation « SARS-CoV-2 » a été proposé par International

Committee on Taxonomy of Viruses, I'organisme en charge de la classification des virus.
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Il est I'agent étiologique incriminé lors de I'épidemie infectieuse qui s'est répandue tout
d’abord en Chine avant d’atteindre différents pays du globe terrestre a partir de fin décembre

2019. Cette maladie a été appelée « COVID- 19 » par I’OMS, le 11 février 2020.*

2. Caractéristique virologique du SARS CoV- 2

2.1. Classification et taxonomie

Depuis les années 2000, la taxonomie des CoV a été régulierement revue par I’'ICTV.
Actuellement, les CoV appartiennent a 1’ordre des Nidovirales et a la famille des
Coronaviridae, elle-méme subdivisée en 2 sous- familles, les Coronavirinae et les
Torovirinae. En 2009, les Coronavirinae ont été divisés en 4 genres appelésAlpha-, Beta-,
Gamma-, et Deltacoronavirus. Les Alpha-, Beta- et Gammacoronavirus remplacent les
anciens CoV de types 1, 2 et 3. Le genre Deltacoronavirus a étédéfini en 2011 et regroupe
essentiellement des virusaviaires. Le genre Betacoronavirus est subdivisé en 4 clades,
nommeés « a, b, cetd » ou « A, B, C, et D » selonles auteurs ». (Al hosani f. et jones T1,2014)
(Figure 2.1).

ORDRE | NIDOVIRALES

FAMILLE | ARTERIVIRIDAE l CORONAVIRIDAE MESONIVIRIDAE
SoUs- ' "

FAMILLE CORONAVIRINAE TOROVIRINAE

GENRE Alpha Beta Gamma Delta
' coronavirus ' coronavirus coronavirus l coronavirus

| RONIVIRIDAE

4

A /./ ' Clade A l Clade B ' Clade C ' Clade D

N/
\ 4

Figure 2.1: Classification et taxonomie des coronavirus humains (HCoV) Classification des

HCoV selon PICTV en 2017
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2.2. Types et origine

Les CoV sont des virus zoonotique, ce qui signifie qu’il se transmet de 1’animal a 1’étre
humain, ils infectent plus de 500 espéces de chiropteres, les oiseaux, le bétail, les civettes de

palmiers masqués, les souris, les chiens et les chats °.

Les alphacoronavirus et les betacoronavirus infectent seulement les mammiferes. Les
gammacoronaviruses et deltacoronaviruses infectent les oiseaux, mais certains d’entre eux
peuvent également infecte rmammiféres. 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 pathogeénes, 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 hétes immunocompétents, bien que certains d’entre eux peut

causer des infections graves chez les nourrissons, les jeunes enfants et les personnes agées. ©

Tableau 2-1: Comparaison épidémiologique entre différents types de coronavirus

Maladie a Syndrome Syndrome
. coronavirus 2019 respiratoire aigu respiratoire du
Maladie (COVID-19) sévere (SRAS) Moyen-Orient (MERS)
Virus causant la
maladie
SRAS-CoV-2 SRAS-CoV MERS-CoV
Taux de reproduction (Ro) 2a57° 3 03308
Taux de létalité Autour de 1 %° 96a11% 344 %
Temps d'incubation 2 al4jours® 2a7jours 6 jours
Taux d'hospitalisation 6a19%° La plupart des cas La plupart des cas

Taux potentiel d'infection

- e 2 o a a
communautaire 35a80% 10260 % 4213%
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Figure 2.2 : Origines animales des coronavirus humains ©

2.3. Structure de virion et son génome

2.3.1. Levirion

Le virus du SRAS-CoV-2 possede une enveloppe de forme ronde ou elliptique et souvent
pléomorphe, avec un diamétre de 60 a 140 nm. Les pléomorphes a la surface du virion sont des
particules sphériques de 150 a 160 nm, donnant au virus sa morphologie « corona » ou en forme
de couronne au microscope. Le virion du SARS-CoV-2 comporte de l'intérieur de la particule
vers l'extérieur : le génome associé a un ARN monocaténaire positif non segmentée, a des
nucléoprotéines, entouré d'une capside de type hélicoidale formée de protéine N, une matrice
formée de protéine M puis une enveloppe lipidique dans laquelle sont enchassées la
glycoprotéine S (spike), la petite protéine d'enveloppe (E) et I'némagglutinine-estérase (HE)
(Figure 2.3)

A. LaGlycoprotéine S

La protéine S est la protéine qui lie le répéteur cellulaire du SARS-CoV-2 (ACE2) et permet

I’entrée dans la cellule. Elle est formée de deux sous-unités S1 et S2.8

Dans la sous-unité S1, se trouve le domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor binding
domain) contenant le motif de liaison au récepteur (RBM, receptor-binding motif) (Figure 2.4).

La sousunité S2 contient notamment le peptide de fusion. Cette protéine S induit la production
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d'anticorps neutralisants par le sujet infecté. Le domaine RBD (receptor binding domain) est la
région de la protéine spike entrant en contact avec le récepteur cellulaire ACE2 qui sert de porte
d’entrée au SARS-CoV-2 dans les cellules qu’il infecte °.

B. Laprotéine M
La protéine M de matrice (ou de membrane) est la protéine virale la plus abondante présente
dans la particule du virion donnant une forme définie a I'enveloppe virale ,X° elle se lie a la

nucléocapside et agit comme un organisateur central de I'assemblage des coronavirus .*

Les proteines M des coronavirus sont trés diverses en termes de contenu en acides aminés,
mais conservent une similarité structurelle globale au sein des différents genres, elle possede
trois domaines transmembranaires, flanqués d’une courte extrémité aminée a l'extérieur du

virion et d'une longue extrémité carboxy terminale.*?

C. Laprotéine E
La protéine E du coronavirus est la plus petite des principales protéines structurelles. 2 Elle
joue un role dans I'assemblage, la pathogenése et la libération du virus .14 Ce petit polypeptide
membranaire intégral agit  comme une  viroporine (canal ionique).®®
L'absence de cette protéine est liée a l'altération de la virulence des coronavirus en raison de

changements dans la morphologie et le tropisme .16

D. LaprotéineN
La protéine N des coronavirus est polyvalente. Parmi plusieurs fonctions, elle joue un role
dans la formation de complexes avec le génome viral, facilite I'interaction avec la protéine M

nécessaire lors de lI'assemblage du virion, et améliore l'efficacité de la transcription du virus
17,18
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. @ Structure schématisée du SARS-CoV-2
-
: 4% >— S.E Glycoprotéine de surface
! : {S, spike)

SU S1 (RBD) et S2.
. Protéine de membrane (M)
S Proteine d'enveloppe [E)
- A. Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)

m ARN génomique (monocatenaire
de polarite positive)

(A. Gautheret-Dejeon 2020)

Figure 2.3: Structure schématisée du SARS-CoV-2.

Le génome est constitué d'un brin d'ARN de polarité positive pour interagir avec la

nucléoprotéine de capside (N) pour former une nucléocapside en forme d'hélice. °

] /J< Receptor-binding domain
\ (RBD) antibody

B Ssrminal domad \
(NTD) :ntilrody ..> Y

$2 subunit

antibody = G
nti \\ ‘

Figure 2.4 : Le domaine RBD (Receptor Binding Domain)
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RBD Spike Protein
Covid-19

Figure 2.5 : (a) Structure du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine S du

SARS-CoV-2 (rubans bleu) complexé avec I'ACE2 humaine (rubans rouge).

Le ruban vert indique le motif de liaison au récepteur (RBM) dans les résidus d'acides aminés. (b) Le
site actif de I'ACE2 (couleur jaune) qui interagit directement avec le RBD de la protéine S du SARS-
CoV-2. L'interaction entre la protéine S de SARS-CoV-2 et hACE2 est stabilisée par une liaison

hydrogéne (lignes vertes)). 2°
2.3.3. Le Génome

Le génome d'une longueur d'environ 29,8 a 29,9 kbases comporte 10 cadres de lecture ouverts (open
reading frames, ORF) et code environ 30 protéines.?! Les deux tiers du génome codent pour un vaste
gene réplicase ORF1ab (compose de orfla et orflb) qui sera traduit en deux polyprotéines, par la suite
clivées en seize protéines non structurales indispensables a la réplication virale incluant deux protéases
virales et une ARN-polymerase ARN-dépendante.?? Le reste du génome code essentiellement pour les
protéines de structures du virus dont quatre glycoprotéines membranaires - la protéine Spike (S),
I’Hémagglutinine-Esterase (HE) et les protéines de membrane (M) et d’enveloppe (E)—ainsi que la
protéine de capside (N). L'ORF1a code les protéines 1 a 11 et 'ORF1b celles de 12 a 16.2324

Six génes codant des protéines accessoires sont présents entre les genes des protéines de structure
(Figures 2. 6)
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Figure 2. 6 : Présentation schématique de lI'organisation du génome du SRAS-CoV-2, des
ARNmM sous génomiques canoniques et de la structure du virion 2

3. Pathogénie du SARS CoV-2

3.1. Transmissions

La transmission de ce virus de I’animal a I’homme était I’hypothése de base, car plus de la
moitié des sujets atteints avaient fréquenté le marché de fruits de mer, cependant apres un
certain temps, elle était écartée. De nos jours, il est admis que la transmission interhumaine est

la principale voie de dissémination 28, Le virus peut pénétrer dans 1’organisme :

> Par contact avec les yeux, nez .
» Par inhalation de gouttelettes/sécrétions d’un malade

» Cas de contact avec des surfaces infectées.

3.2. Pénétration du virus dans la cellule hote

La protéine S du SARS-CoV-2 utilise le récepteur cellulaire ACE2, une métalloprotéase
dont la fonction premiere est la dégradation de I’angiotensine II en angiotensine 1-7 - pour
rentrer dans la cellule hote .2’ Bien étudiée chez le SARS-CoV-1, la liaison de la sous unité S1
a ACE2 entraine une modification conformationnelle de la protéine S, exposant S2 et
permettant I’endocytose puis la fusion membranaire .28 Cette fusion nécessite I’activation de S
par le clivage au niveau de la jonction S1/S2 et d’un autre site de S2, notamment réalisée par la

protéase membranaire TMPRSS2 (transmembrane protease serine 2). 2°
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Dans le cas du SARS-CoV- 2, I’ajout d’un site de clivage furine *° permet un clivage des
sousunités S1/S2 dés la biosynthése virale 3 et pourrait majorer le potentiel infectant du virus
32 De fac, on intéressante, en dehors d’ACE2, le SARS-CoV-2 pourrait également utiliser
d’autres récepteurs cellulaires de la protéine S pour infecter les cellules n’exprimant pas ACE2,

ainsi que démontrée sur des lymphocytes T in vitro .2

3.3.  Cycle de replication

Le cycle de réplication des coronavirus a été largement etudié. Apres la fusion et le largage de
la nucléocapside dans le cytosol de la cellule héte, la machinerie cellulaire traduit le gene de
la réplicase

\ TE Angiotensine 1 e Ang(1-9)
,‘: 4 IECI——ACE
L o +o® | 1. Activation par TMPRSS2 : 3 3
’;7 Fg® letfixation & ACE2 ‘ ‘T? ARAZj Anglotersing 2- ¢ —=Ang(ls7)
chloroquine vy ' ’
e , V ,E.f’ : ,_ (- [J
5 2 Entrécet | ACE2 TMPRSS2 | c” > ‘ (
= AC[Z
. G decapﬂdaﬂon ’ ‘6‘ b\ Récepteur de
cameostate | arbidol type 12 1Ang 2
%ﬂx P ,G 8. Liberation| " * | Vasoconstriction
Endosome | ] duvirion — Permeabilité vasculaire
/ Lysosome \ (._ ? ], q ?) ;ihvme s
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v chloroquine | o .{: |
\ oy N
S . s
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———= pplab + .
. |4. Protéolyse|

ARN génomique
=9 _._protease S e

[ 7. Assemblage |

ARN sous- genom»que

- ‘ 5. Transcription

Complexe de transcrip-|

tion et de réplication Rt :'_ RS e Ter— . . \
- -' |6. Traduction de FARN Ry 8\
3 \ | sous-génomique w N L -—_‘Q \
genomic » N
Inhibiteur de 'ARN ~ ARN polymerase . >l h
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Figure 2.7 : Cycle de réplication du SARS-CoV-2 dans les cellules hotes (Zhou et al., 2020).

La nucléocapside formée de I’ARN viral complexé a la protéine N est enchassée a 1’intérieur
de ’enveloppe. Le génome viral doit étre répliqué et traduit afin de produire de nouveaux

virions.
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e La premiere étape de la réplication est la traduction du géne de la réplicase en deux
polyproteines (ppla et pplab) clivées en nombreuses protéines indispensables au cycle
viral (notamment deux protéases virales et une ARN-polymérase ARN-dépendant)
(RdRp) s’assemblant en un large complexe de transcription et de réplication (RTC) .2°

e Ce complexe permet d’une part de reproduire I’ARN viral et d’autre part, par le biais
de la formation de petits brins d’ARN anti-sens appelés ARN sous-génomiques, la
production de protéines de structure des nouveaux virions.

e 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. 3 La connaissance du cycle viral

permet de déterminer les cibles thérapeutiques inhibant sa réplication.

3.4. Les variants du SARS-CoV-2

3.4.1. Signification de « variant »

Au cours du processus de réplication du virus (la production de nouvelles unités), de petits
changements dans le virus appelés mutations se produisent. Un virus qui porte une ou plusieurs
nouvelles mutations est appelé un variant du virus d'origine. La propagation du virus augmente
la fréquence des mutations. Ces mutations produisent parfois des variants plus adaptés a leur
environnement que le virus d'origine. Le terme « évolution virale » fait référence a ce processus
de mutation et de sélection de variants plus appropriés. Certaines mutations peuvent provoquer
des changements dans les caractéristiques du virus, comme une modification de la transmission
(par exemple, il peut se propager plus facilement) ou de sa gravité (par exemple, il peut

provoquer des formes de maladie plus graves.).3

3.4.2. Ladénomination des différents variants

A. Lesvariants préoccupants ou VOC (variants of concern) :

Les premiers variants préoccupants (VOC) sont apparus a partir de fin 2020. IIs font I’objet

d’une dénomination internationale, définie par ’OMS et basée sur 1’alphabet grec.

a)Le variant Alpha s’est rapidement propagé en France aprés son introduction fin

2020 et est devenu majoritaire en mars 2021.
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b) Les variants Beta et Gamma ont également circulé au premier semestre 2021,

de maniére toutefois moindre.

c) Levariant Delta est apparu en mai 2021 et a rapidement remplacé les précédents
variants : il est devenu majoritaire en France en juillet 2021 et représentait plus

de 99% des variants circulants a partir du mois d’aott 2021.

d) Levariant Omicron est le dernier VOC apparu, fin novembre 2021, et sa
diffusion a été croissante. Il a rapidement augmenté en fréquence dans le monde

entier.

B. Les variants a suivre ou VOI (variants of interest)

D’autres variants, porteurs de mutations qui les distinguent des souches virales de référence
du SARS-CoV-2, sont également réguliérement identifiés, en partie du fait de ce renforcement

des capacités de séquencage.

Pour certains de ces variants nouvellement détectés, leur impact en santé publique n’est pas
formellement démontré, mais leurs caractéristiques virologiques, cliniques et/ou
épidémiologiques justifient le classement en « variants a suivre » (« variants of interest », ou

VOl en anglais).
C. Les variants sous surveillance ou VUM (variant under monitoring)

Les variants du SARS-CoV-2 sous surveillance sont le résultat de plusieurs mutations
génétiques susceptibles d'affecter les caractéristiques du virus. C'est un potentiel risque futur
sans pour autant que les répercussions phénotypiques ou épidémiologiques ne soient claires a
ce jour. Il faut accorder une surveillance particuliére a ces variants et répéter les évaluations en

attendant de nouvelles preuves
4. Epidémiologie
4.1. Evolution de ’épidémie

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
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symptdme d'infection respiratoire dont la dissémination de virus infectieux est prouvée peuvent

¢galement 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 contrdle de la maladie .3

» Au Monde : A partir de 29-10-2022 il y’a plus de 630 millions de cas de
Covid-19 confirmés dans le monde plus de 6,59 millions de déces liés au
coronavirus.

» 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 et jusqu’a 29-10-2022, un total de 271 k 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 6881 déces.

5. Principale therapies et prophylaxie

Pendant I'épidémie de COVID-19, certains medicaments antiviraux potentiels sont
administrés en urgence aux patients atteints de COVID-19 .

Parmi ces médicaments :

5.1. Les thérapies antivirales

5.1.1. Lachloroquine - L’hydroxychloroquine

La chloroquine (CQ) et I’hydroxychloroquine (HCQ) sont des anti-malariques de la classe
des amino-4-quinoléines 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. 3’
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Figure 2.8 : Structures chimiques de la chloroquine et de I'nydroxychloroquine

En plus de leurs effets antipaludiques, la chloroquine et ’hydroxychloroquine ont également
des effets antiviraux a large spectre. Les effets antiviraux de la chlorogquine ont été suggerés il
y a au moins 50 ans. Dés lors plusieurs études ont montrées I’activité antivirale de la
chloroquine et de I’hydroxychloquine contre plusieurs souches virales CoV et non-CoV. La
majorité de ces études ont révélé une capacité substantielle de la CQ et de ’'HCQ ainsi que de
certains de leurs dérivés a inhiber la réplication virale avec une toxicité nulle a faible. 1l a été
démontré que la CQ inhibe la réplication de différents CoV, notamment le SARS-CoV, le
MERS-CoV et le SARS-CoV-2. Pour ’THCQ qui ne semble pas avoir d'effet significatif sur la
réduction de la réplication du SRAS-CoV, elle a démontré de puissants effets inhibiteurs in

vitro contre la réplication du SRAS-CoV-2.

Outre l'activité antivirale, la chloroquine a une activité de modulation immunitaire, qui peut
renforcer synergiquement son effet antiviral in vivo . La CQ et 'HCQ 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 4,5 a 6,5. La CQ et I'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.%8

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. °
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5.1.2. Inhibiteurs de la protéase du VIH :

Le principe d’action de ces molécules est bloquer les protéases. Des inhibiteurs de la protéase
3CLpro des coronavirus déja connus ont été testés pour leur capacité a inhiber celle du SARS-
CoV-2.

Dans 1'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. lls se fixent sur le site actif de la protéase virale, et ’empéchent de catalyser
le clivage des polypeptides du virus. La maturation protéique étant altérée, les virions formés
sont inactifs et non infectieux 4. Parmi ces médicaments qui ont montré une efficacité contre le
coronavirus en inhibant la réplication du virus, I'association lopinavir / ritonavir, remdesivir,

favipiravir, umifenovir. 4

A. Lopinavir-ritonavir
Le lopinavir-ritonavir est une association de lopinavir, qui inhibe la protéase chymotrypsine
3 virale, et de ritonavir, qui inhibe I’isoenzyme 3A4 du cytochrome P450, soit I’enzyme qui
métabolise le lopinavir, ce qui en augmente la biodisponibilité. Cette association utilisée pour
le traitement du VVIH a montré étre efficace pour le traitement des virus SRAS-CoV en inhibant
la réplication du virus. Divers rapports ont également revendiqué avoir démontré 1’efficacité du

lopinavir-ritonavir contre le virus SRAS-CoV-2.

Figure 2.9 : Structures de Lopinavir et Ritonavir
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Il a été mis en évidence que l'association lopinavir / ritonavir avec ribavirine compareé a la

ribavirine seule, pourrait étre utilisé en prophylaxie contre le SRAS.
B. Remdesivir

L’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) a accordé une
autorisation d’utilisation urgente du médicament antiviral REMDESIVIR afin de traiter
COVID-19 (FDA, 2020b). Selon les tests cliniques effectués pour le SARS-CoV-2, ce
médicament améliore les chances de survie des patients sous oxygénothérapie et réduit leur
temps d’hospitalisation (ECDC, 2020c). Le REMDESIVIR est trés efficace pour arréter le
mécanisme de réplication du SARS-CoV-2 (Microbe Notes, 2020c). Ses effets indésirables sont
I’élévation des taux des enzymes hépatiques, les complications gastro-intestinales, les éruptions

cutanées, I’insuffisance rénale et ’hypotension (OMS, 20201).

Figure 2.10 : Structures de REMDESIVIR

C. Favipiravir

Etait I'un des médicaments expérimentaux a I’essai pour COVID-19 (Microbe Notes,
2020d). Des doses ¢levées de ce médicament peuvent empécher les cellules humaines d’étre
infectées par le SARS-CoV-2 (GoodRx, 2020). Le mécanisme sous-jacent du FAVIPIRAVIR
est la métabolisation de sa forme active qui inhibe ’action de RdRp en arrétant sa transcription

et sa réplication (Microbe Notes, 2020d). 4!
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Figure 2.11 : Structures de FAVIPIRAVIR

D. Umifenovir

Approuvé pour la prophylaxie et le traitement de la grippe et d'autres infections virales
respiratoire. “2 'UMIFENOVIR a également montré une activité inhibitrice contre les virus des
hépatites B et C. In vitro, il semble que ’UMIFENOVIR a une activité antivirale efficace contre
le pathogéne du SRAS, et que le Mésylate D'arbidol (dérivé de 'UMIFENOVIR) avait un effet
presque cing fois supérieur a celui de 'UMIFENOVIR pour réduire la reproduction du SRAS
dans les cellules. +

Figure 2.12 : Structures de P'UMIFENOVIR
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5.2. Les thérapies adjuvantes

5.2.1. Lathérapie antibactérienne

Une co-infection ou une infection croisée d'agents pathogénes bactériens comme le
staphylococcus aureus (S. aureus), peut étre observée chez les patients atteints de pneumonie
virale grave, dans ces cas la Société Américaine des Maladies infectieuses (IDSA) en 2018 a
recommandé 1’administration d’antibiotique en plus du traitement antiviral. Alors un traitement

antibiotique est recommandé dans le traitement des patients COVID-19 .*
A. L’azithromycine

L’azithromycine (AZM) est un antibiotique de la famille des macrolides connu pour ses
propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Les macrolides sont connus pour leur
capacité a réguler la baisse des réponses inflammatoires et réduire la production excessive de
cytokines pro-inflammatoires associée aux infections virales respiratoires .*>% et inhibant

I'activation des neutrophiles.

C’est encore une nouvelle fois 1’équipe marseillaise de Didier Raoult qui est a 1’origine de
données suggérant une efficacité clinique et virologique (diminution de la charge virale) gréace

a I’association de I’hydroxychloroquine et de I’azithromycine.*’

Par ailleurs, il s’agit d’'une molécule qui allonge également I’espace QT chez des patients a
risque (age, antécédents cardiaques, dyslipidémies...) nécessitant une surveillance accrue lors

de son administration

Figure 2.13 : Structures de I’azithromycine.
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B. Lesimmunomodulateurs

Diverses molécules ont été proposées afin de moduler les réponses immunitaires des patients
atteints de la Covid-19. On note que des troubles immunitaires ont été rapportés chez les
patients atteints de Covid-19. Et ceci vu I’activation des cellules immunitaires suite a I'infection

virale, entrainant ainsi une augmentation des cytokines et une aggravation de 1’état du patient.
48,49

Les agents immunomodulateurs peuvent étre aussi importants que la réplication virale pour
prévenir la progression vers un dysfonctionnement multiorganique (Figure 2.14). 1l existe
plusieurs agents immunomodulateurs spécifiques et non spécifiques, y compris les anticorps
monoclonaux neutralisants, les corticostéroides et d'autres molécules dans la prise en charge du

COVID-19 sévére, et leur impact sur la survie et les symptdémes cliniques.
5.2.2. Lavitaminothérapie

L’administration complémentaire de nombreuses vitamines (dont la vitamine A, C, D, E) et
plusieurs oligo-éléments (Zinc, Sélénium, Cuivre et Fer) s’est avérée pouvoir étre un allié
efficace dans la prévention et/ou le traitement de la Covid-19. En effet la vitamine C, la vitamine
D et le zinc peuvent jouer un role essentiel dans le renforcement du systéme immunitaire des
patients COVID-19. La vitamine C joue un réle dans plusieurs aspects de I'immunité, y compris

la croissance, la fonction des cellules immunitaires et la production d'anticorps.
A. Vitamine D

La vitamine D est un précurseur hormonal produit par notre propre corps a l'aide de la
lumiere solaire qui a un réle important dans l'immunité adaptative et la différenciation

cellulaire, la maturation et la prolifération de plusieurs cellules immunitaires.

Plusieurs auteurs suggerent que le déficit en vitamine D pourrait étre associé a un plus haut
taux d’atteintes par le SARS-CoV-2 .50, Ainsi, pour les patients a fort risque de développer la
Covid-19 et les patients positifs mais asymptomatiques, il est conseillé de contréler le statut en
vitamine D. Dans le cas ou la valeur est inférieure a 20 pg/L, un traitement médicamenteux sera

nécessaire avec une dose de charge (25 000 a 50 000 Ul/semaine) pendant quelques semaines.
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Figure 2.14 : Structure de Vitamine D.
B. Zinc

Le zinc (Zn) est un micronutriment essentiel, avec des concentrations systémiques et
intracellulaires strictement réglementées. Cet oligoélément est indispensable dans la
transcription du génome grace a son réle structurel fondamental dans la constitution des
protéines. ° Le Zinc est mélé a la protection contre la rupture de la barriére mugqueuse de voies
aériennes supérieures mais aussi dans le maintien de I’intégrité des cellules endothéliales
pulmonaires. Il posséde une activité antivirale efficace. En effet, il a été démontré que le zinc
inhibe l'activité de I'ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) du virus de I'hépatite E. Dans
le cadre de la Covid-19, les ionophores de zinc bloquent la réplication du coronavirus, en
déplacant les ions magnésium du centre actif. Des similitudes avec d’autres virus comme le
SARSCovlou le MERS-CoV laissent penser que le Zinc aurait les mémes propriétés sur le

SARS-Cov?2 in vivo chez I’homme .52
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Des auteurs avaient émis I'hypothése qu'une supplémentation efficace en zinc pendant le
traitement de COVID-19 en association avec la CQ ou I’HCQ pourrait entrainer une inhibition
plus efficace de la réplication intracellulaire du SRAS-CoV-2, améliorant ainsi les résultats
cliniques des patients COVID-19 traités par CQ ou HCQ . 4546

Figure 2. 15 : Complexe de ZINC.
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1. Docking moléculaire

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 les molécules. De méme, la découverte de nouvelles molécules 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 modelisations moléculaires, regroupées sous le nom

"Docking", ont été développées.

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules naturelles efficaces contre le SARS-
CoV-2, 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 medicaments avec deux
récepteurs du SARS-CoV-2,: ACE2 et MP, L'enzyme de conversion de l'angiotensine-2
(ACE2) est un recepteur fonctionnel du SARSCoV-2 qui peut faciliter I'entrée du virus dans les
cellules de 1’hdte en se liant a la protéine de pointe (S) du virus. La protéase virale principale

(MP™) est essentielle a la réplication des coronavirus.

1.1. Matériels utilisés

1.1.1. Programmes (logiciels)

Plusieurs logiciels ont été utilisés pour la réalisation de ce travail :

7

% Logiciel Gaussian ! : est un logiciel de chimie numérique, créé et sorti en 1970 par John
Pople et collaborateurs (Gaussian 70). Le nom vient de I’utilisation des fonctions
gaussiennes pour représenter les orbitales atomiques (OA) pour accélérer le calcul par
rapport aux logiciels utilisant des orbitales de Slater. Ceci a facilité le développement de la
chimie numérique, en particulier les méthodes ab initio comme Hartree-Fock. Ce programme
mondialement reconnu par ses capacités de premier plan pour la modélisation électronique
de structures chimiques permet de pronostiquer des énergies, structures moléculaires et
fréquence de vibration de systéme moléculaire complexes et d’anticiper leurs autres
propriétés chimiques.

% Logiciel de Docking moléculaire : AutoDock Vina?: est un programme de Docking dérivé

d’AutoDock comme son nom I’indique, qui a également été¢ développé par le groupe de

3
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Arthur J. Olson au “Scripps Research Institute” (http ://autodock.scripps.edu/). Ce logiciel
d’amarrage moléculaire trés répondu et connu par sa fiabilité et son pouvoir de reproduire
les ligands déja complexés et utilisé dans le docking moléculaire. Autodock Vina utilise un
algorithme de recherche d’optimisation globale stochastique de type Iterated Local.® La
fonction de scoring utilisée par Autodock Vina permet de faire la somme des contributions
intramoléculaires et intermoléculaires du systéme d’une maniére inspirée par le programme
Xscore 4 qui utilise une fonction de score empirique. Elle combine ainsi les avantages des
fonctions de score empiriques et knowledge-based.

% Logiciel Discovery : Le visualiseur Discovery Studio ° est un visualiseur gratuit qui peut
étre utilisé pour ouvrir des données générées par d'autres logiciels de la gamme de produits
Discovery Studio. Il est congu pour offrir un environnement interactif permettant de
visualiser et d'éditer des structures moléculaires, des séquences, des données de réflexion

des rayons X, des scripts et d'autres données.

1.1.2. Banques de données (chimiotheques)
A. PDB (Protein Data Bank)

La banque de données protéiques (Protein Data Banc ou PDB) est une collection mondiale
de données sur la structure tridimensionnelle (Structure 3D) de macromolécules biologiques :
protéines essentielles et acides nucléiques. Ces structures sont déterminées par cristallographie
aux rayons X ou par spectroscopie RMN. Cette base de données est accessible gratuitement a

I'adresse (http://www.rcsb.org/pdb/ ).
B. PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nim.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).

1.2. Meéthodes

1.2.1. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire est un procédé tres utile dans la découverte de médicaments. Il

permet de prédire la conformation (position et orientation relatives d’une petite molécule par

5

rapport a une autre comme cible macromoléculaire) la plus favorable de deux molécules en
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interaction pour avoir le complexe le plus stable, dans lequel différentes approches sont
combinées pour étudier les modes d’interaction entre ces deux molécules. La connaissance de
cette conformation préférentielle permet par la suite 1’estimation de la force d’association

(affinité de liaison) entre ces deux molécules.

Ce travail consiste a étudier les interactions entre série de molécules avec 1’enzyme ou la
cible choisis comme inhibiteurs du SARS-CoV-2 par le Docking moléculaire en utilisant le

logiciel AutoDock Vina.
1.2.2. Reproduction de la structure cristalline

Souvent, les performances d’un programme de Docking moléculaire sont évaluées en termes
de capacité a reproduire le mieux possible des complexes expérimentaux. Autrement dit, il faut
que I’évaluation quantitative de la déformation spatiale entre la pose du ligand calculée par
AutoDock Vina et la conformation dans le complexe expérimental soit la plus petite possible.
Pour cela, on utilise une grandeur scalaire : RMSD (Root-Mean-Square-Deviation).

Le RMSD correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes du ligand (ligand

docké) par rapport a ceux de la molécule d’origine (le ligand de référence).

Le positionnement, c¢’est-a-dire 1’identification correcte du site de liaison sur la protéine,
I’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD. La prédiction est

acceptable si sa valeur ne dépasse pas 2 angstroms.
1.2.3. Choix du complexe

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

définit comme suit :

> 6LU7 : Ce code représente la structure 3D de M-P" constituée d une seule chaine
(A), dans laquelle se trouve un seul ligand, avec une résolution de 2.16 A.
> 6LZG : 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.

5
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1.2.4. Choix du logiciel de Docking moléculaire

Le logiciel « AutoDock Vina » a été selectionne pour les calculs de Docking moléculaire de
par sa disponibilité au laboratoire, sa grande modularité des parameétres (Docking, scoring) et

sa précision de Docking.

1.2.5. Préparation des molécules au Docking moléculaire

Dans ce travail nous avons suivi les étapes suivantes :
A. Préparation des récepteurs

Cette étape préliminaire du Docking moléculaire, consiste au téléchargement des structures
chimiques. La plupart des structures sont disponibles via la «Protein Data Bank » et téléchargés

sous forme PDB (http://www.pdb.org).

Le récepteur est ensuite préparé en définissant les charges partielles de ses atomes par
I'intermédiaire du sous-programme AutoTools qui attribue des charges de type "Kollman™

calculées avec le champ de forces empirique MMFF.

Avant le Docking, chaque enzyme est séparée de son ligand co-cristallisé pour obtenir une
cible avec un site actif libre. Les atomes d’hydrogene sont rajoutés et, les structures sont

enregistrées en format PDBQT.
B. Préparations des inhibiteurs

Les ligands étudiés ont été téléchargés via la chimiotheque PUBCHEM
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Dans ce travail nous avons étudié 28 inhibiteurs d’origine

naturelle et des médicaments.

Puis nous avons utilisés le logiciel GUASSIAN 09W, pour I’optimisation des ligands par la
méthode semi empirique (PM6) afin de trouver les conformations les plus stables. Les
molécules ainsi obtenues sont enregistrées en format pdb. La phase finale de préparation du
ligand a été réalisée par le sous-programme vina. Ce dernier a pour r6le 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 Vina.

@
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Tableau 3-1 : la structure 2D des inhibiteurs

Ligand 2D
o AT
1-Naringine [1\]/'.1 L
E
A
‘q\x/ﬁ\
AL
L A
2-Naringinine g .
3-Pimpinelline
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4-Cholecalciferol

5-Bergamottine

6-Bergaptene
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7-Angélicine

8-Impératorine

9-psoralene

10-a-Tocophérol
(vitamine E)

o
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" O
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; . \l o H
11-Acide ascorbique o No
(vitamine C) N/
VAR
0 0
H
12-Tipranavir
IINII
|
NZ | \>
| ‘NN,N ):/ c N
o

13-Remdisivr
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14-HydroxyChloroquine

15-Nelfinavir

16-Chloroquine

17-Indinavir
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18-Amprenavir

19-Darunavir

20-Ritonavir

21-Remdesivir
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22-Lopinavir

23-Fosamprenavir

24- zidovudine

25-Saquinavir

@



CHAPITRE 03 MATERIELS ET METHODES

26-Lamividune (L

27- Emtricitabine ﬁ
28- DHB - J\? E

1.3. Criblage Par Docking

Tous les ligands de notre série ont été criblé par Docking moléculaire. Le « score » des poses

obtenues pour chaque ligand méne a un classement des meilleures poses basées sur leurs

énergies d'interaction.
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1.3.1. Protocole du Docking moléculaire
Le Docking moléculaire a été réalisé a I'aide du logiciel AutoDock Vina
1.3.2. Paramétres de la grille de calculs

Le programme AutoDock Vina utilise dans les calculs de Docking moléculaire une grille
tridimensionnelle, permettant d’augmenter la vitesse d’évaluation de 1’énergie d’interaction
ligand/récepteur. Cette grille englobe largement le site actif de la protéine étudiée et permet la
rotation libre du ligand dans ce site. Le centre de cette boite est déterminé par les coordonnées
X etY et Z. La boite est alors centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la

taille de tous les ligands étudiés. Les parametres par défaut ont été utilisés pour tous les calculs.

Tableau 3-2: La boite GRID BOX des récepteurs

Récepteurs X Y Z Dimension
6LU7 13.069 9.740 68.490 60 x 60 x 60
6LZG -32.201 28.937 6.225 54x54x54

1.3.3. Algorithme de recherche

Nous avons choisi, algorithme de recherche d’optimisation globale stochastique de type

Iterated Local.
A. Fonctions de score

Lors de la simulation du Docking plusieurs poses candidates peuvent étre obtenues pour
chaque ligand, nous avons sélectionné les meilleures poses avec les énergies les plus basses

selon la fonction de score basée sur une grille « AutoDock Score ».

2. QSAR (Quantitative structure Activity Relationship) :

Les relations structure-activité quantitatives (QSAR) visent la recherche d’une relationentre
les molécules de grandes bases de données et leurs paramétres biologiques pour développer un

modeéle statistique. L’étude QSAR se repose sur un principe qui affirme que la différence de
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propriétés structurelles est responsable de variations observées dans la réponse biologique des
molécules.

La qualité d'un modéle est déterminée par son aptitude a I'ajustement et a la prédiction. L'un
des objectifs importants de la modélisation QSAR est la prédiction de I’activité biologique de
nouveaux composés chimiques qui entrent dans le domaine d'applicabilite du modéle
développé.

Dans ce travail, nous intéressons a I’étude de la Relation Structure-Activité d’une série des
(dérives de 2-amino quinazolin-4(3H)-ones.) utilisée contre le SARS-CoV-2 en se basant sur la
méthode QSAR. L'objectif principal de notre étude est de développer un modéle QSAR sur le

plan statistique pour prédire de manicre précise et fiable I’activité biologique.
2.1. Stratégie globale d’une étude QSAR :

La stratégie de développement d’un QSAR et plus générale quun QSPR ,elle s’articule

autour de 6 points :

e Constituer une base de données Structure - Propriété a partir de mesures quantitatives, fiables
et normalisées de la propriété cible, pour chaque composé et Sélectionner des descripteurs

chimiques en relation avec la propriété cible ;
e Diviser cet ensemble de données en un ensemble jeu d’apprentissage et un ensemble de test;

e Construire des modeles a partir d'un ensemble d’apprentissage avec les outils statistiques
souhaités. Caractériser ces modeles par leurs indices de validation internes et vérifier leur

robustesse par un test d’hasardisation ;
e Valider les modéles avec I'ensemble de test et calculer leur indice de corrélation externe.

e Répéter I’opération de division pour obtenir d’autres ensembles d’apprentissage et de test. La
division optimale donne le plus petit ensemble d’apprentissage capable de bonnes prévisions

pour le plus grand ensemble de test ;

e Explorer et exploiter les modeles validés pour comprendre les mécanismes possibles et faire

des prévisions.

Enfin, pour tout modéle, il est important de savoir pour quel type de molécules il est utilisable

ou non, c'est-a-dire connaitre son domaine d'applicabilite.

@
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Figure 3.1 : Stratégie globale d’une étude QSAR.
2.2.  Collecte des données

L’homogénéité des données est essentielle pour 1’activité, elle doit &tre mesurée par un seul

et méme protocole et dans les mémes conditions expérimentales.

% Bases de données : Plusieurs dérivés de 2-amino quinazolin-4(3H)-one présentent des
propriétés pharmacologiques importantes. Ils sont utilisés dans le traitement de SARS-
CoV-2. Le choix de la base de données expérimentale initiale est une étape critique pour
le développement des modeles QSAR. Elle doit étre composée de données
expérimentales fiables. Pour cette étude nous avons utilisé ’activité inhibitrice IC50 des
dérivés de 2-amino quinazolin-4(3H)-one. Les structures et I’activité biologique
expérimentale des dérivés de 2-amino quinazolin-4(3H) - one sont rapportées dans le

tableau suivant :
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Tableau 3-3 : L'activité anti-SARS-CoV-2 des dérivés de 2-amino quinazolin-4(3H)-one.

o)
I
CI7T N%R:)
Composes IC50 @ (UM) R
1-2 2.6 2,3,4-F3-Ph-NH-
2-1A 0.23 H
3-9B 14 3-F-Ph-NH-
4-2A 0.33 -COCH3
5-2B 0.29 -COCH3
6-2C 0.11 -COCH3
7-5C 0.15 H
8-9G 0.23 3,5-Cl2-Ph-NH-
9-9H 11 3-CH30-Ph-NH-
10-9E 0.24 3,5-F2-Ph-NH-
11-6A 0.21 -COCH2CH3
12-9K 1.7 3-CN-Ph-NH-
13-9L 0.68 3-CF3-Ph-NH-
14-9M 8.8
15-9N 14 Cyclohexylmethyl-NH-
16-6B 7.05 -CO2CH3
17-6C 5.66 -CH3
18-8 2.57 -COCH0OH
19-10A 0.20 7-CF3
20-10B 0.41 7-NO2
21-1B 0.24 H
22-10E 0.47 5-OH
23-10F 1.6 8-OH
24-101 0.33 5,8-Cl2
25-10J 0.25 7,8-Cl2
26-11A 0.21 7-CF3
27-11B 0.51 7-NO2
28-11E 0.15 5-OH
29-11F 0.37 8-OH
30-111 0.35 5,8-Cl2
31-11J 0.24 7,8-Cl2
32-6D 0.57 p-Ts
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33-Remdesivir 3.47

2.3. Traitements des données :

Le développement du modele QSAR nécessite le passage de notre base de composés

chimiques par trois étapes :

> Etape 1 : Préparation de I’ensemble de données ;

> Etape 2 : Calcul des descripteurs ;

> Etape 3 : La modélisation. En utilisant plusieurs logiciels de traitement ci-dessous.

2.4. Matériels utilisés

2.4.1. Programmes (logiciels)

A. ChemDraw Ultra Bio : Est un outil complet destiné aux chimistes et
biologistes, intégrant toute une gamme d’outils intelligents. Il est imposé comme
une référence pour le dessin de structures des composés chimiques. Simple a
utiliser, puissant et qui permet de dessiner de maniére intuitive et efficace en
deux et trois dimensions.

B. Dragon : est une application de calcul de descripteurs moléculaires, Sachant
qu’il n’a pas été concu comme un logiciel QSAR, il ne fournit que des
descripteurs moléculaires et ne peut pas effectuer une analyse QSAR.
Cependant, DRAGON permet la fusion des descripteurs moléculaires calculés
(1664 descripteurs appartenant a différentes classes) et des propriétés définies
par l'utilisateur pour un ensemble de molécules, fournissant un fichier de sortie
complet qui est facilement chargé.

C. Molegro Data Modeller (MDM) est un environnement intégré d'analyse et
d'exploration de données. 1l peut étre utilisé pour créer des modeles de régression
et de classification a I'aide de descripteurs numériques importes.

D. Minitab 18 : En utilisant ce programme nous appliquons la méthode QSAR pour

obtenir une instruction de régression linéaire.
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2.5. Meéthodologie du QSAR

L’étude Relations Quantitatives Structure-Activité (QSAR) passe par trois étapes :

«» Construction des molécules : Pour la construction des structures des molécules on a

utilisé le logiciel « Chem Draw Utra Bio» .5

°» Optimisation : tous les calculs d'optimisation de la structure de la molécule ont été
réalisés avec le logiciel Gaussian 9* par la fonctionnelle B3LYP associée a la base 6-31G (d,

p).
X Modélisation : La modélisation passe par deux phases :

¢ Calcul du descripteur : une géeométrie optimisée a donc été adoptée Plus de 1600 calculs

avec le logiciel DragonV5.4 qui est un logiciel peuvent étre utilisés pour évaluer I'influence de
la structure moléculaire ou les relations propriétés-structure, aussi pour I'analyse de symétrie et

la projection des bases de données des molécules.

¢ Conception du modele : La modélisation consiste a construire des modeles mathématiques,

afin de prévoir et de mieux en comprendre la relation entre la structure moléculaire et I’activité
biologique. Nous avons utilisé la méthode RLM au moyen du logiciel Molegro Data Modeller
03.

2.6. Repartition des echantillons :
Pour la sélection des composes de calibrage et de validation, le bon modele a été choisi avec
selon les parametres statistiques notamment avec une meilleur valeur du coefficient de

corrélation et le test du Fisher.

2.7. Méthodes statistique utilisees :

% La Régression Linéaire multiple MLR :

Est I'une des méthodes de modélisation les plus populaires grace a sa simplicité d'utilisation et
de sa facilité d'interprétation. L'avantage important de la régression linéaire multiple est qu’elle
est tres transparente, puisque l'algorithme est disponible, et que les prédictions peuvent étre

réalisées facilement.

3
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1- Docking moléculaire : Résultats et discussion

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 étudie par Docking
moléculaire I’inhibition d’une série de molécules d’origine naturelle et quelques médicaments

avec deux récepteurs du COVID-19 : ACE2 et MP™,

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

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

Les ligands naturels utilisés dans notre étude appartenant a la famille des flavonoides, des
furanocoumarines 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

Iégumes. Tandis que les médicaments sont des anti HIV et des vitamines.

Nous avons criblé ’ensemble des inhibiteurs étudiés par Docking moléculaire apres avoir

choisir le récepteur qui présente la meilleure affinité pour cette série de composés.

1.1. LeRMSD

La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct du
ligand par rapport a son récepteur. La valeur admise de la déviation quadratique moyenne ou
RMSD (Root-Mean-Square-Derivation) de la pose du ligand calculée par le logiciel par rapport
au ligand de réfeérence est de 2 angstroms, au-dela de laquelle la prédiction est considérée non

adéquate.

Les valeurs du RMSD des complexes de MP™ et du ACE2 sont inférieur & 2 A pour les deux
récepteurs, indiquant que les parameétres pour la simulation d'amarrage est bonne pour
reproduire les structures cristallines. La structure cristalline (6LU7) a une petite valeur de
RMSD (0.733 A) ; par conséquent, son ligand co-cristallisé a été sélectionné et validé pour le

reste de cette étude.

|
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Tableau 4.1: RMSD des deux complexe protéine-ligand

CODE PDB RMSD (A)°
6LU7 0.7333

Figure 4.1 : Comparaison de la conformation expérimentale du ligand avec sa conformation
optimale calculée par Docking moléculaire avec AutoDock Vina (coloré en).

1.2. Laboite GRID BOX des protéines

Pour augmenter la vitesse d’évaluation de I’énergie du systéme, les récepteurs 6LU7 (M"™)
et 6LZG (ACE2) sont plongés dans une grille tridimensionnelle englobant largement le site
actif de la protéine étudie 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 4-2 : 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
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1.3. Interactions ACE2

1.3.1. Présentation du récepteur : Interface S-RBD

Le domaine RBD se lie a la protéine du récepteur ACE2 via ces résidus importants de
I’interface : Phe486, Asnd487, Alad475, Glud84, Tyrd89, Leuds5, GInd93, Tyrd53, Serd94,
Tyrd49, GIn498, Gly496, Gly446 et Asn501, qui contribuent a la stabilité du complexe entre
S-RBD et ACE2.

Tableau 4-3 : Résultats du Docking 6LZG-Ligand.

) Affinité Liaison . .
Ligands X Interactions Interactions
AG hydrogene Hydrophobes électrostatiques
(Kcal/mol) yerop “
GLN 98
saquinavir GLU 208 LEU 391
-12.5 LYS 562
GLY205 ALA 99
LYS 562
Nelfinavir -11.1 HIS 345 HIS 378
TYR 127
] ) ASN 149
Tipranavir -10.5 HIS 505 PHE 504 GLU 145
ARG 273
aavs | HSEE
Indinavir -10.4 ARG 393
ASP 382 PHE 390
TRP 349
) ALA 348
Amprenavir -10 ASP 382 HIS 401 HIS401
PHE 40
Darunavir 9.7 ASP 350 TRP 349
' TRP 69
HIS 401
TRP 369
Ritonavir ASP 350 TRP 349
-9.7 ALA 348 PHE 40 ASP 382
HIS 401 TRP 69
TYR 385
Naringine ASN 198
g 8.9 LEU 85 LEU 85
GLN 98

=y
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LYS 94
PRO 84
ASN 194
ASP206
DHB 86 TYR 202 TYR 202
TYR 196
Beraantene ILE 291 ILE 291
gap 83 PRO 415 PRO 415
ALA 413 PHE 438
TRP 349
Bergamotine 79 SER 47 XEE IZ%%
PHE40
Remdesivir 4 /f\\g’,fl igﬂ TRP 349 ASP 350
AP 38 ARG 393 ASP 382
ILE 291
Methoxane 78 ASN 290 PRO 415
: ILE 291 PHE 438
ALA 413
VAL 209
Imperatorine PRO 565
P 78 GLN98 VAL 212 LYS 562
LYS 562
LEU 95
Naringénine 78 TRP 566 PLI§CL)JSQ(?5 LYS 562
GLU 208 VAL 209 ASP 206
TRP 349
. ASN 394
lopinavir 7.8 ALA 348 ﬁ'}SA,o;o’fg
ASP 350 SHE 40
ALA 348 PHE 40
. ASP 350 PHE 390
Fosampenavir 76 ASN 394 TRP 349 ﬁgg ggg
TYR 385 HIS 378
ASP 382 HIS 401
Angelicine ILE 291
9 74 HIS 540 PHE 438
PRO 415
Simoinelling LYS 562 LYS 562
P 73 ASP 206 LEU 95
ASN 210 VAL 209
ILE 291
Hydroxychloroq PRO 415
uine 6.8 ASN 290 LYS 541
ILE 291 FI1S 540
PHE 436
Psoraléne -6.7 TRP 349 TRP 349

=y
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SER 44

PHE 40
TRP 69
PHE 40
Tocophérols LEU 73
-6.7 PHE 390 LEU 100
PHE 390
LEU 391

TYR 196

Zidovudine -6.4 GLN 98

GLU 208
LYS 562
Chloroquine GLU 208 LEU 95
-6.3 ALA 396 VAL 209
VAL 212
PRO 565

L ASP 509
Emtricitabine 538 SER 511 TRP203

TRP 203

ASP 509

Lamivudine SER 511
-5.8 TRP 203 TRP 203

ARG 514

D’apres les résultats de Docking des inhibiteurs avec I’ACE2, on remarque que le meilleur
score égale a -12 kcal/mol, a été observé avec le médicament saquinavir. Pour Chacun des
inhibiteurs médicamenteux ou naturels, les interactions mis en jeu avec le récepteur sont de
type faible en particulier des liaisons hydrogene et hydrophobe avec des résidus non impliqués
a I’interface S-RBD.

De point de vue énergétique, les anti HIV (saquinavir, nelfinavir, tipranavir, inidinavir,
amprenavir, darunavir et ritonavir) ont les meilleures affinités pour le récepteur ACE2. Tandis
que les deux anti HIV (lopinavir, fosampenavir) ont été classés apres les ligands naturels

(naringine, DHB, bargptene, bergamotine, imperatorine, naringénine).

Par ailleurs, tous les ligands naturels ont présenté des valeurs supérieures a celles de la CQ
et 'HCQ.

Donc, on constate que 1’anti- HIV saquinavir présente le meilleur pouvoir inhibiteur du
récepteur ACE2 par rapport aux autres ligands €tudiés. Malgré les valeurs d’affinité de la
plupart des inhibiteurs y compris les inhibiteurs naturels pour ce récepteur, les interactions

ligand- récepteur ont été moins importantes.

ry




CHAPITRE 04 RESULTAT ET DISCUSSION

1.4. Interactions 6LU7 MP' :

1.4.1. Présentation du récepteur :

Site actif : Le site actif de I'enzyme est constitué des résidus suivants : His41l, Met 49,
Phel40, Lueldl, Asnl142, Gly143, His163, His164, Met165, Glul66, Leul67, Prol168, His172,
GIn189, Thr190 et Ala191. Les résidus d'acides aminés His41 et Cys145 représentent la dyade
catalytique dans le site actif, situé entre les domaines I et 11 1. His164 est essentiel pour l'activité
enzymatique. Selon Yang et al. His163, His172 et Glu166 fournissent la porte d'ouverture pour

les substrats actifs 2.

Tableau 4-4 : Résultats du Docking 6LU7-Ligand (tous les inhibiteurs).

Liaison Interactions Interactions
Inhibiteurs Affinité hydrogene Hydrophobes électrostatiques
TYR154 ARG298
saquinavir -10.1 ARG298 PHES
ILE152
PHE294
indinavir -10 ASP153 ARG298
VAL104
L PHE294
Nelfinavir -9.5 SER158 VAL 104 ASP153
PHE294
tipranavir -9.5 TYR154 ARG298
PHE8
THR199
Darunavir 8.9 LEU287 LEU287
' GLY275 LEU286
LEU272
SER158
ARG298
Naringine 8.6 ASP153 \|/|_AEL110064
GLN110
LEU287
amprenavir -8.5 TYR237 tggggg
LEU272
SER158
Ritonavir -8 SER158 \F;ilizl%i
ILE152
. THRA45 HIS41
lopinavir -7.8 SER46 PRO168 GLU166

ey
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ASN142 MET165
THR24 MET49
GLN189
. CYS145 MET165
Bergamotine -7.8 GLY143 HIS163 HIS41
Remdesivir 77 GLY143 GLU166 GLU166
' GLU166 MET49 HIS41
HIS41
HIS41
S| wene
Fosampenavir -71.6 MET49 GLU166
HIS163 HISA1
GLU166
LEU141
HIS164
THR111 TYR154
DHB S ARG298 ARG298
Naringénine 75 ASP187 MET49
' GLU166 CYS145
GLY143
imperatorine -6.8 HIS164 I\'>I/|EE'IT14695
CYS145
HIS41
Pimpinelline -6.4 ::%4116 MET165
CYS145
ARG131
LYS137 LYS137
Methoxane -6.3 THR199 LEU286 ASP289
TYR239
ARG279
Acide 6.3 LEU220
ascorbique ' TRP218
SER267
Hvdroxvehlor HIS164 CYS145
Y e -6.2 GLY143 CYS145 HIS163
a GLU166
bergaptene -6.2 HIS 41, TYR54 | MET165 HIS41
GLY143
. GLU166
Chloroquine -5.8 HIS164 CYS145 HIS163
CYS145
MET165
Angelicine -5.7 CI;—h’S\IllE?A? HIS41
MET165
‘ ARG298
Psoraléne -5.6 PHES

ry
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ILE106
Tocophérols -5.6 GLN110 VAL104
PHES

CYS145
HIS163
MET165
Emtricitabine -5.6 PHE140 CYS145
GLU166
PHE140
GLU166

HIS41
SER144
lamivudine -5.2 MET165
CYS145
ASN142

D’aprés les résultats de Docking des inhibiteurs avec le MP® on remarque que le meilleur
score égale a -10 kcal/mol, a été observe avec le médicament saquinavir. Les médicaments anti
HIV présentant les meilleurs scores ont établies des interactions avec des résidus non impliqués
au site actif du récepteur MP™, tels que saquinavir, indinavir, nelfinavir, tipranavir et darunavir
Par ailleurs, les anti HIV lopinavir, remdesivir et fosampenavir moyennement classés ainsi que
les deux derniers emtricitabine et lamivudine ont établies des liaisons avec les acides aminés
du site actif (Glu166, Met 165, His 163, GIn 189, Leu 141...) etavec la dyade catalytique His41
et Cys145.

Les inhibiteurs d’origine naturelle présentent des interactions de type hydrogeéne ou
hydrophobe ou électrostatique avec des résidus impliqués au site actif et en particulier la dyade

catalytique sauf la naringine malgre sa valeur d’énergie (-8.6 k cal/mol).

De point de vue énergétique, les ligands naturels ont présenté des valeurs supérieures ou a

celles de la CQ et ’HCQ sauf I’angélicine, le psoraléne et les tocophérols.

Donc, on constate que 1’anti- HIV saquinavir présente le meilleur pouvoir inhibiteur du
récepteur MP™ par rapport aux autres ligands étudiés. Malgré les valeurs significatives de
I’énergie trouvée avec les médicaments, les interactions mis en jeu avec le récepteur ont été

moins importantes contrairement aux inhibiteurs naturels.

Y
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1.5. Comparaison entre les résultats de Docking obtenus avec les deux
récepteurs ACE2 et MP" ;

Par comparaison des résultats de Docking de la méme série d’inhibiteurs d’origine naturelle
et des médicaments avec le MP et I’ ACE2 (S-RBD), on constate que les meilleurs scores (-12
et -10 kcal/mol) ont été observé avec le médicament saquinavir pour I’ACE2 et le MP™
respectivement. Tandis que pour les composés d’origine naturelle, les meilleures affinités (-8.9
et -8.6 kcal/mol) ont été obtenues avec la naringine pour I’ ACE2 et le MP™ respectivement. De
maniére générale, les inhibiteurs d’origine naturelle présentent une affinité vis-a-vis a MP°
voisine a celle avec I’ACE2. Ces deux inhibiteurs de différente nature (saquinavir et naringine)

présentent avec les deux récepteurs les plus faibles énergies d’interaction.

La stabilitt de la plupart des complexes est attribuée aux liaisons hydrogéne et
hydrophobiques. Tandis que les interactions électrostatiques contribuent aussi a la stabilité de
quelques complexes avec le MP™ tels que les anti HIV (lopinavir, remdesivir, fosampenavir,
nelfenavir), les anti malaria (CQ et HCQ) et le ligand naturel bergamotine ainsi que d’autres
complexes avec I’ACEZ2 (tipranavir, ritonavir, remdesivir, fosampenavir) et les ligands naturels

(impératorine et naringénine).

Donc, on peut conclure que le pouvoir inhibiteur des composés naturels étudiés avec le MP™
est plus important qu’avec I’ACE2 en raison des interactions mis en jeu avec le site actif du
récepteur. Ces interactions ligand- récepteur sont de type faible en 1’occurrence des liaisons

hydrogene et hydrophobes.

1.6. Inhibition du récepteur SARS-CoV-2 (MP™) par les ligands d’origine

naturelle:

Dans le but de trouver de nouveaux composés naturels efficaces contre la pneumonie
COVID-19, nous avons criblés par Docking moléculaire 1’ensemble des inhibiteurs étudiés.
Donc, dans le reste de cette partie nous nous sommes concentrés sur 1I’inhibition de SARS-CoV-
2 (MP) par une série de molécules naturelles et deux médicaments (Chloroquine et

Hydroxychloroquine).

Cw
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Tableau 4-5 : Résultats du Docking moléculaire 6LU7-LIGAND

Ligands Affinité | Liaison hydrogene Interactions Interactions
Inite Hydrophobes | gjectrostatiques
Bergamotine -7.8 CYS145, GLY143 | MET165, HIS163 HI1S41
Naringénine =75 ASP187, GLU166 | MET49, CYS145
_ GLY143, HIS164
Impératorine -6.8 MET49, MET165
CYS145
) HIS164, CYS145
Hydroxychloroquine -6.2 CYS145 HIS163
GLY143, GLU166
Bergaptene -6.2 HIS 41, TYR54 MET165, HIS41
) GLY143, GLU166
Chloroquine -5.8 CYS145 HIS163
HIS164, CYS145

1.7. Energies d’interaction : affinité des ligands pour le récepteur MP™

La Bergamotine, la naringénine, la chloroquine, I'hydroxychloroquine, le bergapténe et
I'impératorine ont été étudiés comme inhibiteurs potentiels du SARS-CoV-2 MP™ (Tableau 4-

2). L'énergie d’interaction (AG) a été estimée comme suit :

AG=AG complexe-AG ligand-AG protéine

Les énergies d’interaction obtenues a partir du Docking moléculaire de 6LU7 avec les
ligands naturels : Bergamotine, Naringénine, Impératorine, Hydroxychloroquine, Bergaptene

et Chloroquine sont :- 7,8, -7,5,-6,8, -6,2, -6,2, -5,8 kcal/mol, respectivement.

L'analyse du Docking a révelé le potentiel inhibiteur des ligands étudiés, classés par affinité :

Bergamotine > Naringénine > Impératorine > Hydroxychloroquine Bergaptene > Chloroquine.

La stabilité de ces complexes (ligand- récepteur) est assurée par des interactions faibles
établies entre le ligand (inhibiteur) et le récepteur (protéine) telles que les liaisons VDW, les
liaisons électrostatiques et les liaisons H. Pour élucider le type d'interaction entre le ligand et

MP™, nous avons analysé les interactions du complexe obtenu.

o |
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1.8. Etude des interactions du MP™ (6L U7)

Les résultats obtenus montrent que tous les ligands naturels interagissent avec les résidus du
site actif et en particulier avec la dyade catalytique de HIS41 et CYS145. La bergamotine
présente la plus grande valeur d’affinité pour le récepteur M"™ (PDB ID 6LU7), ce ligand est
stabilisé par deux interactions hydrogéne l'une avec CYS145 et l'autre avec GLY 143 et deux
liaisons hydrophobes formées avec les résidus MET165 et HIS163 ainsi qu'une interaction

électrostatique avec HIS41 (Figure 4. 2).

Deux interaction hydrophobes réalisés avec les résidus MET49 et CYS145, ainsi que deux

liaisons hydrogene avec ASP187 et GLU166, stabilisent le ligand naringénine (Figure 4. 3).

Le ligand impératrice a montré trois interactions hydrogéne avec GLY143, HIS164 et
CYS145, ainsi que deux interactions hydrophobes avec MET49 et MET165.

De plus, la molécule d'hydroxychloroquine est stabilisée par des liaisons hydrogéne générées
par les résidus GLY143, HIS164, CYS145 et GLU166, ainsi que par des interactions
hydrophobes et électrostatiques formés par CYS145 et HIS163 (Figure 4.4). Le bergapténe
forme deux interactions hydrogéne avec HIS41 et TYR54 et deux interactions hydrophobes

avec les résidus MET165 et HIS41, ce dernier étant I'un des résidus de la dyade catalytique.

Le ligand chloroquine a révélé quatre liaisons hydrogéne avec les résidus GLY143,
GLU166, HIS164 et CYS145, une CYS145 hydrophobe ainsi qu'une liaison hydrophobe CYS
145 et une liaison électrostatique avec HIS163 (Figure 4.5).

Deux résidus de la dyade catalytique, CYS145 et HIS41, participent a différentes
interactions (liaison H et liaison électrostatique) pour le ligand bergamonttine, qui a la meilleure
affinité pour le récepteur MP™ (énergie de liaison la plus faible). Dans les autres ligands, un seul

résidu de la dyade catalytique est impliqué.

Y
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Figure 4.2 : Mode d'interaction de 6LU7-bergamotine 2D, 3D.
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Figure 4.4 : Mode d'interaction de 6LU7-hydroxychloroquine 2D, 3D.
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Figure 4.5 : Mode d'interaction de 6LU7-Chloroquine 2D, 3D.

1.9. Propriétés pharmacologiques des ligands

Ce test est réalisé pour faciliter la création de nouvelles molécules médicamenteuses dont
les molécules doivent répondre aux conditions des cing regles de Lipinski suivantes : poids
moléculaire : < 500, nombre de donneurs de liaisons hydrogene : < 5, nombre d'accepteurs de
liaisons hydrogene : < 10, lipophilie (exprimé en LogP) : 5 et réfraction molaire de 40 4 130.32

Les résultats de cette étude sont présentés dans le tableau.

La naringénine, l'impératorine, la bergamonttine, I'hydroxychloroquine, le bergaptene et la
chloroquine ont les poids moléculaires suivants : (293, 273, 340, 335, 234 et 226) g/mol et ont
un poids moléculaire de 500 g/mol et présentent également les caractéristiques polaires
topologiques suivantes. Valeurs de surface (TPSA) ) (97, 53, 44, 48, 48, 44 et 64) A?. Des

valeurs TPSA plus basses donnent de bons résultats.

Tableau 4-6 : Résultats des propriétés de Druglikeness des ligands.

Propriété . . . . Hydroxy .
médicamenteuse Naringenine | Imperatorine | Bergamottine chloroquine bergaptene | chloroquine
Poids
moléculaires 293 273 340 335 234 226
g/mol
Consensus Log 0.44 2.47 4.76 3.29 1.06 0.6
Po/w
Log S -1.67 -3.52 -5.2 -3.91 -1.77 -0.6
Num. H-bond 5 4 4 3 4 4
accepteurs
Num. F)(?nneurs 4 0 0 2 0 4
de liaisons
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Reactivite 74 74 99 98 56 58
moléculaires
Lipinski YES YES YES YES YES YES
Ghose YES YES YES YES YES YES
Veber YES YES YES YES YES YES
Egan YES YES YES YES YES YES
Muegge YES YES NO YES YES YES
_ Scorede 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
biodisponibilité
TPSA 97 44 48 48 44 64
Num. Il_alsons 4 3 6 9 1 9
rotatives
Solubilité -1.67 -3.52 -5.2 -3.91 -1.77 -0.6

En comparant les valeurs de lipophilie (LogP) de notre série de ligands, nous observons
qu'ils ont des valeurs inférieures a cing, indiquant qu'ils ont produit d'excellents résultats et

peuvent étre facilement absorbés par I'organisme.

Cependant, les valeurs de solubilité LogS des ligands testés sont comprises entre 4,06 et

0,25. La bergamotine a la valeur la plus élevée ; les valeurs inférieures sont toujours visibles.

Tous les ligands ont un nombre de donneurs de liaisons hydrogene : 5, un nombre
d'accepteurs de liaisons hydrogene : 10 et des valeurs de réactivité comprises entre 35,75 et
130. On peut donc dire que la régle des cing de Lipinski a été vérifiée. La régle de Weber, qui
représente la biodisponibilité orale d'une molécule médicamenteuse potentielle ; est vérifiée

pour tous les ligands étudiés.

De méme, la régle d'Egan qui définit I'absorption d'une molécule médicamenteuse est
vérifiée pour tous les ligands ; en revanche, les deux regles de Veber, Egan et Muegge sont

vérifiées.

Nous avons également remarqué que certains ligands ont des effets sur la reproduction, des
propriétés irritantes, mutagenes et tous les ligands ont montré un score de biodisponibilité de

0,55 et un bon score de médicament, solubilité et score de médicament.

Y
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1.10. Résultats ADMET (absorption, distribution, métabolisme, I'excrétion,

et de toxicite) :

Les tests ADME permettent de déterminer les propriétés pharmacologiques et

pharmacodynamiques d'un médicament dans un systeme biologique.

Les propriétés ADME/Tox (absorption, distribution, métabolisme, excrétion/toxicologie) de
ligne PreADMET

(https://preadmet.bmdrc.kr/). Ce serveur permet de calculer les propriétés pharmacocinétiques

tous les ligands ont été calculees a laide du serveur en

telles que : I'absorption intestinale humaine (HIA), la perméabilité cellulaire, le caco-2 in vitro
(PCaCO2), la perméabilité des cellules Kidney Maden Darby (PMDCK), la perméabilité

(PSkin), la liaison aux protéines plasmatiques (PPB) et le sang, pénétration cérébrale.

Les résultats sont répertoriés dans le tableau 4-7.

Tableau 4-7 : Résultats du test ADME/T des ligands (diverses propriétés pharmacocinétiques

et pharmacodynamiques).

Propriétés Naringénine | Imperatorine | Bergamotine ch|_||c§/rdor<;):i>|/1e bergaptene | chloroquine
HIA (%) 87.31 97.72 97.39 94.66 98.16 98.05
Absorption Caco-2
cellule (nm 10.52 56.10 49.82 46.08 43.47 56.61
sec-1)
MDCK 44.63 228.71 0.12 45.10 52.91 0.29
P
Distributio S T -3.16 -2.49 -3.08 -3.70 253
Perméabilité
n BBB 0.59 2.70 0.36 2.28 2.07 7.73
Cyp-2C19- Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Non Inhibiteur Non
inhibition
Cyp-2C9- | |phibiteur | Inhibiteur | Inhibiteur Non Inhibiteur Non
Meétabolism | inhibition
e Cyp-2D6- Non Non Non Inhibiteur Non Inhibiteur
inhibition
Cyp-2D6-
yp Non Non Non Substrat Non Substrat
Substrat

3
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Cyp-3A4- - . . .
Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Non Inhibiteur Non
Inhibition
Cyp-3A4- .
Non Faible Substrat Substrat Non Substrat
Substrat
Mutagénicit . . . . . .
] mutagene mutagéne mutagene | mutagéne | mutagéne | mutagéne
é
Cancérogéni L L, .. L L L
. ) négative négative Positive négative négative négative
cité Souris
toxicité Cancérogéni
cité Positive négative négative négative Positive Positive
Rat
HERG Risque Risque Risque Risque Risque Risque
inhibition moyen moyen moyen moyen moyen moyen

Le paramétre cellulaire Caco-2 est utilisé pour prédire les parametres d'absorption et de
distribution afin de déterminer la perméabilité du composé. Les paramétres des cellules Caco-
2 variaient de 4 a 70 nm/s, y compris la perméabilité moyenne. L'absorption intestinale humaine
(HIA) peut prédire le pourcentage d'absorption de l'intestin humain (%HIA) et la liaison aux
protéines plasmatiques (%PPB) est utilisée pour déterminer le degré auquel les médicaments se
lient aux protéines dans le sang. Plus la valeur du médicament lié est inférieure a 90 %, plus il

peut traverser efficacement les membranes cellulaires ou se diffuser.

En raison de ces données et valeurs, les ligands ont un score d'absorption intestinale humaine
(HIA) plus élevé. Une valeur HIA plus élevée indique que le composé pourrait étre mieux
absorbé par le tractus intestinal par administration orale, alors les valeurs de Caco-2 concordent
avec les valeurs obtenues (valeur entre 4 et 70 nm/s). Ainsi, tous les ligands se sont avérés avoir
une perméabilité moyenne. Valeurs BBB (CBrain/CBlood) et composés de débogage qui ont

des valeurs supérieures a 1.

(CBrain/CBblood > 1) sont considérés comme actifs dans le Systeme Nerveux Central
(SNC) et peuvent provoquer des effets indésirables, tandis que les composes avec des valeurs

inférieures a 1 (CBrain/CBblood <1) sont classés comme inactifs dans le SNC.

ES
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Par conséquent, les ligands Bergaptene, impératorine, hydroxychloroquine et chloroquine
avaient des valeurs supérieures a 1 (CBrain/CBblood > 1), indiquant qu'ils sont actifs dans le

SNC et peuvent provoquer des effets indésirables.

Effets, tandis que la naringénine et la bergamotine avaient des valeurs inférieures a 1

(CBrain/CBblood 1), qui sont considerées comme inactives dans le SNC.

Le test de toxicité AMES est utilisé pour déterminer si une substance est mutagéne ou non ;
la plupart des ligands testés sont mutagénes. Une prédiction de cancérogénicité négative indique
qu'il existe des preuves d'activité cancérogene, tandis qu'une cancérogénicité positive indique
que la substance d'essai n'est pas cancérogene. De plus, I'inhibition de HERG pour tous les

ligands présente un risque modére.

Sur la base des résultats dADMET, on peut conclure que les propriétés biologiques et
pharmacologiques des ligands naturels sont plausibles, leur permettant d'avoir une

biodisponibilité acceptable et donc des options intéressantes contre le SRAS-CoV-2.
1.11. Simulation de Dynamique moléculaire

La simulation de dynamique moléculaire (DM) est la méthode la plus largement utilisée pour

évaluer les micro- interactions entre la structure du ligand et celle de la protéine.

Pour une meilleure compréhension de la stabilité et de la dynamique de tous les complexes,
des simulations MD de 50 ns ont été utilisées. RMSD, RMSF, Rg et SASA ont été évalués apres

des simulations MD.

Les simulations MD de 50 ns ont été réalisées dans des conditions standard. Le champ de
force CHARMM était appliquées pour obtenir les attributs topologiques des protéines et des
ligands 3. Le thermostat Berendsen contrdlait la température des simulations. Les interactions
électrostatiques ont été traitées par le maillage particulaire Méthode d'Ewald (PME) avec une
distance de coupure de 1,2 nm ; et les interactions de van der Waals étaient modélisé a l'aide
d'un seuil de 1,4 nm . L'ensemble du systéme a été assoupli & I'aide de I'algorithme de descente
la plus raide. Les équations classiques du mouvement de Newton ont été intégrées a l'aide de
l'algorithme Leap-Frog et la méthode de couplage faible de Berendsen °. Les coordonnées de la
trajectoire ont été enregistrées tous les 500 pas avec un pas de temps de 1 fs. Toutes les

simulations MD ont éteé réalisées a l'aide de la version du package GROMACS 2020. Des

o ]
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calculs de I'écart quadratiqgue moyen (RMSD) ont été effectués pour identifier les ensembles
partageant mémes caractéristiques conformationnelles. Alors que les calculs de la fluctuation
quadratique moyenne (RMSF) trajectoires ont été utilisées pour déterminer les parties les plus
mobiles du systeme, en particulier celles impliquées dans I'interaction entre la protéine et les
ligands. Le rayon de giration (Rg) a été utilise pour évaluer la compacité de la protéine ainsi

que sa stabilité.

Enfin, la surface accessible aux solvants (SASA) a été utilisée afin de conserver le repliement

et la stabilité des protéines.

Berga —— Chlor

HYdro = Imper == Nafin = Bermo
Berga ———Chlor =———Hydr0 = Imper =———Narin =—Bermo
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Figure 4.6 : Comparaison et représentation détaillée de (A) RMSD : écarts quadratiques
moyens, (B) RMSF : fluctuations quadratiques moyennes, (C) Rg : rayon de giration et (D)
SASA : surface accessible au solvant, sur le temps de 50 ns de référence M"™ et tous
complexes.

Les tracés de I'écart quadratique moyen (RMSD) montrent que tous les complexes sont restés
stables sur 15 a 40 ns de simulation avec des valeurs moyennes allant de 0,18 a 0,22 nm. Les
résultats RMSD indiquent que la liaison entre MP™ et tous ces ligands est stable. Le rayon de
giration (Rg) a été utilisé pour évaluer la compacité des complexes et Rg de tous les systemes

s'est avéré stable avec la RMSD du systeme. Cela indique que la protéine était stable et
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comprimée pendant 50 ns. Les valeurs moyennes de Rg vont de 2,23 a 2,27 nm. Pour calculer
davantage la flexibilité résiduelle sur un temps de 50 ns, les fluctuations de RMSF ont été
mesurées. Les fluctuations totales de tous les complexes sont approximativement les mémes.
Les valeurs moyennes de RMSF sont comprises entre 0,079 et 0,098 nm. La surface accessible
au solvant (SASA) est une méthode alternative pour maintenir le repliement et la stabilité des
protéines. Les valeurs SASA calculées pour le type sauvage et les mutants sont présentés a la
(Figure 4.6). Les valeurs SASA moyennes pour les complexes se sont avérées étre de 147 nm?
(Berga), 148 nm? (Chlor), 148 nm? (Hydro), 146 nm? (Imper), 145 nm? (Narin) et 151 nm?
(Bermo). Cela signifie qu'il n'y avait pas de différences notables dans la zone disponible de tous

les systémes pendant le processus de simulation.
2.Relation Quantitative Structure-Activité (QSAR)

L'étude QSAR a été focalisée sur une série de 33 substituants aux dérivés de 2-amino
quinazolin-4(3H)-one., afin de déterminer une relation quantitative entre la structure et les
activités inhibitrices du SARS-CoV-2.

2.1 Régression linéaire multiple

Afin de sélectionner les descripteurs prédominants qui affecteront les activités anti-SARS-
CoV-2 des composés étudiés, I'analyse de corrélation a été effectuée avec le logiciel Molegro
Data Modeller 03, prenant chaque descripteur calculé en tant que variable indépendante et
pIC50 comme variable dépendante. Sur la base de l'analyse de corrélation, la méthode de

régression linéaire multiple a été utilisée pour établir le modéle QSAR.
Nous avons divisé I’ensemble de données en deux sous-ensembles :
» Training _set : destiné a l'apprentissage d'un modele.
» Test set : destine a I'évaluation du modéle

Afin de sélectionner la meilleure performance de régression, on utilise les parametres
statistiques suivants : le coefficient de corrélation multiple R, le coefficient de détermination
R?, le coefficient de détermination ajusté R? ajusté, le coefficient de prédiction Q?, la statistique

de Fisher F et I’écart type S.
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2.1.1 Equation et analyse de régression

Le modéle QSAR obtenu en utilisant la méthode de régression linéaire multiple (RLM)

est représenté par I'équation suivante :

pIC50=1.643 + 62.1 JGI3 + 0.657 G3u

Ce modeéle reliant la variable dépendante pIC50 avec les deux descripteurs, est accompagné
par les mesures statistiques R, R?, R 2 4ust, Q% et les paramétres statistiques obtenus par la

régression sont rassemblés dans le tableau suivant :

Tableau 4-8 : Parametres statistiques RLM de 2 descripteurs

Les paramétres statistiques de ce modele sont :

S R Q2 R? R? ajust F

0,405701 79,10% 40.50% 59,25% 56,54% 21.81

Le coefficient de corrélation multiple (R = 0.791) nous indique qu'il existe une corrélation
entre les valeurs d'activité biologique observées et prédites par le modele. En termes de
variabilité, les résultats d'analyse ajustés ont montré une variance de 79,10%% et 59,25%,

respectivement.

Les observations sont regroupées selon deux descripteurs (JGI3 et G3u).

2.1.2 Analyse de variance
La variance est une mesure de la distance entre les données et la moyenne, la variance de

I’échantillon est égale au carré de I’écart-type de 1’échantillon.

Cette corrélation est vérifiée en examinant, la présence ou 1’absence de corrélation entre
I’ensemble de descripteurs et I’activité biologique par la statistique de Fisher et 1’utilisation des

valeurs de la statistique test de Student.

3
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Tableau4-9: Résultats de 1’analyse de la variance

Source DDL Somme des CM F P
carres
Régression 2 7181 3.590 21.81 0.000
[Erreur 30 4.938 0,164
résiduelle
Total 32 12,119

La Probabilité pour le test de Fisher p < a=0.05 ce qui montre que le modele est significatif.

Les statistiques DW sont utiles pour évaluer la présence ou I'absence d'une autocorrélation

en série des résidus des modeles de régression. Si la statistique DW est sensiblement inférieure

a 2, il existe des preuves d'autocorrélation en série positive et une valeur vers 4 indique une

autocorrélation négative.

Dans notre étude, la valeur DW de modele 1.65258 est plus proches de 2, ce qui montre que

la valeur est au-dessus de l'autocorrélation positive.

Nous avons reconstruit le modele optimal établi précédemment, en utilisant ’analyse de

régression linéaire multiple par le logiciel MINITAB 18 .5
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Figure 4.7 : Valeurs résiduelles ajustées en fonction des valeurs ajustées
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Tableau 4-10 : Definition des descripteurs

Descripteur Groupe Définition
1GI3 Autocorrélations Indice de charge topologique moyen
2D d’autocorrélation d’ordre 3-2D

3éme composante symétrie
directionnelle WHIM indice/non
pondéré.

Descripteurs

G3u WHIM

A. Analyse des résultats :

La valeur de coefficient de détermination R?=0.5925 montre que 59,25% de la variabilité du
pIC50 est expliquée par les descripteurs. Le reste de la variabilité est di a des effets (autres
variables explicatives) qui ne sont pas pris en compte ou bien les descripteurs sélectionnés ne

sont pas totalement descriptifs.
B. Interprétation :

Les deux descripteurs sont utilisés pour obtenir des informations pertinentes sur la molécule.

IIs sont importants pour construire un modéle QSAR

Dans I’équation de modéle, le coefficient positif élevé JGI3 (Indice de charge topologique
moyen d’ordre 3) explique qu’il entraine une augmentation de l'activité biologique de ces
composés. Cela signifie que ce descripteur topologique qui renseigne sur I'échange de charges
entre atomes situés a une distance topologique d’ordre 3, nous donne d’importantes
informations sur pIC50. Par conséquent, plus la valeur de cet autocorrélation est élevée, plus

grande sera l'activité biologique.

Le coefficient de descripteur de I’Indice de symétrie WHIM base sur des indices statistiques
et des projections calculées des atomes le long des axes principaux, a un signe positif dans le
modele. Le descripteur géometrique (G3u) donne des informations 3D moléculaires pertinentes
concernant la taille, la forme, la symétrie et la distribution des atomes moléculaires, donc toute

augmentation de ce descripteur entraine une augmentation de I’activité biologique.
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2.1.3Validation du modele

Un modele QSAR peut étre obtenu par le hasard, pour cette raison, il faut toujours s’assurer

de sa stabilité. Pour la validation, nous avons utilisé 33 des composés étudiés.
A. Validation Leave one out (LOO)
La procédure LOO (mettre une molécule a parts) a donné une valeur moyenne
R? 4just = 56,54%,
Cette valeur est loin de la valeur de R2= 59,25 %.

Tableau 4-11 : Paramétres de validation croisée LOO

PRESS SSY PRESS/SSY SPRESS R? ajust

0.16459 3.59074 0.045837 0.09094 56,54

PRESS (carrés de la somme résiduelle prédite) sa valeur étant inférieure a SSY (somme des
carrés de la valeur de réponse) pour un modele raisonnable de QSAR le rapport PRESS/SSY

doit étre inférieur a 0,4.

Les résultats présentés dans le tableau montre que le modele QSAR développé présente une
faible valeur de SPRESS est de 0.09094 (<0.200) ce qui indique que le modele présente une

petite valeur résiduelle entre 1’activité biologique observée et prédite.

B. Vérification des critéres de Tropsha

Tableau 4.12 : Parameétres statistiques de test

2_R2
thest R20 |R2-R20| |%|
0.79 0.59 0.03 -0.05
R%=0.59
IR%-R%|= 0.03

Y
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R?-R% =-0.05

RZ

Un modéle de QSAR ne posséde une puissance prédictive acceptable que si les conditions

suivantes sont satisfaites :
R2>0.6, |R*>-R%| <0.1 IR2-R%]<0.3
RZ

Tous les critéres de Tropsha sont vérifiés, alors notre modele est fiable.

Droit d’ajustement

5883 8

30
20

pIC 30 prédites

-10 0,5 0,0 0,5 10

pIC 50 expérimentales

Figure 4.8 : Variation des valeurs expérimentales en fonction des valeurs prédites

R/

% Interprétation du graphe :

La qualité de I'ajustement a été vérifiée en représentant les valeurs pIC50 expérimentales en
fonction des valeurs prédites de pIC50 (Figure 4.8) montre une faible dispersion autour de la
droite d'ajustement ce qui traduit la faiblesse des erreurs lors du calcul. On déduit donc, qu’on
a un bon ajustement confirme par les valeurs du coefficient de corrélation issus de la régression
R2 supérieures a 59%, pour les deux ensembles (Calibration et Validation) ainsi que R ajust et

la valeur de I’écart type (S= 0.40). Cela prouve la performance du modele établi.

e
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Conclusion générale

Dans la lutte contre le SRAS-CoV-2, les scientifiques ont adopté différentes approches,
notamment en essayant d'inhiber les protéases nécessaires au cycle de vie du virus a l'aide de

médicaments et de composés naturels.

Dans ce travail, nous avons donc étudié l'inhibition du SARS-CoV-2 en utilisant I'amarrage
moléculaire et la dynamique moléculaire avec plusieurs composés naturels, dont l'objectif
principal étant de trouver de nouvelles molécules capables d'inhiber ce virus. Nous avons réalisé
le Docking deux récepteurs du SRAS-CoV-2 la protéase principale (6LU7) et I'enzyme de
conversion de l'angiotensine 2 ACE2 (6LZG) avec une série de flavonoides et de coumarines
et de médicaments (CQ et HCQ).

L’étude de leurs interactions avec ces enzyme (ACE2 et M), suivie d'une utilisation de la

régle de Lipinski et les propriétés ADMET a été cruciale.

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 MP est plus important qu’avec
I’ACE2 en raison des interactions mis en jeu avec le site actif du récepteur. Ces interactions

ligand- récepteur sont de type faible en I’occurrence des liaisons hydrogéne et hydrophobes.

Donc, la protéase MP° du SARS-CoV-2 s’avére une cible thérapeutique prometteuse pour

la découverte de nouveaux médicaments contre le COVID-19.

Les résultats dADMET ont revélés que la majorité des ligands naturels étudiés ont des
propriétés biologiques et pharmacologiques intéressantes, leur permettant d'avoir une meilleure

biodisponibilité.

Une simulation de dynamique moléculaire (MD) a été réalisée dans notre étude afin de mieux

comprendre la stabilité et la dynamique de tous les complexes. Comme résultat préliminaire,
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ces ligands naturels semblent étre des candidats potentiels prometteurs pour l'inhibition du
SRAS-CoV-2.

Dans le but de prédire I’activité biologique de nouveaux inhibiteurs du SARS-CoV-2,
I’approche QSAR a été employée pour trouver une relation quantitative Structure-Activité
d’une série des anti-SARS-CoV-2.

Ainsi, une corrélation a été obtenue entre I’activité inhibitrice mesurée des dérivés de 2-
amino quinazolin-4(3H)-one (Concentration Inhibitrice Médiane 1C50) et les descripteurs
moléculaires calculés par le logiciel Dragon, a partir des géométries préalablement optimisées

avec la fonctionnelle B3LYP/6-31G (d, p) intégre au programme Gaussian.

Afin de sélectionner les descripteurs prédominants qui affecteront les activités anti-SARS-
CoV-2 des composés étudiés, I'analyse de corrélation a été effectuée avec le logiciel Molegro
Data Modeller 03, la méthode de régression linéaire multiple a été utilisée pour établir le modéle
QSAR.

Le traitement statistique suivi par le Minitab montre que le modéle obtenu a une qualité
statistique acceptable et fiable (R=0.79 et R?=0.59). Une validation rigoureuse a été utilisée
pour juger la stabilité, la justesse et la capacité prédictive du modéle obtenu. La qualité de
I’ajustement du modele développé a été vérifiée en procédant a la représentation des valeurs

calculées en fonction du celles observées (Ro 2 = 0.56).

Ce modele QSAR qui indique I’existence d’une corrélation entre deux descripteurs issus de
la structure moléculaire du composeé et son activité biologique, peut étre utilisé pour prédire

I'activité biologique inconnue d'un nouveau composé.

Sur la base de ces résultats, nous envisageons d’approfondir I’étude de 1’effet de nouveaux composés
sur l'inhibition du SARS-CoV-2, en faisant appel a d'autres programmes de Docking moléculaire et du

QSAR avec I’utilisation des bases de données plus larges.

En termes de perspectives, une étude expérimentale in vitro et/ou in vivo s’avéré nécessaire pour

valider les molécules étudiées en tant qu’inhibiteurs du SARS-CoV-2.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
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threat to humanity. Discovery of an effective medication regime against this ~ Accepted 24 June 2022
infection still under development. In the present study the potentiality of
selected naturally occurring compounds as a SARS-CoV-2 MP™ binder were
investigated employing molecular docking and dynamics simulation. The
Quantum chemical calculations were used to optimize the 3 D geometry of hits.
Known inhibitor profiles were used for comparison purposes. The valuesof
Binding Energy showed that the majority of natural ligands have better
affinity to MP®, compared to drugs used to cure SARS-CoV-2. The biological
and pharmacological properties of these ligands were on the same side as
the docking and molecular dynamic results.
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I. Introduction

Coronaviruses (CoVs) are etiologic agents of severe infections in both animals and people, such that
they cause illness in the respiratory and digestive systems. Earlier Coronaviruses inspections revealed
that Coronaviruses affect various animals including reptiles, bird species and mammals.* The unique
species of Coronaviruses was discovered at the end of 2019 and it is initially dubbed 2019-nCoV after
an outbreak in Wuhan, China.? On January 30, 2020, the World Health Organization’s Emergency
Committee recognized an eruption in China as a Public Health Emergencies of International Concern
(PHEIC).> WHO officially designated this Coronavirusesas COVID-19 on February 11, 2020.*
Currently no specific treatments are available, and the researchers are in progress® However, the fact
that the developed vaccinations are now being sup- plied, a mass vaccination campaign will take a
long time to be established. As a result, efforts to develop safe and efficient anti-COVID-19 drugs
must be continued.

Biologically active natural molecules are part of the defense system against infectious diseases,
e.g., flavonoids, alkaloids and terpenes.® Natural products pose a significant role for identifying
bioactive molecules.” Several biomolecules have been tested against COVID-19 with its different
receptors.8-* SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) is the virus respon-
sible for Covid-19. There are proteins in SARS-CoV-2 that regulate how the virus multiplies and
avoids the host’s immune system. Initially, these nonstructural proteins appeared as two major
polyproteins. One of the most attractive targets for inhibiting viral replication is SARS-CoV-2
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MPr (also known as 3CL"™).15 The coronavirus’s main protease M is a key CoV enzyme, which
plays a pivotal role in mediating viral replication and transcription.t%7

The MP© of 2019-nCov shares 96% similarity with the MP° of the SARS-CoV.18-2° The MP™ in
CoV is essential for the proteolytic maturation of the virus and has been examined as a poten-tial
target protein to prevent the spread of infection by inhibiting the cleavage of the viral poly- protein.?%:22
The discovery of the MP™ protease structure in SARS-CoV-2 provides an excellent opportunity to
identify potential drug candidates for treatment, which will be our target in this study.

Theoretical techniques play a critical role in searching for treatments for this disease.?®> Among
these techniques, molecular docking and molecular dynamics simulations used in this study.

We investigate the inhibition of a series of compounds of natural origin and two medications (Anti-
malarial) with MP" as a receptor for SARS-CoV-2 treatment. Since the main protease of SARS-CoV-
2 (MP) plays a crucial role in the viral replication process, researchers will be able to use the findings
of this investigation to discover an effective SARS-CoV-2 medication.

2. Computational methodology
2.1. Ligand preparation

In this paper, we looked at natural inhibitors such flavonoids and coumarins, as well as two anti-
malarial medications as references. The Molecular Mechanics Force Field (MM ) was E,sed to optimize
the three-dimensional (3 D) structures of molecules (Table 1). The results were thenoptimized using
the semi-empirical AM1 method to determine the most stable conformations. Using Discovery
Studio software,> the molecules are saved in pdb format. Before being used by AutoDock Vina,? the
final molecule is saved in pdbgt format.

2.2. Protein preparation

The present study focused on the main proteases in Coronaviruses (3CLP"/MP™), especially PDB
ID 6LU7,% as potential target proteins for SARS-CoV-2 treatment. 6LU7 is a SARS-CoV-2 MP™ that
has been restructured and repositioned in PDB and has been publicly.

Accessible since early February 2020. This code, with a resolution of 2.16, illustrates the 3 D structure
of MP™ which comprises of a single chain A and a single ligand. This structure hasbeen well
defined and resolved. The protein is converted to the pdbqt format (Figure 1).

2.3. Molecular docking

All molecular docking calculations are performed using AutoDock Vina??’

The pdbgt file of SARS-CoV-2 main protease (MP©) was prepared using the AutoDock tools. All
other docking parameters were maintained at their default settings. Based on the availabilityof
resolved structures of MP™ in association with inhibitors, the binding site of SARS-CoV-2MP™
was accurately determined. The box’s dimensions (60 60 60)werexgchosen to adequately enclose the
SARS-CoV-2 MP active site. The grid centre’s coordinates were 13.069, 9.740 and
68.490 (XYZ assignments, respectively). The Gasteiger method was used to calculate the atomic
partial charges of the compounds.

Re-docking was used to validate the protocol, and the bound standard ligand was re-docked in
the originally attached active site of SARS-CoV-2 (6LU7). According to Sen et al. (2020),% the
root mean square deviation (RMSD) limit for the ligand to binding site must not be greater than
2 A. After completion of this process, the best pose of the docked co-ligand on its original crystal-
lographic bound conformation was compared via superimposition, and a new RMSD value was
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Table 1. 2D and 3D representations of the all ligands, the ligands structures were taken from PubChem server (www.pub-
chem.ncbi.nlm.nih.gov).
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Table 1. Continued.

Compound name 2D Structure 3D Structure
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Figure 1. 3D structure of 2019-nCoV chimeric receptor-binding domain complexed with its receptor M’ (PDB ID: 6vw1). The
structure was taken from Protein Data Bank online server (https://www.rcsb.org/).

calculated. MP™ (6LU7) has an RMSD of 0.7333 A, which is within acceptable limits (seeFigure
2).

2.4. Druglikeness, ADME/toxicity qualities

The integration of ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity) studies
into the early phases of drug discovery has been universally implemented within the pharmaceut-
ical industry.?® The ultimate goal of computational research into ADMET prediction is to be able
to identify compounds liable to later stage failure before they are even synthesized, bringing even
greater efficiency benefits.3® Many potential therapeutic agents fail to reach the clinic trials because
of their unfavorable (ADMET) parameters;®! also it is not checking the druglikeness.

Drug likeness and ADME/toxicity analysis were performed for the selected ligand. The struc- ture
of the selected ligand was screened to predict whether the ligands obey Lipinski’s rule of five.3? In
order to confirm whether the physicochemical properties like molecular weight, hydro-gen bond
donor, hydrogen bond acceptor, molar refractivity, etc. of ligands follow Lipinski’s ruleof five or
not.3 SWISS-ADME server (http://www.swissadme.ch/) was used to evaluate the Ghose, Veber,3*
Egan,®® Muegge rules, Polar surface area (TPSA) and number of rotatable.®® The ADME/T provides
absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity of the given com- pounds. The
pharmacodynamics properties such as, Caco-2 permeability, mutagenicity, carcino- genicity,
Cytochrome P (CYP) inhibitory capability, human intestinal absorption, and blood brain
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Figure 2. RMSD of natural and complexed ligand.

barrier permeability were analyzed. In silico toxicology aims to complement existing toxicity tests
to predict toxicity, prioritize chemicals, guide toxicity tests, and minimize late-stage failures in
drug design.

2.5. Molecular dynamics simulation

The MD simulations of 50 ns were achieved under standard conditions. CHARMM36 force field was
applied to achieve topology attributes of protein and ligands.® The Berendsen thermostat®’ controlled
the temperature of the simulations. The electrostatic interactions were treated by the particle mesh
Ewald (PME) method with a cutoff distance of 1.2nm; and the van der Waals interactions were
modeled using a cutoff of 1.4 nm.® The whole system was relaxed using the steepest descent algo- rithm.
The classical Newton’s equations of motion were integrated using the Leap-Frog algorithm and the
Berendsen weak-coupling method.®® The trajectory coordinates were recorded every 500 stepswith a
time step of 1 fs. All MD simulations were carried out using the GROMACS package version 2020.
Root-mean-square-deviation (RMSD) calculations were made to identify the sets sharing the same
conformational characteristics. While, calculations of the root-mean-square fluctuation (RMSF)
trajectories were used to determine the more mobile parts of the system, especially those involved in
the interaction between protein and ligands. The radius of gyration (Rg) was used to assess the com-
pactness of the protein as well as its stability. At last, solvent accessible surface area (SASA) was used
in order to retain the protein folding and stability.

3. Results and discussion
3.1. Molecular docking

3.1.1. Binding energies: Ligands’s affinity for MP" receptor
Bergamotin, naringenin, chloroquine, hydroxychloroquine, Bergapten, and Imperatorin have been
investigated as potential SARS-CoV-2 MP™ inhibitors (Table 2).

The binding energy (DGpindging) Was estimated as follows:

DG(binding) energy calculated as follows equation (1):

DGbinding Ya DGcompIex - DGIigand - DGprotein (1)
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Table 2. Docking results of 6LU7-Ligand.

Inhibitor Affinity (kcal/mol) Hydrogen Bond Hydrophobic Bond Electrostatic Bond
Bergamotin —385 CYS145, GLY143 MET165, HIS163 |-}|'_7,4]
Narinaenin —7. ASP187. GLU166 MFT49. CYS145 I
Imperatorin —6.8 GLY143, HIS164 MET49, MET165 T
CYS145
Hydroxychloroquine _6.2 HIS164, CYS145 CYS145 HIS163
GLY143, GLU166
Bergapten —6.2 HIS 41, TYR54 MET165, HIS41 HINH N
Chloroquine _5.8 GLY143, GLU166 CYS145 HIS163
HIS164, CYS145

The binding energies obtained from docking 6LU7 with the all ligands Bergamotin,
Naringenin, Imperatorin, Hydroxychloroquine, Bergapten and Chloroquine were _7.8, _7.5,
—6.8, 6.2, _6.2, _5.8 Kcal/mol, respectively.

The docking analysis revealed the potential for inhibition of the studied ligands, classified
by affinity (DG); Bergamotin > Naringenin > Imperatorin > Hydroxychloroquine ¥ Bergapten
> Chloroquine.

In the general case, the interactions established between ligand and receptor (protein) are
weak such as VDW bonds, electrostatic and H bonds. In order to understand the type of inter-
action between ligand and MP™, we analyzed the interactions of obtained complex.

3.1.2. Interaction analysis between MP™ and ligands
The results obtained show that all the ligands interact with the catalytic dyad HIS41 and CYS145.

Bergamotin had the highest affinity for MP™ receptor (PDB ID 6LU7), this ligand is stabilized
by two hydrogen interactions one with CYS145 and the other with GLY143 and two hydrophobic
bonds formed with residues MET165 and HIS163, as well as an electrostatic interaction with HIS
41 (Figure 3).

Two hydrophobic contacts generated with the residues MET49 and CYS145, as well as two
hydrogen bonds with ASP187 and GLU166, stabilize the naringenin ligand (Figure 4).

The imperatorin ligand showed three hydrogen interactions with GLY143, HIS164 and CYS145,
as well as two hydrophobic interactions with MET49 and MET165.

Furthermore, the hydroxychloroquine molecule is maintained by hydrogen bonds generated by
residues GLY143, HIS164, CYS145 and GLU166, as well as hydrophobic and electrostatic contacts
formed by CYS145 and HIS163 (Figure 5).

Bergapten forms two hydrogen interactions with HIS41 and TYR54, and two hydrophobic contacts
with the residues MET165 and HIS41, the latter of which is one of the catalytic dyad’s residues.

The chloroquine ligand has revealed four hydrogen bonds with the residues GLY 143, GLU166,
HIS164 and CYS145, one hydrophobic CYS145, as well as one hydrophobic CYS 145 bond and
one electrostatic bond with HIS163 (Figure 6).

The two residues of the catalytic dyad, CYS145 and HIS41, are involved in the various interac-
tions (H bond and an electrostatic bond) for the Bergamotin ligand that has the best affinity toward
the MP receptor (the lowest binding energy). In the other ligands, only one residue ofthe
catalytic dyad is implicated.

3.2. Druglikeness properties of ligands

This test is performed to facilitate the creation of new drug molecules, the molecules of which
must comply with the conditions of the following five Lipinski’s rule: molecular weight: < 500,
number of hydrogen bond donors: < 5, number of hydrogen bond acceptors: < 10, lipophilicity
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Figure 5. Interaction Mode of 6LU7- hydroxychloroquine 2D, 3D.

(expressed in LogP): & and molar refractivity from 40 to 130.%2 The results of this study are

shown in the Table 3.

Naringinin, imperatorin, bergamotin, hydroxychloroquine, bergapten and chloroquine have the
following molecular weights: (293, 273, 340, 335, 234 and 226) g/mol, and they have a molecular
weight 50 g/mol, and also respectively present the following values of the topological polar surface

(TPSA)(97, 53, 44, 48, 48, 44, and 64) A2. The lowest TPSA values give good results.
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Table 3. List of the results of the ligands druglikeness properties.
Drug likness propriete Narinnngin  Imperatorin  Bergamotin Hydroxychloroquine Bergapten  Chloroquine
Molecular weight g/mol 293 273 340 335 234 226
Consensus Log Po/w 0.44 2.47 4.76 3.29 1.06 0.6
S (ESOL — — _ _ _ .

h%%n LF—%onc)i acceptors 15'67 34‘52 2'2 33'91 14'77 2'6
Num. H-bond donors 4 0 0 2 0 4
Molar refractivity 74 74 99 98 56 58
Lipinski YES YES YES YES YES YES
Ghose YES YES YES YES YES YES
Veber YES YES YES YES YES YES
Egan YES YES YES YES YES YES
Muegge YES YES NO YES YES YES
Bioavailability score 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
TPSA 97 44 48 48 44 64
Num. rotatable bonds 4 3 6 9 1 9
Solubility —1.67 —3.52 —5.2 —3.91 —1.77 —0.6

By comparing the lipophilicity (LogP) values of our ligands series, we observe that they have values
less than five, indicating that they have produced excellent results and can be easily absorbed in the
body.

However, the LogS solubility values of the ligands tested are between _4.06 and 0.25.
Bergamotin has the highest value; the lowest values are always appreciable.

All the ligands have a number of hydrogen bonding donors: % a number of hydrogen bond-ing
acceptors: 10 and reactivity values between 35.75 and 130. Therefore, we can say that thefive
Lipinski’s rule was verified. Veber’s rule, which represents the oral bioavailability of a pos-sible,
drug molecule; it is verified for all ligands studied.

We also note that another Egan’s rule that defines the absorption of the drug molecule is veri-
fied for all ligands; on the other hand, the two rules of Ghose’s, Muegge's,** Veber,* Egan® and
Muegge* are verified.

We also notice that some ligands give the reproductive effects, the irritant, Tumorigenic, Mutagenic
properties and all the ligands showed a bioavailability score of 0.55, and good valuesof druglikness
score, Solubility values and drug score.

3.3. ADMET/drug results

The ADME tests were performed to determine the pharmacological and pharmacodynamic prop- erties
of a medication in a biological system, and the results are listed in Table 4.
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Table 4. The ADME/T test results of ligands (various pharmacokinetic and pharmacodynamic properties).

Properities Narinnngin Imperatorin Bergamotin Hydroxychloroquine Bergapten Chloroquine
Absorption HIA (%) 87.31 97.72 97.39 94.66 98.16 98.05
Caco-2 cell (nm sec—") 10.52 56.10 49.82 46.08 43.47 56.61
MDCK 44.63 228.71 0.12 45.10 52.91 0.29
Distibition Skin_Permeability —4.18 _3.16 _2.49 —3.08 _3.70 _2.53
BBB 0.59 2.70 0.36 2.28 2.07 7.73
Metabolism Cyp-2C19-inhibition Inhibitor ~ Inhibitor  Inhibitor ~ Non Inhibitor ~ Non
Cyp-2C9-inhibition Inhibitor  Inhibitor  Inhibitor ~ Non Inhibitor ~ Non
Cyp-2D6-inhibition Non Non Non Inhibitor Non Inhibitor
Cyp-2D6-Substrate Non Non Non Substrate Non Substrate
Cyp-3A4-inhibition Inhibitor ~ Inhibitor  Inhibitor ~ Non Inhibitor ~ Non
Cyp-3A4-substrate Non Weakly Substrate  Substrate Non Substrate
toxicity Mutagenicity (Ames test) Mutagen mutagen mutagen mutagen Mutagen  Mutagen
Carcinogenicity mouse  Negative  Negative  Positive Negative Negative  Negative
Carcinogenicity rat Positive Negative  Negative  Negative Positive Positive
HERG inhibition Medium risk Medium risk Medium risk Medium risk Medium risk Medium risk

The properties of ADME/Tox (absorption, distribution, metabolism, excretion/toxicology) ofall
ligands were calculated using the online server PreADMET.

This server calculates pharmacokinetic properties like: Human Intestinal Absorption (HIA), Cell
Permeability, Caco-2 in Vitro (PCaCO2), Kidney Maden Darby Cell Permeability (PMDCK)),
Permeability (PSkin), Protein Binding plasma (PPB) and hematomeningeal penetra-tion are shown
in Table 4.

To predict absorption and distribution parameters, Caco-2 cell parameter employed to deter- mine
compound permeability. Caco-2 cell parameters were ranged from 4 to 70 nm/sec including mean
permeability. Human intestinal absorption (HIA) can predict percent of absorption of human
intestine (% HIA) and plasma protein binding (% PPB) is used to determine the degreeto which
drugs bind to proteins in the blood. The bound drug value less than 90% is, the more efficiently it can
traverse cell membranes or diffuse.

As a result of these data and values, the ligands have higher human intestinal absorption (HIA)
scores. A higher HIA value indicates the compound might be better absorbed from the intestinal tract
on oral administration, and then caco-2 values agree with the values obtained (value between 4 and
70 nm/sec). Thus, it is noted that all of the ligands had a medium perme- ability. BBB values
(CBrain/CBlood) and tuning compounds that have values larger than 1
(CBrain/CBlood> 1) are considered active in the CNS may cause side effects while compounds
with values less than 1 (CBrain/CBlood <1) are classified as inactive in the CNS.

Therefore, ligands Bergaptene, impératorin, hydroxychloroquine and chloroquine had values
higher than 1 (CBrain/CBlood> 1), indicating that they are active in the CNS and can cause side
effects, while naringinine and bergamotin had values less than 1 (CBrain/CBlood 1), being con-
sidered inactive in the CNS.

The AMES toxicity test is used to determine whether a substance is mutagenic or not; the majority
of the test ligands are mutagenic. Prediction of negative carcinogenicity indicates that there is evidence
of carcinogenic activity while positive carcinogenicity shows that the substance under investigation is
not carcinogenic. In addition, inhibition of HERG for all ligands present medium risk.

From the results of ADMET, it can be concluded that the biological and pharmacological properties
of natural ligands are plausible, allowing them to have acceptable bioavailability and therefore to be
attractive options against SARS-CoV-2.

3.4. Molecular dynamics simulations

Molecular dynamics (MD) simulation is the most important used method for evaluating the micro
interaction between ligand structure and protein. To gain a better understanding of the
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Figure 7. Comparison and detail representation of (A) RMSD: Root mean square deviations, (B) RMSF: Root mean square fluctua- tions,
(C) Rg: Radius of gyration and (D) SASA: solvent accessible surface area, over the time of 50ns of reference M andall
complexes.

stability and dynamics of all complexes, 50ns MD simulations were used. RMSD, RMSF, Rg, and
SASA were evaluated after MD simulations.

The Root mean square deviations (RMSD) curves that all complexes remained stable in'>-° ns
period time of the simulation with average values ranged from 0.18 to 0.22nm. The results of
RMSD signify that the binding between MP and all of these ligands are steady. The Rayon of gyration
(Rg) was used to assess the complexes compactness and it was revealed that Rg off all systems was
steady with the RMSD of system. This depicts that protein was stable and com-pressed during
throughout the 50 ns of time. The average Rg values are ranged from 2.23 to
2.27nm. The Root-mean-square fluctuation RMSF were measured in order to further compute
the residual flexibility over 50 ns of time. The total fluctuations of all the complexes are roughly the
same. The average RMSF values are ranged from 0.079 to 0.098 nm. The Solvent accessible surface
area (SASA) is alternative method in order to retain the protein folding and stability. The calculated
SASA values for wild type and mutants are displayed in Figure 7. The average SASA values for
complexes were found to be 147 nm? (Berga), 148 nm? (Chlor), 148 nm? (Hydro), 146 nm?
(Imper), 145 nm? (Narin) and 151 nm? (Bermo). Signifying that there were no notable differences in
the available area of all the systems throughout the simulation process.

4. Conclusion

In order to fight against SARS-CoV-2, researchers have carried out variety of approaches, espe- cially
by trying to inhibit proteases essential to the virus’s life cycle, by using drugs and natural compounds.
In this work, we therefore studied the inhibition of SARS-CoV-2 by molecular dock- ing and
molecular dynamics with several natural compounds, the main goal was to find novel molecules that
can inhibit this virus. We have docked the Main-protease (6LU7) as SARS-CoV receptor with a series
of flavonoids and coumarins compared to two drugs (CQ and HCQ). The
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study of their interactions with this enzyme (MP™), followed by filtration in using Lipinski’s rule
and ADMET properties was crucial. We classified the ligands based on their affinities. The results
of docking revealed that the inhibitory power of the natural compounds studied with the MP™
was significant. From the results of ADMET, it can be concluded that the majority of the natural
ligands studied have interesting biological and pharmacological properties, allowing them to have
better bioavailability. Molecular dynamics (MD) simulation was performed in our study in order
to better understanding of the stability and dynamics of all complexes. As a preliminary result,
these natural ligands appear to be promising potential candidates for SARS-CoV-2 inhibition.
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